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Résumé 

Les isoformes de Tau font parties d’une famille de protéines associées aux 

microtubules, principalement exprimées dans les neurones du système nerveux 

central. Ils favorisent l'assemblage de monomères tubuline en microtubules et 

leurs stabilités, jouant un rôle structurel clé dans les axones neuronaux. Dans la 

maladie d’Alzheimer et autres tauopathies, la protéine Tau agrège sous forme 

d’enchevêtrements fibrillaires impliqués dans les lésions intraneuronales et 

gliales. A l’heure actuelle, le processus d’agrégation présent au sein des 

tauopathies n’est pas complètement élucidé malgré un grand nombre d’études 

effectués in vitro. 

L’essentiel du travail présenté dans ma thèse est basé sur un modèle 

d’étude in vitro utilisant une protéine Tau recombinante présentant la mutation 

P301L. Ce mutant ainsi que d’autres fragments de Tau ont été utilisés pour 

mieux comprendre le mécanisme d’agrégation, comme par exemple le rôle des 

cystéines, ou de la région riche en proline. Nous avons montré par des mesures de 

diffusion de la lumière et fluorescence de la Thioflavine S qu’il existe un système 

d’agrégation indépendant des ponts disulfures intermoléculaires.  

Nous avons également étudié la capacité anti agrégative de plusieurs 

polyphénols naturels et endogènes. Notre attention s’est en particulier portée sur 

trois dérivés phénoliques obtenus à partir d'huile d'olive : l'hydroxytyrosol, 

l'oleuropéine, l'oleuropéine aglycone. Ce dernier a été trouvé plus actif que 

l’inhibiteur de référence de Tau, le bleu de méthylène. Des résultats similaires 

ont été obtenu avec des molécules issues de la dimérisation du DOPAL. L’activité 

inhibitrice de la fibrillisation de ces molécules peut même atteindre des valeurs 

submicromolaires.  

 

 

Mots clés : Tau, P301L, Agrégation, Thioflavine, Cystéine, Oléuropeine, 

Hydroxytyrosol. 
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1. Généralités 

1.1. Historique 

Avant 1906, la démence d’une personne âgée était considérée par de 

nombreux psychiatres et par la population comme faisant partie du processus 

normal de vieillissement. Cette définition de la démence fut bouleversée par les 

découvertes du neurologue et psychiatre allemand, Alois Alzheimer. En 1906, 

suite au décès de sa patiente Auguste D. présentait une dégradation progressive 

de ses facultés cognitives, le Dr Alzheimer pratiqua une autopsie de son cerveau. 

L’examen au microscope du cortex cérébral de la patiente révéla la présence de 

lésions semblables à celles de la démence sénile, les plaques séniles (ou plaques 

amyloïdes), associées à des lésions jusqu’alors inconnues, les dégénérescences 

neurofibrillaires, caractérisées par des amas anormaux de fibrilles dans les 

neurones (Figure 1). Le 4 novembre 1906, lors de la 37e Conférence des 

psychiatres allemands à Tübingen, Alois Alzheimer décrivit pour la première fois 

un type de démence qui, à l'initiative de son collègue Emil Kraepelin, sera plus 

tard connu sous le nom de maladie d'Alzheimer (MA).  

 

Figure 1 : Représentation des dégénérescences neurofibrillaires (d’après 

www.ahaf.org/alzheimers et dessin original d’Alois Alzheimer). 
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Vingt ans plus tard, le psychiatre belge Paul Divry constata que les 

plaques séniles décrites par Alois Alzheimer pouvaient être colorées, tout comme 

certaines substances amyloïdes, par la thioflavine ou le rouge Congo, leur 

donnant ainsi le nom de plaques amyloïdes (PA). Cependant, il fallut attendre le 

dernier tiers du XXème-siècle pour que les connaissances relatives à la 

dégénérescence neurofibrillaire (DNF) évoluent de façon significative. Le 

développement de la microscopie électronique permit à Kidd et coll. (Kidd 1963) 

de découvrir l’existence de paires de filaments appariés en hélice, ou « paired 

helical filament » (PHF) en 1963, au sein des dégénérescences neurofibrillaires. 

L’évolution de la biologie moléculaire au cours des années 60, permit la 

caractérisation du peptide amyloïde β (Aβ), constituant principal des PA (Glenner 

et al 1984) et la mise en évidence de la protéine Tau dans les PHF (Brion et al 

1985), tandis que Grundke-Iqbal et coll. (Grundke-Iqbal et al 1986) démontrèrent 

que la protéine Tau, présente dans les PHF, est anormalement phosphorylée. En 

1989, Flament et coll. (Flament et al 1989) suggèrent que les protéines Tau sont 

les marqueurs de la dégénérescence neurofibrillaire. Deux grandes hypothèses 

tentèrent alors d’expliquer les causes de la MA : l’hypothèse de la cascade  

amyloïde,  qui  a  pour élément  central le  peptide  Aβ  et  la  formation des  PA, 

et l’hypothèse tauïste qui postule que le facteur déclenchant est la 

phosphorylation anormale de la  protéine Tau et la formation des PHF.  

L’apparition de dépôts fibrillaires dans ces tauopathies suggère qu’ils ont 

un rôle clé dans les symptômes cliniques observés. Cependant, aucune mutation 

n’a été identifiée dans la MA, tandis que les formes précoces héréditaires de la 

maladie peuvent résulter de mutations sur la protéine APP qui entraine une 

expression plus importante du peptide Aβ présent dans les plaques 

caractéristiques de la MA (Selkoe et al 2003). Ces données génétiques ont conduit 

à une focalisation des études sur le peptide Aβ qui, bien que toujours répandues, 

ont été tempérées par la découverte récente de mutations sur la protéine Tau 

présente dans les DFTP-17 (démences fronto-temporales associés à un 

parkinsonisme lié au chromosme 17) (Goedert & Jakes 2005, Spillantini et al 

1998). Le cerveau de patients atteints de DFTP, DCB (dégénérescence cortico-

basale) et PSP (paralysie supranucléaire progressive) contiennent en effet 
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également des fibres composées de la protéine Tau. Cette caractéristique 

pathologique commune leur donna le nom de tauopathies, malgré une distinction 

claire dans les manifestations phénotypiques de ces troubles. Dans le cas de la 

MA, il existe des preuves qui suggèrent que le peptide Aβ et la protéine Tau sont 

des agents pathogènes. Bien que le lien entre ces deux molécules ne soit pas bien 

connu, le point de vue dominant est que les peptides Aβ agrégés provoqueraient 

l’agrégation de Tau (Hardy & Selkoe 2002). 

Notre équipe s’intéresse à la DNF retrouvée dans des syndromes 

démentiels apparentés à la MA et regroupés sous le terme de Tauopathies. Nous 

avons donc centré nos études autour de la protéine neuronale Tau impliquée dans 

la MA en utilisant des outils liés au domaine de la biochimie in vitro. Nous avons 

abordé plusieurs facettes de cette large problématique: 

-En mettant tout d’abord au point les meilleures conditions d’agrégation in vitro. 

-Puis, en essayant de comprendre l’importance des Cystéines 291 et 322 dans le 

processus d’agrégation. 

-Enfin en évaluant la capacité anti agrégative de molécules naturelles 

polyphénoliques synthétiques ou naturelles (issues de plantes de médecine 

traditionnelle et/ou de plantes culinaires). 
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1.2  Caractéristiques histopathologiques de la maladie d’Alzheimer 

1.2.1 Lésions neuropathologiques  

Le diagnostic certain de la MA peut être donné lors de l’autopsie du patient 

et de l’analyse de son tissu cérébral. La nature neurodégénérative de la MA se 

traduit par une atrophie cérébrale importante et l’accumulation de deux lésions 

histopathologiques caractéristiques : les dépôts amyloïdes qui sont des agrégats 

extracellulaires de peptides amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires 

qui sont des agrégats intraneuronaux formés de paires de filaments appariés en 

hélice ou en filaments non torsadés. C’est la présence conjointe de ces deux 

éléments qui définit la MA. 

1.2.1.1 Altérations macroscopiques : 

Au niveau macroscopique, le cerveau des patients atteints de la MA 

présente une atrophie importante du tissu cérébral en parallèle d’une 

augmentation du volume des ventricules cérébraux et des sillons corticaux 

(Figure 2). Cette atrophie touche principalement le lobe temporal médian 

(hippocampe, cortex entorhinal et amygdale) et le lobe frontal, et serait le reflet, 

au moins en partie, d’une perte neuronale importante entraînant une réduction 

du ruban cortical. 

Figure 2 : Coupes de cerveaux de patient Alzheimer (A) et d'une personne du même âge  

non atteinte de pathologie neurodégénérative (B). Une atrophie cérébrale et une  

dilatation ventriculaire sont observées chez le malade Alzheimer (d’après Pr. J.J. Hauw, 

Paris). 
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1.2.1.2 Altérations microscopiques : 

� Les dépôts amyloïdes : 

Les dépôts amyloïdes sont des marqueurs du vieillissement cérébral 

normal, toutefois, on les retrouve chez les patients sains à des taux beaucoup 

plus faibles que ceux retrouvés dans des cerveaux de patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer. On distingue deux types de dépôts cérébraux, des dépôts 

amyloïdes dits « diffus » et des dépôts plus denses, les plaques séniles.  

Les plaques séniles (Figure 3) sont formées de faisceaux de filaments 

compacts d’un diamètre de 6 à 10 nanomètres (nm), situés dans le domaine 

extracellulaire. Le constituant  majeur de ces plaques est un peptide amyloïde 

dénaturé de 39 à 43 acides aminés, ayant une structure en feuillets β-plissés, 

également appelé peptide Aβ (Glenner et al 1984). 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Imprégnation argentique d’une coupe de cortex de patient atteint de la MA 

présentant des plaques séniles (en noir). 

Ce peptide physiologique de 4 kDa est issu du clivage protéolytique 

séquentiel de son précurseur amyloïde (APP) par deux enzymes : la β-sécrétase et 

la γ-sécrétase (Figure 4). La voie métabolique de l’APP conduisant à la production 

d’Aβ est appelée « voie amyloïdogénique » de l’APP. Les extrémités amino- et 

carboxy-terminales du peptide Aβ peuvent être clivées à différents sites, générant 

ainsi plusieurs formes d’Aβ. Les formes d’Aβ42 (clivées à l’acide aminé 42), dont 

les capacités agrégatives sont plus importantes que celles des formes d’Aβ40 
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(clivées à l’acide aminé 40), représentent les constituants majeurs des dépôts 

amyloïdes. Les formes d’Aβ40, quant à elles, sont retrouvées principalement au 

niveau de la paroi des vaisseaux cérébraux (Herzig et al 2006). 

Figure 4 : Représentation de la voie de clivage amyloïdogène de la βAPP. 

Il existe également une autre voie de dégradation de l’APP, non 

génératrice d’Aβ, dite « voie non-amyloïdogénique » (Figure 5). Dans ce cas, 

l’enzyme α-sécrétase va cliver l’APP au milieu de la séquence correspondant à 

l’Aβ prévenant ainsi la formation de ce dernier. Cette voie permet également la 

production du fragment sAPPα, aux propriétés trophiques et neuroprotectrices 

(Mattson et al 1997).  

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Représentation de la voie de clivage non-amyloïdogène de la βAPP. 
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Comme nous l’avons vu précédemment, les cerveaux de patients malades 

présentent également des dégénérescences neurofibrillaires.    

� Dégénérescence neurofibrillaire 

La dégénérescence neurofibrillaire est une lésion histopathologique dans le 

cerveau des patients atteints de la MA. Cette lésion est en réalité la 

caractéristique commune d’une vingtaine de maladies neurodégénératives 

regroupées sous le terme de tauopathies, parmi lesquelles on peut citer la 

démence frontotemporale avec syndrome parkinsonien liée au chromosome 17 

(DFTP-17), la dégénérescence corticobasale ou encore le syndrome de Down (Buee 

et al 2000). La DNF se manifeste par la présence de filaments pathologiques à 

l’intérieur du corps cellulaire du neurone et du dendrite apical. Les neurones qui 

sont touchés de manière préférentielle par les DNF sont les cellules pyramidales 

du cortex entorhinal, de l’hippocampe et du néocortex.  

Ces entrelacs intra-cellulaires présentent les mêmes propriétés physico-

chimiques que les dépôts amyloïdes et peuvent être détectés de la même manière 

(coloration au Bielchowski, Thioflavine et rouge Congo) (Figure 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Coloration au Bielchowski d’entrelacs intra-cellulaires. 
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1.3  Progression des dégénérescences neurofibrillaires 

1.3.1 Progression biochimique 

La pathologie neurofibrillaire évolue au niveau du cerveau d’une manière 

très ordonnée et bien spécifique selon le stade de la maladie. On distingue 10 

stades différents dans la progression de la DNF, correspondant chacun aux 

régions cérébrales touchées au cours de la MA (Delacourte et al 1999) et les 10 

stades sont regroupés en 3 phases : 

 

 

Figure 7 : Progression de la dégénérescence neurofibrillaire au cours de la MA. 

 

1.3.2 Progression cytologique 

Nous avons vu que la protéine Tau dans les neurones de patients atteints 

de MA s’accumulait majoritairement dans le corps cellulaire mais aussi dans les 

dendrites. Par contre, dans des neurones sains, elle est localisée dans les axones. 

Cette évolution  de  l’agrégation  de  la  protéine  (Figure  8)  est  corrélée  avec la 
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présence de sites de phosphorylation spécifiques, qui peuvent être classés comme 

précoces ou tardifs. Sur l’échelle de la progression de la maladie, ces sites de 

phosphorylation sont révélés par un grand nombre d’anticorps 

phosphodépendants. La  sévérité  de  la  DNF  peut  être  évaluée  et  classée  en 

trois  stades  distincts (Augustinack et al 2002): 

Précoce : les enchevêtrements pré-

neurofibrillaires (pre-neurofibrillary 

tangles) (preNFT) 

Le noyau du neurone est détectable et la 

morphologie générale de la cellule apparaît 

normale. Le cytoplasme contient des protéines 

Tau phosphorylées à l’aspect diffus. Les 

dendrites sont eux préservées (Figure 8A/B).  

Intermédiaire : les enchevêtrements pré-

neurofibrillaires intra-neuronaux (intra-

neuronal neurofibrillary tangles) (iNFT)  

Ils contiennent des structures filamenteuses 

agrégées qui occupent une place importante dans 

le cytoplasme. Le noyau est présent mais 

fréquemment déplacé par des inclusions. Les 

dendrites apparaissent détériorées (Figure 8C). 

Final : les enchevêtrements 

neurofibrillaires extra-neuronaux (intra-

neuronal neurofibrillary tangles) (eNFT)  

Dans  les  eNFTs,  les agrégats fibrillaires  de  

Tau sont localisés à l’extérieur de la cellule 

« fantôme ». Ni le noyau ni le cytoplasme ne sont identifiables, tandis que les dendrites 

sont désorganisées voir absentes. (Figure 8D). 

Figure 8 : Formation d’agrégats fibrillaires (d’après Augustinack et al 2002). 
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Ceci signifie qu’il y aurait une phosphorylation séquentielle de Tau en 

fonction du stade de la maladie. La relation entre phosphorylations spécifiques et 

évènements moléculaires qui conduisent à l’agrégation de plus en plus massive 

de la protéine n’est pas connue. Il est proposé entre autres que la phosphorylation 

conduirait à des changements conformationnels de la protéine qui pourraient 

affecter ses capacités fonctionnelles et sa sensibilité à l’agrégation. 

1.3.3 Différents types de filaments 

Ces dépôts neurofibrillaires (neurofibrillary tangles NFT) sont constitués 

de protéine Tau anormalement phosphorylée et se divisent en deux types de 

structures filamenteuses : les filaments appariés en hélice (paired helical 

filaments PHF) et les filaments droits (straight filaments SF). 

Une étude réalisée par Yoji Itoh et collaborateurs (Itoh et al 1997) en 

microscopie électronique détaille les structures tridimensionnelles de NFTs issus 

de cellules nerveuses d’un patient souffrant de la maladie d’Alzheimer. Ces NFTs 

ont été clairement définis dans la périphérie du corps cellulaire neuronal. 

Les SF mesurent de 20 à 25 nm de diamètre, sont légèrement courbés et 

possèdent une surface lisse.  La plupart du temps, ils sont disposés parallèlement 

les uns aux autres mais peuvent également s’apparier au hasard (Figure 9). Ils 

sont localisés dans le cytoplasme des cellules nerveuses.   

 

Figure 9 : Images de microscopie électronique de straight filaments disposés 

parallèlement (à gauche) et arrangés au hasard (à droite). 
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Un  deuxième  type  de  filaments  possédant  une  structure en hélice,  les  

paired helical filaments, est également présent dans le cytoplasme des cellules 

nerveuses (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Images de microscopie électronique de PHFs (d’après Itoh et al 1997). 

 

Les PHFs font penser à un ruban torsadé ou encore à une corde enroulée 

sur elle-même et leur diamètre varie d’un filament à un autre. Cependant la 

plupart d’entre eux, mesure 28 nm de diamètre et présente une distance de 80-

100 nm entre chaque constriction périodique.   

Des structures enroulées similaires à celle des PHFs sont également 

retrouvées dans la paralysie supranucléaire progressive (Probst et al 1988), la 

dégénération corticobasale et la maladie de Pick. Néanmoins les constrictions 

régulières des PHFs de la MA sont plus courtes que dans les autres pathologies 

précédemment citées. Enfin, on peut rappeler que Kidd avait initialement décrit 

ces PHFs (Kidd et al 1963): il avait caractérisé par microscopie électronique des 

filaments possédant une hélicité droite et constitués de deux « rubans » 

individuels. 
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2. La protéine Tau 

2.1  Structures de la protéine Tau 

D’un point de vue général, les protéines Tau sont solubles, thermostables 

et ne présentent pas de conformation tridimensionnelle particulière (Lee et al 

1988, Schweers et al 1994).  

Le gène humain de Tau (MAPT) est  situé sur le chromosome 17 au  locus 

17q21. Il est composé de 16 exons dont 14 sont codants (Andreadis et al 1992) 

(Figure 11). Ce gène est principalement exprimé dans les neurones du système 

nerveux central, mais également, dans une moindre mesure, dans les muscles, le 

cœur, les reins et les testicules (Gu et al 1996). Le transcrit primaire subit un 

épissage  alternatif complexe, régulé de façon tissu-spécifique au cours  du 

développement.  

Dans le cerveau adulte, en fonction du transcrit, l’isoforme exprimée va 

varier de 352 à 441 acides aminés et aura une masse moléculaire comprise entre 

45 et 65 kDa (Buee et al 2000). Tau peut être considérée comme une protéine 

dipolaire tant au niveau structural que fonctionnel. En effet, on distingue une 

région amino-terminale chargée négativement, également appelé « domaine de 

projection » et une région carboxy-terminale chargée positivement, également 

appelé  « domaine de liaison aux microtubules » (MTBR) (Figure 11). 

La région amino-terminale de Tau est appelée domaine de projection car 

elle se « projette » depuis les microtubules vers l’extérieur de ces derniers. Ce 

domaine, très acide, est constitué des exons 1 à 4, mais peut varier de taille selon 

l’inclusion ou non des exons 2 (29 AA) et 3 (29 AA). L’extrémité libre de Tau, 

permet l’interaction avec des protéines membranaires et cytosquelettiques 

(Hirokawa et al 1988); (Brandt et al 1995). 
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Au niveau de sa région carboxy-terminale, la protéine Tau peut présenter 

trois ou quatre domaines de fixation aux microtubules (3R ou 4R) (Figure 11 ; R1, 

R2, R3, R4). La présence du quatrième domaine de liaison aux microtubules est 

déterminée par l’inclusion de l’exon 10, renforçant alors la liaison aux 

microtubules (Goedert & Jakes 1990); (Scott et al 1991); (Litersky et al 1993); 

(Butner & Kirschner 1991). Ce domaine, constitué des exons 9 à 12, est très 

basique. 

 

Figure 11 : Représentation du gène de la protéine Tau, de son transcrit et de ses 

différents isoformes de Tau. 

 

L’hétérogénéité de la protéine Tau chez l’Homme provient non seulement 

de l’épissage alternatif des transcrits mais également des modifications post-

traductionnelles que subit la protéine Tau au court du développement (Buee et 

al. 2000). 
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2.2  Modifications post-traductionnelles de la protéine Tau 

2.2.1 Glycosylation 

Les protéines Tau sont susceptibles d’être glycosylées. Soit une O-

glycosylation qui correspond à l’addition d’une N-acétylglucosamine (O-GlcNac) 

sur des sérines et thréonines en position n-1 par rapport à des prolines en 

position n (sites Ser-Pro ou Thr-Pro) (Lefebvre et al 2003) (Arnold et al 1996). 

Puisque les sites impliqués dans cette modification post-traductionnelle sont les 

mêmes que pour la phosphorylation, il est admis que cette modification agirait 

sur Tau de façon antagoniste à la phosphorylation, les deux modifications étant 

exclusives l’une de l’autre (Zachara et al 2002). Lors d’une tauopathie, nous 

pouvons également observer une N-glycosylation, qui correspond à l’ajout de 

groupements N-glycosylés permettant de maintenir la structure en hélice des 

PHF et de faciliter la phosphorylation de la protéine en favorisant la 

reconnaissance par certaines kinases, dont CDK2 (Griffith & Schmitz 1995). 

L’effet induit par les N-glycosylations précéderait  et  faciliterait le processus 

d’hyperphosphorylation de façon site spécifique ainsi que  l’agrégation de Tau 

dans le cadre des pathologies neurodégénératives (Takahashi et al 1999).   

2.2.2 Phosphorylation 

La modification post-traductionnelle majeure des protéines Tau est la 

phosphorylation (Grundke-Iqbal et al 1986). Ce phénomène physiologique est 

régulé selon le stade de développement et suivant les isoformes de Tau (Stoothoff 

& Johnson 2005) (Figure 12). En effet, la protéine Tau est une phosphoprotéine 

qui possède 85 sites potentiels de phosphorylation (35 résidus Thr, 45 résidus Ser 

et 5 résidus Tyr) sur l’isoforme la plus longue (Goedert et al 1989). Sur cette 

isoforme, 45 sites ont déjà été décrits comme étant phosphorylés (Hanger et al 

2009) et la plupart de ces sites se situent à proximité du domaine riche en proline 

et dans le domaine de liaison aux microtubules. 
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Figure 12 : Répartition des sites de phosphorylation en fonction des isoformes de Tau. 

 

De nombreuses kinases et phosphatases régulent la phosphorylation/ 

déphosphorylation de la protéine Tau. Parmi les kinases impliquées dans la 

phosphorylation de Tau, nous pouvons citer la famille des MAPK (Mitogen 

Activated Protein Kinases), les CDK2 et 5 (Cyclin Dependant Kinases) et les 

GSK-3α et β (Glycogen Synthase Kinase 3α et β) qui phosphorylent les sites 

sérine et thréonine de Tau. Les sites tyrosine pourront quant à eux être 

phosphorylés par des protéines de type tyrosine kinase de la famille Src, telles 

que la protéine Fyn (Lee et al 2004); (Derkinderen et al 2005). 

La régulation de la déphosphorylation de Tau est le plus souvent assurée 

par les phosphatases endogènes du cerveau, tel que PP1, PP2A et PP2B 

appartenant à la famille des calcineurines et la phosphatase PP5 (Gong et al 

1994, Gong et al 2004, Kins et al 2001). De par son expression importante dans le 

cerveau, PP2A est considérée comme la phosphatase principale de Tau (Goedert 

et al 1995); (Liu et al 2005). 

L’action conjuguée de ces kinases et phosphatases va par conséquent 

réguler la liaison de Tau aux microtubules et par là même sa fonction de 

stabilisation de ces derniers.  
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3. Fonctions de la protéine Tau 

3.1  Stabilisation des microtubules 

La protéine Tau fait partie de la famille des protéines MAPs (Microtubules 

Associated Proteins). L’interaction de la protéine Tau se fait à l’aide des 

domaines de liaison aux microtubules 3R ou 4R et à la région riche en prolines. 

La protéine Tau possède la propriété de s’associer à la surface chargée 

négativement des microtubules, dont elle favorise l’assemblage et la stabilité, 

nécessaire au transport axonal (Mukrasch et al 2007, Weingarten et al 1975). Les 

microtubules sont des constituants du cytosquelette neuronal, dont la formation 

repose sur l’association d’hétérodimères de tubuline (α et β) sous forme de 

structures appelées protofilaments. Les 13 protofilaments constitués s’associent 

entre eux pour former les structures cylindriques de 25nm de diamètre, que sont 

les microtubules. De plus les microtubules sont des polymères polarisés, ils 

présentent une extrémité « moins » orientée vers le centre organisateur des 

microtubules et une extrémité « plus » orientée vers la périphérie de la cellule. 

L’extrémité plus est nommée ainsi car elle présente une vitesse d’assemblage des 

dimères de tubuline plus élevée (Figure 13). 

Figure 13 : Formation des microtubules et fixation de la protéine Tau. 
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3.2  Transport Axonal 

La distance entre le corps cellulaire et la synapse rend indispensable la 

présence d’un transport axonal bidirectionnel, pour la survie neuronal. Ce 

transport s’effectue grâce à des moteurs moléculaires, appelés kinésine et 

dynéine, qui circulent le long des « rails » que constituent les microtubules. Ces 

MAPs assureront respectivement les transports rétrograde (de la synapse vers le 

corps cellulaire) et antérograde (du corps cellulaire vers la synapse) d’organites et 

autres vésicules cellulaires  (Hirokawa et al 1991); (Paschal & Vallee 1987) 

(Figure 14). 

 

Figure 14 : Tau et transport axonal. 

 

La fixation de Tau à la surface des microtubules est nécessaire pour le bon 

déroulement du transport axonal, car elle permet la stabilisation du réseau 

microtubulaire et la régulation de l’activité des protéines motrices (Dynéine et 
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Kinésine) (Sutton & Schuman 2005); (Magnani et al 2007); (Cuchillo-Ibanez et al 

2008). En interagissant avec la kinésine 1 (Cuchillo-Ibanez et al 2008, Utton et al 

2005), Tau modulerait la fréquence d’attachement de celle-ci aux microtubules 

(Trinczek et al 1999). Tau n’influence pas la vitesse du transport axonal assuré 

par la kinésine mais inhibe son recrutement aux microtubules. Cet effet serait 

dépendant du domaine de liaison aux microtubules de Tau et régulé par le 

caractère plus ou moins acide de son domaine de projection (Dixit et al 2008). Le 

domaine de projection de Tau est acide, il mimerait les dimères de tubulines 

(également acides) et renforcerait l’interaction entre Tau et la kinésine (Dixit et 

al 2008). De même, Tau interagit également avec le complexe dynéine/dynactine 

(Magnani et al 2007). Or, contrairement à l’interaction entre Tau et la kinésine 1, 

celle entre Tau et la dynéine ne modulerait pas l’affinité du complexe moteur 

pour le réseau microtubulaire (Dixit et al 2008). 

 

4. Agrégation et formation de PHFs 

Comme nous avons pu le voir ci-dessus, les protéines Tau sont des 

phosphoprotéines associées aux microtubules et leurs degrés de phosphorylation 

jouent un rôle très important dans la stabilisation et le transport axonal. 

L’agrégation de Tau sous forme de DNF est un phénomène pathologique commun 

à la MA et à une vingtaine d’autres maladies neurodégénératives. La découverte 

de mutations sur le gène de Tau conduisant à son agrégation dans la DFTP-17 a 

montré l’importance de la dérégulation de Tau dans les phénomènes de 

neurodégénérescence (Spillantini & Goedert 1998). 

4.1 Phosphorylation pathologique de la protéine Tau 

Dans les Tauopathies, des études biochimiques ont permis de mettre en 

évidence une altération de la phosphorylation de Tau dans les agrégats. Dans un 

état de phosphorylation normale, chaque molécule de Tau présente en moyenne 2 

à 3 groupements phosphate. Cependant, dans le cerveau des patients atteints de 

MA, la protéine Tau est hyperphosphorylée avec 3 à 4 fois plus de groupements 

phosphate (Kopke et al 1993, Ksiezak-Reding et al 1992). Les protéines 
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hyperphosphorylées se détacheraient des microtubules, changeraient de 

conformation et s’assembleraient en formant dans un premier temps des dimères, 

puis des oligomères, et finalement des agrégats insolubles (Kuret et al 2005, 

Maeda et al 2006).  

De plus, les protéines Tau peuvent être anormalement phosphorylées 

puisqu’il existe des sites de phosphorylation spécifiques aux protéines Tau 

présents dans les PHF (Buee & Delacourte 2006) : le site Thr231 reconnu par 

l’anticorps TG3, le site Thr212/Ser214 reconnus par l’anticorps AT100. 

Néanmoins, les sites anormalement phosphorylés ne sont pas toujours tous 

identiques. 

A l’échelle moléculaire, les agrégats Tau diffèrent d’une Tauopathie à 

l’autre par leur composition en isoformes. Cette dernière est visualisée après 

séparation par électrophorèse monodimensionnelle suivie d’un marquage dirigé 

spécifiquement contre les exons alternatifs 2, 3 et 10, et les formes anormalement 

phosphorylées de Tau. Il en résulte une classification biochimique (Figure 15), 

comprenant 4 classes, basée sur la composition en isoformes des agrégats Tau : 

c’est le code barre des tauopathies (Sergeant et al 2005). 

 

Figure 15 : Isoformes des protéines Tau et mobilité électrophorétique (d’après Sergeant 

et al 2005) 
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� Classe I : agrégation de toutes les isoformes de Tau 

Dans les tissus cérébraux de patients décédés de la MA, les protéines Tau 

isolées des PHF possèdent un profil électrophorétique différent des protéines Tau 

isolées de patient sain. Cette différence est due à la présence de 3 sous-espèces 

majoritaires de protéines Tau de masse moléculaire apparente 60, 64 et 69 kDa 

et  une  espèce minoritaire de 72 kDa. La forme de 60 kDa correspond à l’isoforme 

fœtale (2-3-10-) phosphorylée, celle de 64 kDa aux isoformes (2+3-10-) et (2-3-10+) 

phosphorylées, et la forme de 69 kDa aux isoformes (2+3+10-) et (2+3-10+) 

phosphorylées. La phosphorylation de l’isoforme la plus longue (2+3+10+) conduit 

à l’apparition de l’espèce minoritaire de 72 kDa. Ainsi, les PHF contiennent 

l’ensemble des 6 isoformes Tau hyperphosphorylées (Brandt et al 2005, Mulot et 

al 1994). 

Ce profil biochimique est également caractéristique du syndrome de Down (ou 

trisomie 21), de l’Ile de Guam et de la maladie de Parkinson. 

� Classe II : agrégation des isoformes incluant l’exon 10 

Le profil électrophorétique de la classe 2 se caractérise par un doublet 

pathologique migrant à 64kDa et 69kDa. Ces bandes correspondent aux 

isoformes hyper et anormalement phosphorylées incluant l’exon 10. Ce profil 

biochimique est caractéristique des DCB, PSP (dégénérescence cortico-basale, 

paralysie supranucléaire progressive) et de certaines DFTP-17. 

� Classe III : agrégation des isoformes excluant l’exon 10 

La classe 3 regroupe certaines formes de DFTP17 et la maladie de Pick. 

Elle se caractérise par un profil biochimique représenté par deux bandes à 60 et 

64kDa correspondant aux isoformes excluant l’exon 10 (Delacourte et al 1996). 

� Classe IV : agrégation principalement de l’isoformes excluant les exons 2, 

3 et 10. 
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La classe 4 regroupe les tauopathies caractérisées par un profil 

biochimique d’une bande à 60kDa. Elle regroupe les dystrophies myotoniques de 

type 1 et 2. 

Par exemple, la phosphorylation des sites Ser262/Ser356 est observée dans 

de nombreuses maladies comme la MA et les cas de DFTP-17 mais est absente 

dans les inclusions de la maladie de Pick (Probst et al 1996). La Ser262 est 

localisée dans la région R1 du domaine MTBR (microtubule binding region) qui 

est considérée comme étant le domaine de liaison de Tau aux microtubules ainsi 

que celui de l’auto-assemblage de Tau (Ksiezak-Reding & Yen 1991, Wille et al 

1992) (Figure 16).  

 

Figure 16 : Sites de phosphorylation au niveau du domaine MTBR. 

Par opposition à la phosphorylation de Tau sur des sites situés en région 

amino- et carboxy- termini et flanquant cette région MTB, la phosphorylation de 

Tau sur la Ser262 abolit la liaison de Tau aux MTs affectant ainsi leur stabilité 

(Drewes et al 1997, Drewes et al 1995). De plus, la Ser262 est hautement 

phosphorylée sur la Tau-PHF alors qu’elle n’est que moyennement phosphorylée 

sur la Tau adulte normale ainsi que sur la Tau fœtale (Morishima-Kawashima et 

al 1995, Seubert et al 1995). Ce site de phosphorylation jouerait un rôle 

important dans le processus neurodégénératif car la combinaison des sites de 

phosphorylation Thr212 Thr231 et Ser262 provoque une toxicité neuronale de la 

protéine Tau en déstabilisant les microtubules (Alonso et al 2010), alors que la 

phosphorylation simultanée des ser214 et ser262 empêche l’agrégation in vitro 

(Schneider et al 1999). 
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Comme nous l’avons vu précédemment, la protéine Tau se lie et stabilise 

les MTs, permettant ainsi le transport axonal des vésicules et des organelles par 

les protéines moteurs (Mandelkow & Mandelkow 1998). La phosphorylation 

accrue de Tau sur de multiples sites, semble être un des marqueurs précoces de 

la maladie d’Alzheimer, qui serait suivie par une agrégation anormale de Tau en 

fibrilles (Chin et al 2000, Matenia & Mandelkow 2009) (Figure 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Voies pathologiques de la neurodégénération impliquant la kinase MARK et 

la protéine Tau (Matenia et al 2009). 

(i) Dans un axone normal, les microtubules (en vert) forment les rails pour le 

transport des vésicules par les moteurs moléculaires (sphère bleue et jaunes) et 

sont stabilisés par la protéine Tau (en violet).  

(ii) La phosphorylation de Tau (points rouges) par MARK peut entrainer un 

détachement des protéines Tau et donc une déstabilisation et un désassemblage 

des MTs. 

(iii) Dans la situation pathologique de la MA, sous l’effet de nombreuses kinases, Tau 

devient hyperphosphorylée et s’agrège en PHFs insolubles menant ainsi à une 

perte synaptique et neuronale. 

 

(i) (ii) (iii) 
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En résumé, le degré de phosphorylation de la protéine Tau semble 

dépendre de l’équilibre entre plusieurs kinases et phosphatases. 

L’hyperphosphorylation et la phosphorylation pathologique de la protéine Tau 

suffisent pour modifier ses propriétés fonctionnelles : en diminuant l’affinité de la 

protéine pour les microtubules et en empêchant la formation de celles-ci 

(Cuchillo-Ibanez et al 2008, Dubey et al 2008, Konzack et al 2007). Alonso et coll. 

(Alonso et al 1994) ont démontré in vitro, que les isoformes phosphorylées se lient 

aux protéines Tau normales au niveau de leur  région de fixation aux 

microtubules, formant ainsi des amas fibrillaires intraneuronaux (Alonso et al 

1996), (Sato et al 2002) (Mandelkow et al 2003). Donc, la phosphorylation de Tau 

pourrait être la première étape dans les processus  d’agrégation. En effet, la 

déphosphorylation par les phosphatases PP2A et PP2B des protéines Tau 

hyperphosphorylées inhibe leur polymérisation en filaments (Wang et al 2007a) 

et restaure leurs fonctions biologiques (Wang et al 1995) (Figure 18).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Equilibre entre kinases et phosphatases. 
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4.2 Importance des PHF6 et 6* 

Bien que la protéine Tau monomérique ne soit pas structurée en solution 

(Schweers et al 1994), différentes régions ont été récemment impliquées dans la 

formation de structures secondaires en feuillet β lors de l’agrégation sous forme 

de PHF (von Bergen et al 2005).  

La région C-terminale, appelée domaine de liaison au Microtubules, est 

constituée de 4 séquences répétitives de liaison R1 à R4 (Figure 11) nécessaires à 

l’ancrage de la protéine Tau. L’épissage alternatif de l’exon 10 entraine la perte 

de R2 au sein du domaine de liaison. L’isoforme résultant de cet épissage ne 

présente plus que 3 points d’ancrage aux microtubules (Tau3R) (Figure 19A). Des 

études ont montré que les isoformes à 4 séquences (Tau4R) de liaison lient et 

polymérisent mieux les microtubules (Goedert & Jakes 1990) (Panda et al 2003) 

(Figure 19B). 

 

Figure 19 : Les points d’ancrages de la protéine Tau en fonction de l’isoformes (A : Tau 

3R et B : Tau 4R). 

 

A B 



35 

 

La région des domaines de liaison aux microtubules est localisée au cœur 

des filaments (Wischik et al 1988) (Jakes et al 1991), et les domaines R2 et R3 

jouent un rôle primordial dans le processus d’agrégation (Amos 2004, DeTure et 

al 2002). En 2000, les études de von Bergen et coll. ont permis d’identifier un 

hexapeptide PHF6 306VQIVYK311 au début du domaine R3. Cette séquence 

peptidique pourrait adopter lors de l’agrégation une conformation en feuillet β qui 

constituerait un noyau de nucléation facilitant la formation des PHF (Figure 20) 

(von Bergen et al 2000). En 2001, la même équipe a découvert un autre 

hexapeptide PHF6* 275VQIINK280, au début du domaine R2 (von Bergen et al 

2001), également capable de former des filaments en feuillet β. L’hexapeptide 

PHF6 a été découvert avant PHF6* car les premières expériences de digestion 

protéolytique ont été réalisées sur un isoforme de Tau ne contenant pas le 

domaine R2.  

 

 

Figure 20 : Localisation et séquence des PHF6* et 6. 

 

L’hyperphosphorylation des résidus Ser262, Ser293 et Ser324 situés dans 

les domaines de liaison des microtubules va provoquer le détachement de la 

protéine Tau des microtubules (Wischik et al 1988) (Jakes et al 1991).  

De plus, de nombreuses mutations pathologiques existent au niveau des 

domaines de liaison aux microtubules R2 et R3. A ce jour, 15 mutations ont été 
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identifiées au niveau du domaine R2, tel que ∆K280 et P301L 

(http://www.molgen.ua.ac.be/FTDmutations/) (Figure 21). 

 

 

Figure 21 : Localisation des mutations au sein du MTBR. 

 

Dans le cas de DFTP-17, la mutation par délétion de la lysine en 280, 

∆K280, entraine la formation de filaments en feuillet β. In vitro, elle permet 

l’agrégation du domaine de liaison en quelques heures et sans cofacteurs 

polyanioniques (Héparine, ARN…), généralement utilisés pour provoquer 

l’agrégation (Barghorn et al 2000, von Bergen et al 2001). La mutation ∆K280 

entraine une augmentation du nombre de transcrits Tau3R par rapport  à Tau4R 

(D'Souza et al 1999). 

Au contraire, lorsque les isoformes Tau4R présentent une mutation non-

sens P301L (ou P301S), au niveau du domaine de liaison R2, le nombre de 

transcrits Tau4R est supérieur aux transcrits Tau3R (Poorkaj et al 1998). Ces 

isoformes mutés s’avèrent perdre leur capacité de liaison aux microtubules et 

s’agrègeraient alors pour former des filaments torsadés au sein des neurones et 

des cellules gliales. Le profil électrophorétique est un doublet de classe II, Tau 64 

et 69 (Delacourte & Buee 2000), (Buee et al 2000). Une étude récente de Tau dans 
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une culture primaire de neurones corticaux a démontré que Tau4R est l’acteur 

principal de l’oligomérisation (Deshpande et al 2008). Le maintien d’un équilibre 

entre les différents isoformes de Tau est nécessaire afin d’éviter une 

neurodégénérescence.  

En résumé, les études menées sur l’agrégation de Tau ont démontré que 

les modifications subies par la protéine Tau, tel que l’hyperphosphorylation ou les 

mutations génétiques, contribuent à une perte de fonction et un gain de toxicité 

de celle-ci. Ces modifications provoqueront le détachement de Tau des 

microtubules, entrainant ainsi leurs déstabilisations et l’accumulation de Tau 

dans le corps cellulaire sous forme d’oligomères et de filaments fibrillaires (Iqbal 

et al 2009, Mazanetz & Fischer 2007).  

 

4.3 Importance des Cystéines 291 et 322 dans la formation de PHFs 

Le changement de conformation en feuillet beta des hexapeptides PHF6* 

et PHF6 lors de l’agrégation explique leur caractère amyloïdogène, leur 

résistance à la digestion protéolytique et la fixation de la thioflavine S.  

L’étude de l’interaction entre les isoformes Tau 3R et 4R a entrainé de 

nouvelles découvertes concernant la formation de filament de Tau. Deux 

cystéines semblent jouer un rôle primordial dans le processus d’agrégation, en 

formant des oligomères par la création de ponts disulfures intermoléculaires. Ces 

derniers nécessitent les groupements thiols des cystéines présents au niveau du 

deuxième et troisième domaine de liaison aux microtubules (R2 et R3) (Figure 22) 

(Schweers et al 1995). 

L’isoforme Tau3R ne possède pas le deuxième domaine de liaison R2 et 

n’est donc pourvue que d’une seule cystéine située au niveau du domaine de 

liaison R3 (la cystéine 322). Tandis que l’isoforme Tau4R possède deux cystéines, 

les cystéines 291 et 322. 
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En 1995, Schweers et coll. ont démontré que l’isoforme Tau3R (K12) 

agrégeait mieux que Tau4R (K11). Pour cela, ils ont eu recours à 4 fragments de 

Tau (Figure 22) : 

-K12 : représente la région de domaine de liaison aux microtubules avec la 

cystéine 322 mais sans le domaine R2. 

-K12/A322 : représente le fragment K12 avec une mutation non-sens en 322 pour 

remplacer la cystéine par une alanine. 

-K11 : représente la région de domaine de liaison aux microtubules avec la 

cystéine 322 et la cystéine 291 présente au sein du domaine R2. 

-K11/A291 : représente le fragment K11 avec une mutation non-sens en 291 pour 

remplacer la cystéine par une alanine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Représentation de Tau entier et des fragments de Tau utilisés pour tester 

l’agrégation. 
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L’agrégation de Tau3R (K12) dépend de la capacité de la Cystéine 322 à 

former des ponts disulfures intermoléculaires, à favoriser l’oligomérisation de la 

protéine et l’assemblage en filaments. Si la Cystéine 322 est mutée en Alanine 

(K12/A322), la protéine Tau ne peut plus former de filaments fibrillaires. 

Dans le cas de Tau4R (K11), la présence des Cystéines 291 et 322 provoque 

la formation d’un pont intramoléculaire, empêchant ainsi une interaction entre 

deux protéines Tau distinctes. Ceci a été démontré grâce à l’utilisation du mutant 

K11/A291.  

La différence d’agrégation entre le fragment K11 et K12 est donc 

essentiellement due à la présence de la Cystéine 291 et aux ponts 

intramoléculaires formés par ces cystéines. Ces ponts intramoléculaires 

empêcheraient le processus d’agrégation car la formation de dimère n’aurait pas 

lieu et par le même biais l’étape de nucléation (Friedhoff et al 1998a). Les 

conditions expérimentales d’agrégation utilisées par Schweers et coll. sont 

différentes de celles employées actuellement comme nous le verrons par la suite. 

 

 

 

 

4.4 Facteurs impliqués dans l’agrégation de la protéine Tau invitro 

Depuis la découverte d’agrégats de Tau dans la neurodégénérescence, de 

nombreuses études ont essayé de reconstituer le processus d'agrégation in vitro, 

dans l'espoir de comprendre le mécanisme d'agrégation et de découvrir des 

méthodes pour empêcher ou inverser le processus. Les avancées ont été lentes en 

raison de deux problèmes : le caractère hydrophile et très soluble de la protéine 

recombinante Tau (ou Tau isolées de tissu cérébral) entraine une faible tendance 

à agréger, rendant ainsi difficile le suivi des étapes de l'agrégation par des 
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méthodes biochimiques ou spectroscopiques. Des incertitudes subsistent quant à 

notre capacité de reproduire in vitro les agrégats observés dans les cerveaux des 

patients décédés. Durant la dernière décennie, les problèmes liés à la cinétique et 

à l’aspect quantitatif de l'agrégation ont été réduits par une combinaison de 

plusieurs avancées : 

 

- L’ajout de cofacteurs anioniques qui provoquent une accélération de la   

réaction, comme les polyanions (héparine). 

- Un pH optimal pour une meilleure agrégation. 

- Une température favorable à une bonne extension des filaments. 

- La présence de thiols (-dithiothréitol) (DTT). 

 

4.4.1 L’effet du DTT sur la formation de filament 

La plupart des études de polymérisation de Tau réalisées précédemment, 

suggèrent que des ponts disulfures intermoléculaires formés grâce à la Cys-322 

sont importants pour initier l’assemblage de la protéine Tau en filaments. Ces 

études ont été réalisées avec une version recombinante de Tau sans Cys-291. Il a 

également été rapporté que la présence de DTT inhibait la formation des PHF 

(Friedhoff et al 1998b), tandis que la faible agrégation de Tau possédant les 4 

domaines de liaison aux microtubules était attribuée à la formation d'un pont 

intramoléculaire disulfure entre la Cys-291 et Cys-322 (Friedhoff et al 1998a).  

La présence de cystéines au sein de la protéine Tau et la formation de 

ponts disulfures poussa Bhattacharya et ses collègues à définir les meilleurs 

conditions réductrices pour une bonne agrégation de la protéine Tau en présence 

de DTT.  
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En 2001, les expériences réalisées par Bhattacharya et coll. montrèrent 

qu’une faible concentration de DTT (250µM-500µM) était suffisante pour 

entrainer  une agrégation de Tau WT plus importante qu’en son absence totale 

(Bhattacharya et al 2001). La faible concentration en DTT va réduire le pont 

disulfure intramoléculaire (Cys291-Cys322) pour permettre la formation du pont 

intermoléculaire (Figure 23). De plus, ils démontrèrent qu’une forte 

concentration de DTT, à partir d’1mM, empêchait le processus d’agrégation en 

bloquant la formation de ponts intra et intermoléculaires. Ces résultats 

suggèrent qu'un pont disulfure intermoléculaire entre soit deux Cys-291 ou Cys-

322 est indispensable pour l'agrégation de Tau et que ce pont peut être clivé à des 

concentrations élevées en DTT (> 0,50 mM). 

 

Figure 23 : Effet du DTT sur la formation des ponts inter et intramoléculaires. 

 

Yao et collaborateurs ont prouvé que la présence de DTT était 

indispensable à une agrégation in vitro efficace. En raison de ses propriétés 
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réductrices, le DTT inhibe généralement la formation de ponts disulfures, et, en 

conséquence, a un effet négatif sur la formation des filaments, à condition que les 

ponts disulfures soient la base de l’agrégation. Ce qui semble être le cas pour les 

mutants de Tau sans Cys-291 (Kampers et al 1996). L’étude réalisée sur Tau4R 

démontra que l’ajout de DTT provoquerait la rupture des ponts 

intramoléculaires. Cependant, une forte concentration de DTT empêcherait la 

formation de ponts intermoléculaires et donc inhiberait l’agrégation (Furukawa 

et al 2011, Yao et al 2003). 

4.4.2 L’implication de l’héparine dans le processus d’agrégation 

L’héparine est formée d’une chaine linéaire polysaccharidique sulfatée et 

fait partie des glycosaminoglycanes (GAGs). Deux études ont montré que la 

présence d'un polyanion, tel que l'héparine, facilite la phosphorylation de Tau en 

modifiant la conformation de Tau d'une manière telle qu’elle pourrait être 

phosphorylée plus efficacement par les kinases (Moreno et al 1995, Paudel & Li 

1999). Par la suite, il a été démontré que l’héparine facilitait l’agrégation de Tau 

en neutralisant les charges positives présentes sur les acides aminés (Goedert et 

al 1996, Perez et al 1996). 

En 1998, Friedhoff et ses collègues redémontrèrent qu’en absence de 

polyanions l’agrégation était très lente. Par contre l’ajout de polyanions, tel que 

l’héparine, l’ARN ou le polyglutamate, entrainait une accélération de 

l’agrégation. Les filaments observés par microscopie électronique étaient torsadés 

avec une largeur entre 10 et 20 nm et une périodicité d’environ 80 nm, 

indépendamment du polyanion utilisé (Friedhoff et al 1998b). 

A ce jour, nous ne savons toujours pas si un polyanion provoque un effet 

similaire in vivo et, si c'est le cas, quelle est sa nature ? Est-ce que les ARN non 

codant ou les micro-ARN peuvent jouer un rôle dans cette agrégation ?  
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4.4.3 L’agrégation à différentes températures 

L'étude de l’effet de la température sur l’agrégation de Tau, et 

spécifiquement du fragment K19, a été menée en 2008 par Jeganathan et coll. 

(Jeganathan et al 2008). L’agrégation des fragments K19 et K18 a été mesurée 

après trois jours d’incubation à des températures variant entre 25 et 80°C. Le 

niveau d’agrégation augmente graduellement entre 25 et 50°C, puis diminue 

rapidement à partir de 60°C, comme en témoigne la mesure de l’intensité de 

fluorescence du ThS (Figure 24). 

 

 

 

 

 

Figure 24 : L’agrégation du fragment K19 en fonction de la température (d’après 

Jeganathan et al 2008).  

Ainsi, l'agrégation de Tau montre deux phases en fonction de la hausse de 

température. Augmenter la température provoque une rupture des interactions 

faibles, comme les liaisons hydrogènes, qui stabilisent la protéine. Mais ceci est 

compensé par des interactions en surface, tel que les interactions 

hydrophobiques, et par la formation de ponts salins (Elcock 1998) ce qui pourrait 

être le cas à 50°C. D'autre part, la baisse de l'agrégation au-dessus de 50°C peut 

être expliquée par la prévention des liaisons hydrogènes du squelette de la 

protéine Tau ou les interactions entre Tau et héparine, probablement dues à 

l'énergie cinétique produite par la forte température. En comparaison, 

l'agrégation de la α-synucléine augmente avec la température, probablement en 

raison de la formation d'un intermédiaire partiellement replié, plus enclin à 

l'agrégation que la forme native (Uversky et al 2001).  
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In vivo, un autre exemple existe où des températures élevées peuvent 

favoriser l’agrégation des protéines. Des études réalisées sur la Fièvre 

méditerranéenne familiale (FMF) ont en effet montré la présence de dépôts 

amyloïdes rénaux. La FMF est considérée comme le prototype des maladies 

«auto-inflammatoires». Le nom de «auto-inflammatoire» a été créé pour 

caractériser un groupe de pathologies liées à un déficit de l’immunité innée par 

analogie aux maladies auto-immunes liées à un déficit de l’immunité acquise 

(McDermott 1999). Il s’agit d’une maladie génétique autosomique récessive 

répandue dans certaines populations, particulièrement chez les Arméniens, les 

Turcs, les arabes et les juifs d’Afrique du Nord.  

La fièvre s’élève brutalement à 39-40°C, dure environ 48-72 heures et 

s’accompagne de douleurs abdominales et thoraciques. Sa survenue plus 

fréquente dans certaines ethnies pourrait être sous l’influence conjointe de 

facteurs environnementaux et génétiques en recherche d’identification, tout 

comme certaines tauopathies. Les accès répétés d’inflammation peuvent conduire 

à une synthèse excessive de SAA (protéine Sérum Amyloïde A) par le foie, 

entraînant une élévation des taux sériques et une formation d’agrégats dans les 

tissus, principalement les reins, sous forme de dépôts amyloïdes (Shohat et al 

1999).  

4.4.4 L’effet du pH sur l’agrégation de la protéine Tau in vitro 

Les études réalisées in vitro par Jeganathan et collaborateurs sur 

l’importance du pH ont montré une agrégation faible à pH <5; modérée entre pH 

6 et 7 et élevée entre un pH de 8-10, du fragment K19. L’importante agrégation à 

pH 8-10 peut être expliquée par une diminution de la charge nette de Tau (Figure 

25), facilitant ainsi la neutralisation des autres charges positives par l'héparine. 

Par exemple, la lysine (pKa 10.53) est toujours partiellement chargée à pH 10, 

mais perd la charge à un pH plus élevé. De plus, les résidus lysine présents au 

niveau des domaines de liaison aux microtubules R2 et R3 sont connus pour 

interagir avec l'héparine ainsi que les microtubules (Mukrasch et al 2005, Sibille 

et al 2006). A pH <4 ou> 11, la protonation ou la déprotonation des acides aminés 
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chargés aboutirait à l'impossibilité de former des ponts salins. Les faibles valeurs 

de pH affecteraient les sites chargés de l'héparine l’empêchant ainsi de se lier à 

Tau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : L’agrégation du fragment K19 en fonction du pH (d’après Jeganathan et al 
2008).  

L’altération de la voie de dégradation lysosomale dans le cerveau de 

patients atteints de la MA a été beaucoup décrite (Butler & Bahr 2006, Sweeney 

et al 2005). Les vésicules lysosomales incorporent par endocytose les protéines à 

dégrader. Ces vésicules ont un pH acide favorable à une bonne activité des 

enzymes, les cathepsines (cystine protéinase : cathepsines B, C, H, L, S, 

aspartate protéinases : cathepsines D et E ; sérine protéinase : cathepsine G). Il 

existe des preuves montrant que la cathepsine B est associée à des 

enchevêtrements neurofibrillaires intracellulaires dans le cerveau de patients 

atteints de la MA (Ii et al 1993). La protéine Tau peut être dégradée par les 

protéases lysosomales telles que la cathepsine D in vitro et dans le cytosol 

(Kenessey et al 1997) ; (Bednarski & Lynch 1996), et l'inhibition des lysosomes 

peut augmenter le niveau de Tau intracellulaire (Bendiske & Bahr 2003). 
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Certaines études ont également soulevé l’hypothèse d’un effet facilitateur 

de la troncation de la protéine Tau sur ses capacités d’agrégation. En effet, des 

fragments générés par la troncation de Tau et contenant les domaines de liaison 

aux microtubules seraient davantage enclins à s’agréger (von Bergen et al 2000) 

(Abraha et al 2000), de par la présence de motifs présentant une structure en 

feuillets β (von Bergen et al 2000). Plusieurs types de troncations, induites par 

l’action de protéases telles que les caspases ou la calpaïne, ont été mis en 

évidence dans les tissus cérébraux des patients atteints de MA (Gamblin et al 

2003, Rissman et al 2004) ou dans des études expérimentales utilisant des 

cultures primaires de neurones hippocampiques murins (Park & Ferreira 2005). 

De plus, Wang et coll. ont rapporté que des fragments de Tau appelés F2 (S258-

V363) et F3 (S258-I360), générés sous l’action de la protéase lysosomiale 

cathepsin L, pouvaient s’agréger de manière spontanée et induire la nucléation 

de protéines Tau entières, in vitro, induisant par là même une toxicité cellulaire 

(Wang et al 2007b). Ceci signifierait que le pH acide au sein des vésicules 

lysosomiales n’est probablement pas un facteur d’agrégation, mais il peut mener 

vers la coupure de fragments, qui eux, provoqueraient l’agrégation. 

 

En résumé, l’agrégation in vitro de la protéine Tau, en présence des 3 et/ou 

4 domaines de liaison aux microtubules, s’avère plus efficace et plus rapide dans 

un milieu réducteur à pH neutre ou légèrement basique, en présence d’un 

polyanion (Héparine), et à 37°C (Bhattacharya et al 2001) ; (Barghorn & 

Mandelkow 2002). 
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5. Modèles animaux de la maladie d’Alzheimer 

Les  maladies neurodégénératives (MND) constituent un groupe de 

pathologies progressives liées à un dysfonctionnement métabolique au sein du 

tissu nerveux, conduisant à la mort des neurones et à la destruction du système 

nerveux. Afin de mieux comprendre ces maladies neurodégénératives et devant 

l’incapacité à travailler directement sur le cerveau de patients malades, les 

scientifiques ont créé de nombreux modèles cellulaires et in vivo allant de 

C.elegans (Kraemer et al 2003) aux modèles murins, en passant par 

D.melanogaster  (Wittmann et al 2001). Cependant, une grande  partie  des 

recherches sont réalisées sur des modèles cellulaires qui permettent de travailler 

à des cinétiques intéressantes et/ou sur des modèles murins, qui constituent des 

modèles physiologiques pertinents pour l’étude des maladies neurodégénératives, 

tel que les Tauopathies. Nous  nous  intéresserons  plus  particulièrement  aux 

modèles transgéniques de souris créés pour l’étude de l’agrégation des protéines 

Tau au sein des tauopathies.  

5.1 Les modèles DFTP-17 en présence de la mutation P301L 

Les premières souris transgéniques surexprimant la protéine Tau humaine 

ont été développées en 1995 (Gotz et al 1995), bien avant la découverte de 

mutations pathogéniques de Tau (Poorkaj et al ; 1998). Nous nous focaliserons 

cependant sur les modèles murins présentant la mutation P301L retrouvée dans 

les DFTP-17. Ces modèles reproduisent certains aspects de la MA, comme la 

localisation somatodendritique de Tau hyperphosphorylée qui constitue l’étape 

précédant la formation des DNF.  

Avec l’identification en 1998 (Hutton et al 1998), de la mutation P301L 

dans l’exon 10 de Tau, plusieurs équipes de chercheurs ont développées des 

souris transgéniques présentant cette mutation. Le premier modèle murin, 

surexprimant la protéine Tau humaine portant la mutation P301L, est publié par 

Lewis et collaborateurs en 2000 (Lewis et al 2000). Cette lignée de souris 

transgénique, appelé JNPL3, exprime l’isoforme (2-3-10+) de Tau. Le niveau 
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d’expression du transgène est équivalent à celui de la Tau murine endogène. Ces 

souris présentent des DNF dans différentes zones du cerveau et des pré-DNF 

dans l’hippocampe et les ganglions basaux, cette formation apparaissant plus tôt 

chez les souris homozygotes (4,5mois) que chez les hétérozygotes (6,5mois). Dix 

mois après la naissance, environ 90 % des souris ont développé des troubles 

moteurs et comportementales. Au niveau neuropathologique, une prolifération 

des cellules gliales apparait au niveau de la moelle épinière et 48 % des neurones 

moteurs dégénèrent. De plus, de nombreux filaments neurofibrillaires de Tau 

sont détectés, par immunohistochimie, dans les différentes régions du cerveau 

des souris JNPL3. Ces observations ont été confirmées par des techniques 

d’imprégnation argentique (Gallyas, Bielchowski) et des marqueurs spécifiques 

comme le rouge congo ou la Thioflavine S, indiquant que ces agrégats se 

présentent sous la forme de feuillets β-plissés. L’étude de ces filaments 

neurofibrillaires dévoile une hyperphosphorylation de Tau sur différents sites de 

phosphorylation présents dans la MA, une phosphorylation anormale à l’épitope 

Thr-231 reconnu par l’anticorps TG-3 et des changements de conformation 

spécifiques aux protéines Tau pathologiques (épitopes MC-1 et Alz50). De plus, 

dans ce modèle, les protéines Tau P301L présentent une insolubilité mise en 

évidence par un fractionnement biochimique utilisant un agent de solubilité 

appelé sarkosyl. Enfin, l’analyse microscopique des agrégats de Tau révèle la 

présence de nombreux filaments de structures similaires aux filaments observés 

dans la pathologie humaine (Figure 26). 

 

 

Figure 26 : Caractérisation des filaments fibrillaires 

dans les souris JNPL3 mutées P301L. Par Coloration 

par imprégnation argentique Gallyas (A), Bielchowski 

(B) et Bodian (C). Par microscopie électronique (D). 

(D’après Hutton et al 1998). 
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Dans une seconde lignée (pR5), la mutation P301L est exprimée sur 

l’isoforme la plus longue de Tau (2+3+10+). Le transgène est fortement exprimé 

dans les neurones corticaux et hippocampiques (Götz et al 2000). Cette 

expression est accompagnée d’une hyperphosphorylation de Tau P301L au niveau 

des épitopes AT100, AT8, AT180 et TG3. L’étude montre également une 

translocation de Tau hyperphosphorylée du corps axonal vers le 

somatodendritique ainsi qu’une astrocytose et d’une apoptose neuronale. La 

microscopie électronique montre une formation de filaments droits ou tortueux, 

de 15 nm d’épaisseur (Figure 27). 

 

 

 

 

Figure 27 : Caractérisation par microscopie électronique des fibres présentent dans le 

cerveau de patients atteints de la MA possèdent une épaisseur ~20 nm (A et B) et ceux 

de souris pR5 possèdent une épaisseur ~15 nm (C). Bar d’échelle 400 nm. (D’après Gotz 

et al 2000). 

Ces deux modèles de souris transgéniques des DFTP-17 présentent donc 

des neurones en DNF caractéristiques des Tauopathies. Il est important de noter 

que les différences de phénotype observées entre ces deux lignées sont sans doute 

dues aux isoformes de Tau utilisées et aux promoteurs différents. Toutefois, ces 

modèles montrent que le simple fait de surexprimer des protéines Tau mutantes 

chez la souris est suffisant pour entraîner l’agrégation des protéines Tau et la 

dégénérescence neuronale. De plus, il est important de noter que les protéines 

Tau agrégées sont hyperphosphorylées (AT100, AT8, AT180 et TG3) et que 

certaines kinases semblent être impliquées dans cette augmentation de la 

phosphorylation.  
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Oddo et collaborateurs en 2003 ont développé un autre modèle de souris 

trangénique combinant trois mutations : la mutation APP (souris 3xTg-AD), la 

mutation PS1 (M146V) et la mutation Tau (P301L). Ces souris vont permettre 

d’étudier la relation entre Aβ et Tau car elles développent des plaques et des  

DNF mais surtout elles miment le développement de la pathologie de la MA 

(Oddo et al 2003). Ces souris présentent un déficit de transmission synaptique 

avant l’apparition de dépôt extracellulaire Aβ et la formation de filaments mais 

en présence de dépôt intracellulaire Aβ. L’injection d’anticorps anti-Aβ à ces 

souris réduit non seulement les plaques extra-cellulaires, mais aussi les dépôts 

intracellulaires d’Aβ et surtout la pathologie de Tau (Oddo et al 2004).   

SantaCruz et collaborateurs (Santacruz et al 2005) ont créé des souris 

transgéniques exprimant un variant de Tau humain porteur de la mutation 

P301L susceptible d’être réprimé. Ces souris développent des DNF, une perte 

neuronale et des troubles du comportement ainsi que de la mémoire spatiale. 

Après inhibition de l’expression transgénique de Tau, les souris récupèrent leurs 

capacités mnésiques, le nombre de neurones se stabilise mais les DNF continuent 

de s’accumuler. 

En 2008, l’équipe de Fred Van Leuven a également essayé de comprendre 

le  lien entre la pathologie Tau et l’amyloïdogénèse en utilisant des modèles 

murins bigéniques pour la protéine Tau portant la mutation P301L. En effet, les 

premières études sur souris transgéniques (Hutton et al 1998 ; Götz et al 2000) 

montraient que le simple fait de surexprimer la protéine Tau mutante (P301L 

par exemple) entraînait une DNF et l’agrégation de Tau anormalement 

phosphorylées.  

Dans les études qui ont suivi, les stratégies consistaient à observer si la 

présence de plaques amyloïdes ou un changement dans le métabolisme de l’APP 

pouvaient potentialiser le phénomène agrégatif de Tau et la DNF. Des travaux 

récents (Terwel et al 2008) ont comparé deux modèles de souris bigéniques: les 

mutants APP-V717I×Tau-P301L combinant les pathologies amyloïde et Tau et 

les mutants GSK-3β×Tau-P301L ne présentant que la pathologie Tau. Des 
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similarités ont pu être observées entre ces deux lignées par rapport à la lignée 

parentale Tau P301L :  

- l’aggravation de la tauopathie ; avec une forte présence d’enchevêtrements 

neurofibrillaires au niveau de l’hippocampe et du cortex. 

- une survie prolongée corrélée à une tauopathie moindre au niveau du tronc 

cérébral. 

- le développement de troubles cognitifs et comportementaux sévères chez les 

jeunes adultes avant le début des dépôts amyloïdes ou de tauopathie. 

- la présence de phosphoépitopes pathologique de la protéine Tau, incluant le 

motif caractéristique pS396/pS404 de la GSK3β. 

Les résultats obtenus indiqueraient donc que les peptides Aβ 

déclencheraient la tauopathie à travers l’augmentation de l’activité de la kinase 

GSK3.  

Pour résumer ce chapitre, nous avons vu qu’une grande diversité de 

systèmes murins sont utilisées pour l’étude de la MA. Il n’existe pas de modèle 

absolu, chacun d’entre eux présentant des avantages et des inconvénients. Les 

modèles animaux reflètent plus fidèlement l’ensemble des facteurs entrant en jeu 

; on peut néanmoins rappeler que la pathologie Tau est recréée chez ces modèles  

(communément murins) sous sa forme sporadique. En effet, ces deux formes ne 

possèdent pas les mêmes caractéristiques histopathologiques  chez les patients 

atteints de MA. 

Les modèles animaux apparaissent donc comme une étape transitoire qui 

doit  permettre la compréhension des mécanismes pathologiques et la recherche 

de molécules pharmaceutiques capables de retarder ou d'annihiler ces 

mécanismes pathologiques, avant de passer aux essais cliniques. 

Enfin, un dernier point à soulever est qu’il faut observer une grande prudence 

quant à l’extrapolation de résultats d’un système à un autre.  
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6. Infection de type prion 

L’implication de Tau extracellulaire dans la neurotoxicité est un concept 

nouveau mais très important dans les tauopathies et spécifiquement pour la 

maladie d’Alzheimer. Dans cette maladie, la tauopathie débute dans les neurones 

du cortex temporomédian comprenant l’hippocampe, puis s’étend de proche en 

proche à l’ensemble du cortex cérébral selon un schéma spatiotemporel stéréotypé 

en parallèle avec le déclin cognitif des sujets affectés (Braak & Braak 1991) 

(Figure 28). 

 

Figure 28 : Modèle de 

propagation des agrégats de 

Tau dans le cerveau au cours 

de la maladie d’Alzheimer. 

La présence d’un modèle infectieux au sein de la maladie d’Alzheimer est 

soutenue par de nouvelles études sur la propagation de la protéine Tau de 

cellules en cellules (Clavaguera et al 2009, Frost et al 2009). En effet, dans des 

souris transgéniques exprimant la protéine Tau humaine non mutée, l’injection  

d’agrégats  de  Tau  provenant  d’extraits  de  cerveaux  de  souris transgéniques 

exprimant la protéine Tau mutée P301S, induit l’agrégation de la Tau humaine 

non  mutée  en  filaments  et  leur  propagation  du  site  d’injection  aux  régions  

voisines (Clavaguera et al 2009). Bien que les mécanismes impliqués ne soient 

pas encore bien compris, l’hypothèse d’une propagation de type prion a été 

évoquée, où la protéine Tau pathologique adopterait une conformation 

tridimensionnelle anormale capable d’induire un changement de conformation de 

la protéine Tau normale (Frost et al 2009). A terme, les agrégats Tau entrainent 

la mort lente du neurone. Ces derniers formeraient des « reliquats » ou vestiges 

des agrégats (Augustinack et al 2002). Ces dépôts devenus extracellulaires 

pourraient être internalisés afin d’induire de nouvelles inclusions Tau 

intracellulaires (Frost et al 2009). 
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7. Les traitements dirigés contre l’agrégation de Tau 

Depuis plusieurs années, les scientifiques à travers le monde essaient de 

s’attaquer à ces problèmes en cherchant les moyens de modifier la progression de 

la MA. Les 10 dernières années ont permis la mise au point de médicaments qui 

soulagent les symptômes de la MA, mais les médecins espèrent encore une 

molécule qui modifiera le cours de la maladie en s’y attaquant à un stade plus 

précoce. 

Les connaissances acquises par l’étude des mutations qui provoquent les 

DFTP-17 et des modifications post-traductionnels de Tau ont entrainé un intérêt 

croissant dans le développement de thérapie dirigée contre les tauopathies. La 

plupart des programmes de découverte de médicaments dirigés contre Tau sont à 

un stade précoce et très peu avancés par rapport à Aβ. Cependant, l’échec récent 

des essais cliniques thérapeutiques tel que Tramiprosate (Gauthier et al 2009) et 

Flurbiprofen (Green et al 2009) dirigés contre les agrégats Aβ, souligne la 

nécessité de poursuivre d’autres approches thérapeutiques, y compris celles qui 

réduisent la quantité de Tau pathologique.   

7.1 Inhibition de l’hyperphosphorylation de la protéine Tau 

Comme nous l’avons vu précédemment, la protéine Tau est phosphorylée 

sur plusieurs sites et une augmentation importante de la phosphorylation est 

retrouvée dans le cerveau de patients atteints de la MA (Hasegawa et al 1992, 

Matsuo et al 1994). La plupart des sites hyperphosphorylés se situent autour du 

MTBR sauf pour la Ser262 et Ser356 qui se trouvent respectivement dans le 

domaine R1 et R4. L’identification d’inhibiteurs dirigés contre les kinases 

pourrait avoir un grand intérêt thérapeutique. Les inhibiteurs de kinases sont 

activement recherchés dans l’industrie pharmaceutique, essentiellement pour le 

traitement du cancer. Néanmoins, il existe des défis importants pour développer 

des inhibiteurs spécifiques des kinases de Tau, car les inhibiteurs actuels sont 

généralement dirigés contre les sites de fixation de l’ATP partagés par toutes les 

kinases (Ghoreschi et al 2009). 
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De nombreux groupes de recherches ont mis au point des inhibiteurs des 

principales kinases impliqués dans la phosphorylation de Tau (Mazanetz & 

Fischer 2007) ; (Churcher 2006), mais les inhibiteurs de GSK ont reçu le plus 

d’attention. Un petit nombre d’inhibiteurs de kinases ont évolué efficacement 

dans les tests réalisés sur les modèles murins (Figure 29). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Molécules inhibitrices de kinases. 

 

7.2 Inhibition de l’agrégation de la protéine Tau 

Inhiber la formation de structures oligomériques de Tau pourrait donc 

empêcher la formation de structures toxiques et favoriser celle de Tau 

monomériques, contribuant ainsi à la stabilisation des microtubules. Même si le 

blocage d’interaction protéine-protéine avec de petites molécules est 

généralement considéré comme difficile en raison de grandes surfaces impliquées 

dans cette interaction, il existe de plus en plus de preuves que l’oligomérisation 

de Tau peut être perturbée avec une faible concentration d’inhibiteurs (Figure 

30). Ces études ont été grandement facilitées en découvrant que Tau pouvait 

former des enchevêtrements fibrillaires in vitro en présence de cofacteurs 

anioniques, comme de l’héparine ou des lipides chargés négativement (Wilson & 

Binder 1997) ; (Hasegawa et al 1997). Par ailleurs, la formation de ces fibres peut 

être suivie avec des molécules fluorescentes (Thioflavine S et T) pouvant 
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reconnaitre la formation de structure en feuillet β qui est commune à toutes les 

fibres amyloïdes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Inhibiteurs de l’agrégation de la protéine Tau. 

Bien que les filaments formés in vitro soient similaires au PHFs observés 

dans les cerveaux de patients atteints de la MA ou d’autres tauopathies, des 

filaments droits sont retrouvés dans le cerveau de patients atteints de paralysie 

supranucléaire progressive (Lee et al 2001). Il reste donc à déterminer si les 

molécules qui bloquent l’oligomérisation de Tau in vitro auront une incidence sur 

tous les types de fibres. 

La première molécule ayant pour effet d’inhiber l’interaction Tau-Tau fut 

le bleu de méthylène (Figure 30), également connu pour son effet sur les PHFs 

isolés de cerveaux de patients atteints de la MA (Wischik et al 1996). Cette 

molécule est utilisée dans des essais cliniques sur la MA, les résultats de Phase II 

présenté à Chicago en 2008 lors de la conférence international sur la MA 

suggèrent que le bleu de méthylène présente un effet thérapeutique important 
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(Staff 2008). Un total de 321 patients présentant la maladie d’Alzheimer a été 

traité avec 30, 60 ou 100mg de bleu de méthylène ou de placebo. Dans cette 

étude, ce médicament semble ralentir de 81% la progression de la MA sur une 

année. Selon Wischik et coll., le bleue de méthylène agirait sur l’auto-agrégation 

de Tau au niveau de la partie du cerveau responsable de la mémoire. Des études 

de Phase III seront nécessaires pour confirmer l’efficacité de cette molécule.  

Une autre molécule, la N744 (Figure 30), a été reconnue comme inhibitrice 

de la fibrillisation de Tau entier, et tout comme le bleu de méthylène, elle 

pourrait également désagréger les filaments préformés (Chirita et al 2004). 

Cependant, à une forte concentration cette molécule formerait des agrégats qui 

accentueraient l’oligomérisation de Tau (Congdon et al 2007). 

Un grand nombre de laboratoires ont criblé des banques de molécules dans 

le but d’identifier des inhibiteurs de la fibrillisation de Tau. Par exemple, 

Mandelkow et coll. ont réalisé un criblage à haut débit d’environ 200 000 

molécules sur la fibrillisation du fragment Tau 3R suivie grâce à la fluorescence 

de la Thioflavine S (Pickhardt et al 2005). Cette étude a permis de découvrir des 

inhibiteurs de la formation de filaments, tels que les anthraquinones, qui 

peuvent également provoquer la désagrégation des filaments de Tau pré-agrégés, 

ce qui montre qu’il est possible de découvrir des molécules présentant deux 

modes d’action différents. De plus, de nombreuses molécules inhibitrices de la 

famille des N-phénylamines semblent actives dans les cellules N2a qui 

surexpriment le fragment de Tau4R (Khlistunova et al 2006). Enfin, des 

molécules dérivées de la rhodanine peuvent désagréger des filaments préformés 

et préviennent l’agrégation de Tau dans les cellules N2a (Bulic et al 2007). 

D’autres inhibiteurs empêchant la formation de filaments, tels que les 

phénothiazines, les porphyrines et les polyphénols, ont été identifiés par criblage, 

fluorescence à la Thioflavine T et microscopie électronique (Taniguchi et al 2005). 

Un autre criblage d’environ 51 000 molécules sur l’agrégation du fragment 

Tau4R (Crowe et al 2007) a permis d’identifier plusieurs molécules actives de 

structures diverses, incluant les anhtraquinones, les phenothiazines, les 

porphyrines et les dérivés sulfonés. 
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7.3 Le rôle des polyphénols 

La famille des polyphénols est un groupe important de petites molécules 

naturelles composées d'un ou plusieurs cycles aromatiques phénoliques. Leur 

pouvoir antioxydant aide à lutter contre la formation de radicaux libres dans le 

corps humain et, ainsi, à ralentir le vieillissement cellulaire. 

Les polyphénols sont présents en forte concentration dans le vin, l’huile 

d’olive, le thé, les noix, les baies, le cacao, et une grande variété de fruits, de 

légumes et de plantes culinaires (et médicinales). Plus de 8000 composés 

polyphénoliques ont déjà été identifiés, et leur fonction naturelle est corrélée à la 

protection des plantes contre les maladies et les rayons ultraviolets et la 

protection des semences jusqu'à ce qu'ils germent.  

L’effet bénéfique sur la santé des polyphénols attisent, depuis une dizaine 

d’années, un intérêt croissant de la part des chercheurs, des nutritionnistes, des 

industriels de l’agroalimentaire et des consommateurs. La découverte de 

polyphénols bioactifs dans le domaine de la neurodégénérescence à un double 

intérêt :  

• au travers de campagnes de sensibilisation sur les bonnes pratiques 

nutritionnelles on peut espérer un effet préventif ou tout au moins 

fortement limitant de la progression des tauopathies. 

• sous la forme d’extraits de plantes ou de composés purs on peut espérer 

limiter ou stopper la progression des tauopathies (un effet curatif sous 

entendrait des molécules capables de faire régresser les agrégats 

neurofibrillaires). 

 

Au cours de ces dernières années de nombreux articles ont été consacré 

aux activités inhibitrices de polyphénols naturels sur la formation d’agrégats 

fibrillaires surtout à partir de peptides β-amyloïdes et, dans certains cas, à partir 

de protéine Tau et d’α-synucléine (Masuda et al 2006). Ces travaux font suite à 

des constats épidémiologiques ou s’inspirent d’utilisations de plantes en médecine 
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traditionnelle. Nous nous limiterons ici aux résultats portant sur les grandes 

classes de polyphénols naturels (stilbénoïdes, flavonoïdes, curcuminoïdes, ou 

catechols). De nombreuses revues sont consacrées aux propriétés des polyphénols 

naturels dans la prévention de la MA. On peut citer notamment des revues sur le 

resvératrol (Richard et al 2011), le curcumin et l’epigallocatechine gallate (Kim et 

al 2010) ou encore les nutriments en général (Ramesh et al 2010). 

7.3.1 Resvératrol et stilbénoides 

Bien qu’il existe de nombreux stilbénoïdes, la majorité des études portant 

sur les propriétés neuroprotectrices sont consacrées au resvératrol. On le 

retrouve dans le raisin, la mûre, la cacahuète mais c’est surtout sa présence dans 

le vin (rouge principalement) qui explique l’intérêt qui lui est porté. Le 

resvératrol inhibe l’agrégation de Aβ avec une IC50 de 6 µM alors que le dimère 

glucosylé ε-viniferin glucoside a une IC50 de 0,2 µM (Riviere et al 2010). De plus, 

l’ε-viniferin glucoside protège les cellules PC-12 des effets cytotoxiques des Aβ 

(Richard et al 2011). Tagliazucchi et coll. (Conte et al 2003a, Conte et al 2003b) 

ont montré que le resvératrol et la catéchine avaient des effets synergiques de 

protection contre la cytotoxicité de β-amyloïde 1-41. D'autre part, tout en 

utilisant le stress oxydatif induit par le peroxyde seul, aucun effet de synergie n’a 

été obtenu. Les auteurs suggèrent que ces polyphénols agissent non seulement 

par leur activité anti-oxydante, mais aussi que les différences structurelles 

semblent être utile lorsque la toxicité cellulaire est due au peroxyde d'hydrogène 

(Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Structure du resvératrol et de ε-viniferin. 
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7.3.2 Epigallocatechine-3-gallate (EGCG) et Flavonoïdes 

L'épigallocatéchine gallate (EGCG) est la principale catéchine que l'on 

trouve dans le thé vert (Figure 32). La consommation de thé vert (et par voie de 

conséquence d’EGCG) a été associée à une grande variété de propriétés 

biologiques (anti-VIH, anticancer). L'effet anti-amyloïdogénique des polyphénols 

a été notamment décrit par Ono et coll. (Ono et al 2003). Ce groupe a utilisé la 

thioflavine T pour suivre l’agrégation et la microscopie électronique pour 

examiner l'effet de flavonoïdes liés à la formation, l’élongation, et la 

déstabilisation des peptides β-amyloïde 40 et β-amyloïde 42. Les flavonoïdes 

examinés inhibent de manière dose-dépendante la formation de fibrilles, avec une 

activité dans l'ordre suivant: myricétine = morine = quercétine> kaempférol> 

catéchine = épicatéchine, et des valeurs IC50 qui sont compris entre 0,1 et 1 µM.  

Les auteurs ont conclu que ces flavonoïdes pourraient empêcher le 

développement de la maladie d'Alzheimer, non seulement en piégeant les 

radicaux libres, mais aussi en inhibant directement le dépôt de fibrilles β-

amyloïdes dans le cerveau. 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Structure de l'épigallocatéchine gallate. 
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7.3.3 Curcumin 

Le curcumin est le pigment principal du curcuma (Curcuma longa), aussi 

appelé safran des Indes. C'est un pigment polyphénolique qui donne une couleur 

jaune (colorant alimentaire E100). Le curcumin est un puissant antioxydant (plus 

actif que la vitamine E) présentant de nombreuses propriétés biologiques 

(antibactérien, antiinflammatoire). Ono et coll. ont étudiés l’action du curcumin 

sur l’agrégation in vitro des peptides amyloïdes, (Ono et al 2004). Dans cet 

article, les auteurs ont étudié l’inhibition de la formation, l’extension et la 

déstabilisation de fibrilles formés à partir d’Aβ40 et Aβ42 par le curcumin, l’acide 

rosmarinique et l’acide nordihydroguaiarétique (NDGA) (Figure 33). Les IC50 de 

ces trois molécules sont dans la gamme 0,1-1 µM pour les trois activités testées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Représentation du curcumin, de l’acide rosmarinique et de l’acide 

nordihydroguaiarétique. 
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7.3.4 Acide rosmarinique 

L’acide rosmarinique est un ester de l’acide cafféique et de l’acide 3,4-

dihydroxyphényllactique présent dans de nombreuses plantes culinaires et 

médicinales (romarin, mélisse (citronelle), sauge, basilic, lavande, brunelle, 

sariette, menthe) (Figure 33). Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis et Melissa 

officinalis ont été utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement de 

démence modérée. En plus de son action sur Aβ40 et Aβ42 reportée par Ono et 

coll. (Ono et al 2004), l’acide rosmarinique s’est révélé efficace contre le défaut de 

mémorisation sur un modèle murin (induit par injection de Aβ25-35) (Alkam et al 

2007). Enfin, l’effet cytoprotecteur de l’acide rosmarinique a été démontré sur la 

cytotoxicité de Aβ42 sur cellules neuronales PC12 (Iuvone et al 2006). Le choix de 

l’acide rosmarinique est par ailleurs souvent basé sur ses capacités de capteur de 

peroxynitrite (Choi et al 2002). Cette espèce hautement réactive est connue pour 

être responsable de graves dommages dans le cerveau de patients atteints de MA 

(Castegna et al 2003, Smith et al 1997). 

7.4 L’effet des polyphénols sur l’agrégation de Tau 

Taniguchi et ses collègues (Taniguchi et al 2005) ont étudié l'effet 

inhibiteur de plusieurs petites molécules, dont une douzaine de composés 

polyphénoliques, pour leur capacité à inhiber l'agrégation de Tau et β-amyloïde 1-

40 en filaments. Une bonne corrélation a été observée entre le rapport puissances 

de polyphénols dans l'inhibition de l'assemblage des protéines Tau et β-amyloïde 

1-40. Les polyphénols suivants, purpurogalline, exifon, l'hypéricine, myricétine, 

gossypetin, gallate d'épicatéchine pentahydroxybenzophenone, et THBP, ont tous 

un effet inhibiteur sur les protéines Tau et Aβ40, avec une faible IC50 autour du 

micromolaire, et une IC50 plus petite pour l’inhibition de Aβ40. 

Par la séparation des protéines monomériques et filamenteuses par 

ultracentrifugation et électrophorèse sur gel SDS, les auteurs ont démontré que 

la myricétine était liée plus fortement aux oligomères, qu’à la forme monomère de 

Tau. Ils ont également montré que les composés polyphénols inhibiteurs 

n'influencent pas le bon fonctionnement des protéines Tau à interagir avec les 



62 

 

microtubules. En résumé, ils ont conclu que des mécanismes similaires 

d’inhibition existent entre Aβ et Tau, et un composé donné pourrait être efficace 

contre les deux pathologies (Taniguchi et al 2005). En complément de ce premier 

article, les mêmes auteurs ont publié, un an plus tard (Masuda et al 2006), un 

travail portant sur 79 composés dont une quarantaine de polyphénols. Les 

polyphénols les plus actifs sur l’agrégation de la protéine Tau renferment, pour la 

plupart, un motif pyrogallol (1,2,3-trihydroxybenzène). 

7.4.1 Polyphénols dans l’olive et l’huile d’olive 

Des composés phénoliques sont également présents dans l’huile d’olive qui 

est l’un des ingrédients majeurs du régime alimentaire méditerranéen. Ces 

composés augmentent la stabilité de l’huile d’olive, lui confère des propriétés 

antioxydantes et modulent sa saveur (Brenes et al 2000). 

Différentes familles de composés phénoliques sont présentes dans les olives 

et dans les huiles : 

- Les dérivés sécoiridoides qui sont des composés glycosylés issus du métabolisme 

secondaire des terpènes (Soler-Rivas et al 2000). Parmi eux, l’oleuropéine (Figure 

34A) est le composé majoritaire dans les feuilles d’olivier et dans les olives et c’est 

le principal responsable de l’amertume des olives (Andrews et al 2003; Shasha & 

Leibowitz 1961). Cette molécule est présente dans l’huile d’olive et l’huile d’olive 

extra vierge à une concentration de 2.3-9.0 mg/L et 2.04 ± 0.78 mg/L 

respectivement. Cependant, lors de la transformation en huile d’olive, elle est 

hydrolysée en de nombreux dérivés de masses moléculaires très variables, la plus 

grosse molécule résiduelle étant l’oléuropéine aglycone (18.64 ± 3.36 mg/L) (Coni 

et al 2000). 

- les lignanes telles que le pinorésinol et l’acetoxypinorésinol sont également 

détectées dans les huiles (Yang et al 2007 ; Brenes et al 2000) (Figure 34B). 

- des flavonoïdes font également partie des composés majoritaires trouvés dans 

l’huile, il s’agit de l’apigénine et de la lutéoline (Ocakoglu et al 2009). 
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- les phénols simples : deux sous-catégories avec les alcools phénoliques et les 

acides phénoliques. Dans le premier groupe, nous retrouvons l’hydroxytyrosol et 

le tyrosol  (Romero et al 2002) (Figure 34C). Ces deux composés sont directement 

dérivés de l’hydrolyse de l’oleuropéine et du ligstroside. La concentration de 

l’hydroxytyrosol dans l’huile d’olive est entre 1.4–5.6 mg/L (Coni et al 2000). Une 

plus grande concentration (4.42 ± 3.01mg/kg) est trouvée dans l’huile d’olive 

extra-vierge (Owen et al 2000). Dans le groupe des acides phénoliques on peut 

citer l’acide caféique, l’acide férulique, l’acide p-coumarique ou encore l’acide 

vanillique qui sont également généralement retrouvés dans les huiles (Yang et al 

2007); (Tuck & Hayball 2002). 

 

Figure 34 : Représentation de l’oleuropéine (A), de pinorésinol, et de 

l’acetoxypinorésinol (B) et de l’hydroxytyrosol (C). 

 

L’effet bénéfique sur la santé est essentiellement dû aux composés 

phénoliques présents dans l’huile d’olive. En effet, l’activité antioxydante 

entraîne : la protection de l’huile de l’oxydation (donc  augmentent  sa  durée  de 

vie) mais ils augmentent également le bagage antioxydant de l’organisme et 

A 

B 

C 



64 

 

prévient, ainsi, le développement de certaines maladies. Des extraits d’huile 

d’olive ont souvent été utilisés in vitro pour tester leur activité vis-à-vis de la 

prolifération de cellules cancéreuses. C’est notamment le cas sur les lignées 

SKBR3 et JIMT-1 qui sont des lignées de référence en  matière  de  cancer  du  

sein  car  elles  surexpriment  le gène oncogène, HER2 (Garcia-Villalba et al 

2010, Menendez et al 2009).  Une  étude  sur  le  cancer  du  côlon  a  également 

montré que des extraits phénoliques d’huile d’olive semblaient réduire la capacité 

d’adhésion des  cellules  cancéreuses,  ce  qui  ralentirait  la  prolifération  du  

cancer  du  côlon  (Hashim et al 2008).  

Individuellement,  des  composés  tels  que  l’hydroxytyrosol  et  l’acide  

vanillique (à moindre échelle le tyrosol) ont démontré de fortes activités 

antioxydantes (Owen et al 2000). Ils ont aussi été associés à certains effets 

bénéfiques dans la protection de certaines maladies. Ainsi, l’hydroxytyrosol 

exerce une action inhibitrice sur les lipooxygénases ce qui va protéger les acides 

gras de  l’oxydation  et donc in vivo réduire le dépôt des LDL dans les parois 

artérielles (Visioli & Galli 1998). L’hydroxytyrosol est capable de donner un 

hydrogène au radical LOO° puis de se stabiliser. En ce qui concerne la prévention 

des maladies cardio-vasculaires, il est aussi associé à une réduction de 

l’agrégation plaquettaire  tout comme la lutéoline et l’apigénine (Petroni et al 

1995). La présence de quelques polyphénols et de l’hydroxytyrosol est également 

corrélée à une réduction de la formation de molécules pro-inflammatoires comme 

les thromboxanes et les leucotriènes (Rotondo & de Gaetano 2000). 

Deux  études ont montré un effet hypocholestérolémique et 

hypoglycémique  de l’oleuropéine et de l’oleuropéine aglycone (Ficarra et al 1991). 

Ces deux composés et l’hydroxytyrosol sont également impliqués dans la 

protection de l’organisme contre certains agents pathogènes responsables de 

maladies intestinales ou du système respiratoire (Bisignano et al 1999). 

 

L’oléuropeine ne pénètre pas les cellules humaines monocouches Caco-2 ou 

les segments de jejunum et d’iléum de rats, et a donc peu de chance d’atteindre 
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les cellules neuronales telle quelle. Pour cette raison, l’absorption, la distribution 

et l’élimination de l’hydroxytyrosol a fait l’objet de nombreuses études (D'Angelo 

et al 2001, Visioli et al 2003). Ceci d’autant plus que l’hydroxytyrosol est aussi un 

métabolite de la dopamine. Une concentration basale de 2 ng/g dans le cerveau de 

rats Sprague-Dawley a été mesurée (Edwards and Rizk 1980). Les zones riches 

en innervation dopaminergique comme le striatum présente une concentration 

basale triple (6 ng/g chez le cerveau de rat Wistar) (Thiede & Kehr 1981). 

Cependant, 20 minutes après injection de 100 mg/kg d’hydroxytyrosol, la 

concentration de hydroxytyrosol dans le cerveau peut augmenter d’un facteur 

1000 pour une valeur de 14 µM (Wu et al 2009). Ceci démontre sans ambiguïté 

que l’hydroxytyrosol est capable de passer la barrière hématoencéphalique. Dans 

une autre étude pharmacocinétique chez le rat, il a été montré que 

l’hydroxytyrosol injecté par voie intraveineuse (1.5 mg/kg) est rapidement 

distribué dans tout le corps avec une concentration maximale de 3 µM dans le 

cerveau, 5 minutes après l’injection (D’Angelo et al 2001). Bien que la 

concentration basale de l’hydroxytyrosol dans le cerveau de rat se situe dans une 

gamme nanomolaire (Xu & Sim 1995), elle peut atteindre une concentration 

micromolaire par administration exogène. 

Pour ce qui est de l’oléuropeine aglycone, aucune donnée n’est disponible 

concernant sa biodisponibilité, le passage de la barrière hématoencéphalique ou 

encore le passage de membranes biologiques. Cependant l’oléuropéine aglycone 

est plus lipophile que l’oléuropéine (Cicerale et al 2009). Durant notre travail, un 

article reportant l’activité de l’oléuropéine aglycone sur l’agrégation de β-

amyloïde 1-42 a été publié (Rigacci et al 2011). 

 

Si  toutes  ces  études  ont  permis  de  mettre  en  évidence  certaines  

actions  des composés  phénoliques,  beaucoup  de  choses  sont  encore  à  

découvrir  car  les  effets bénéfiques  mis  en  évidence  par  des  études  

épidémiologiques  ne  sont pas pleinement expliqués.  Les  composés  phénoliques  

peuvent  également  présenter des effets synergiques entre eux ce qui complique 

la mise en évidence d’effets spécifiques de chacun d’entre eux. Ce qui semble 
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acquis c’est qu’une ingestion régulière de composés phénoliques comme ceux 

présents dans l’huile d’olive est fortement corrélée à une diminution des risques 

de développement de maladies dégénératives, cardiovasculaires ou de cancers. 

 

En résumé, plusieurs classes de petites molécules inhibitrices de 

l’agrégation ont été identifiées et certaines d’entre elles peuvent également 

provoquer la désagrégation de filaments pré-agrégés. Un grand nombre 

d’inhibiteurs existants possèdent des propriétés chimiques et/ou biologiques qui 

peuvent les rendre inutilisables in vivo, en produisant des espèces réactives non 

spécifiques. Par ailleurs, il est possible que certains de ces inhibiteurs forment 

des structures colloïdales qui provoquent une inhibition non spécifique de la 

polymérisation amyloïde (Feng et al 2008). Néanmoins, la poursuite des efforts 

dans ce domaine est susceptible d’engendrer la découverte de composés actifs 

dans les modèles murins mimant une tauopathie, une étape importante pour 

déterminer le potentiel thérapeutique d’une molécule inhibitrice de la formation 

de filaments. Plusieurs des molécules décrites précédemment requièrent une 

concentration équimolaire avec la protéine Tau pour bloquer l’agrégation in vitro, 

ce qui signifie qu’une forte concentration sera peut être nécessaire pour une 

bonne efficacité dans le cerveau. Cependant, il a été estimé que plus de 99% des 

protéines Tau sont fixées aux microtubules (Congdon et al 2008), et que la 

concentration de Tau libre dans les neurones est inférieure à 20 nM (Drubin et al 

1985). 
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1. Production de la protéine Tau 441 humaine recombinante  

1.1. Production  

La région codant pour la protéine Tau entière comportant 441 résidus (non 

mutée, mutée P301L, et P301L2CS sans Cystéine) a été insérée dans le vecteur 

pET15b entre les sites de restriction NcoI et XhoI, alors que le fragment Tau F4 

est inséré dans un vecteur pET9aM entre les sites de restrictions NdeI et NotI, 

permettant ainsi leur expression en système hétérologue dans une souche 

bactérienne fournie par Novagen, Escherichia coli BL21(DE3)star, sans Tag 

Histidine. Afin de réaliser l’acquisition des spectres RMN de la protéine Tau, 

nécessaire à sa caractérisation, un marquage de la protéine a été réalisée en 

faisant pousser les cellules dans le milieu minimal modifié M9 supplémenté de 

1g/L de chlorure d’ammonium 15N NH4Cl (pour les spectres  2D 1H15N) et/ou de 

2g/L de glucose 13C (pour les spectres 3D 1H15N13C) à 37°C jusqu’à l’obtention 

d’une densité optique de 0,6. L’expression de Tau a ensuite été induite par 

l’addition de 0,4 mM d’isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG).   

Le  marquage  isotopique  est  nécessaire  pour  une  étude  ultérieure  en  

RMN. En effet, la RMN en solution est principalement concernée par les isotopes 

nucléaires stables ayant un spin ½. Les macromolécules biologiques sont 

généralement constituées d'atomes d'hydrogène, d'azote, de carbone, d'oxygène, 

de soufre et de phosphore. Pour les protéines, l'hydrogène et le phosphore sont les 

seul noyaux de spin ½ dont l'abondance naturelle est proche de 100 %. Le 15N et 

le 13C ont un spin ½ mais une abondance naturelle de 0.37 % et 1.1 % 

respectivement, ce qui ne permet pas d'obtenir une sensibilité suffisante pour une 

étude par RMN. 

La protéine utilisée pour étudier l’agrégation in vitro par diffusion de la 

lumière ou fluorescence du ThS n’est pas marquée, elle a été exprimée dans du 

milieu LB (Luria Broth).  
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1.2. Purification  

La purification de la protéine recombinante inclut une première étape de 

chauffage de l’extrait protéique pendant 15 minutes à 75°C, suivie d’une 

chromatographie d’échange cationique (MonoS  HR5/5,  GE Healthcare) dans un 

tampon phosphate à pH 7.0.  

L’intégrité de la protéine dans les différentes fractions obtenues est 

vérifiée par gel SDS puis les fractions retenues sont mélangées et échangées 

contre un tampon de bicarbonate d’ammonium 50 mM par dessalage sur résine 

G25 (Hiprep 26/10 desalting, GE healthcare) avant d’être lyophilisées. La 

concentration de la protéine Tau recombinante est déterminée à 280 nm avec un 

coefficient d’extinction molaire ε de 7700 M-1 cm-1. La protéine lyophilisée est 

directement solubilisée dans le tampon RMN adéquat à l’expérience.  

Le propionate de triméthylsilyle (TMSP) est utilisé comme référence 

interne pour les expériences RMN (0 ppm pour le déplacement chimique 1 H). 

2. Caractérisation de l’agrégation par l’outil RMN  

2.1. Spectre HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)  

L’acquisition des spectres RMN a été réalisée à 293 K (20°C) sur un 

spectromètre Bruker DMX600 doté d’une sonde cryogénique triple résonance. 

L’attribution des résonances des résidus phosphorylés de Tau a été effectuée 

grâce aux expériences classiques de triple résonance. L’analyse des spectres a été 

effectuée en utilisant le programme Bruker TOPSPIN. L’expérience 2D HSQC 

1H-15N permet de corréler chaque azote avec le ou les atomes d’hydrogène qui lui 

sont liés covalemment. Ce spectre constitue l’empreinte de la protéine d’étude.  

Dans  une protéine, chaque  résidu  est caractérisé par les atomes  N  et  H  

de  sa  fonction amide, à l’exception des prolines (dont l’azote ne porte aucun 

hydrogène) et du résidu N-terminal  (l’hydrogène de la fonction amine étant 

labile). Chacune des liaisons amides N–H  d’une protéine enrichie en 15N donne 

lieu à un pic de corrélation sur le spectre HSQC 1H-15N. Un simple coup d’œil au 

spectre HSQC nous renseigne sur la structuration d’une protéine (Figure 35).  
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Ainsi des pics (ou taches) de corrélation présentant une large dispersion 

sont caractéristiques d’une protéine structurée telle que la peptidyl prolyl 

isomérase  PIN1.  A  l’inverse, des  pics  de corrélation faiblement dispersés, se 

superposant parfois et formant un « massif » sont typiques d’une protéine 

désordonnée comme la protéine Tau. 

Figure 35 : Spectres HSQC 1H-15N de la protéine Tau (à gauche) et de la peptidyl  prolyl 

isomérase PIN1 (à droite). La différence notable dans la dispersion des pics de 

corrélation est conditionnée par l‘état structural de la protéine. 

La position de la tache dans le spectre est décrite par les déplacements 

chimiques du proton et de l’azote. Pratiquement sur un spectre RMN, le 

déblindage se traduit par une (petite) déviation des signaux (shift en anglais) 

vers la gauche, tandis qu'un blindage se traduit par une déviation vers la droite. 

Le déplacement chimique est fortement sensible au type d’atome lié au proton 

(carbone, oxygène, azote), à son implication dans des liaisons non covalentes 

comme les liaisons hydrogène. 

La RMN est un outil qui a permis à notre équipe de définir le cœur de la 

fibre impliqué dans le processus d’agrégation (Sillen et al 2005) mais nous a 

également permis d’attribuer les différents acides aminés du spectre de la 

protéine Tau. 
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3. Etude de l’agrégation in vitro 

3.1 Mesure de l’agrégation par diffusion de la lumière ou Light 

Scattering 

La protéine lyophilisée est dissoute dans un tampon phosphate 25mM, 

NaCl 25mM à pH 6.8 ou tampon sodium acétate 3mM à pH 4.08. La protéine est 

ensuite incubée à 37°C en présence ou absence d’héparine (6000 Da, Sigma-

Aldrich) et/ou de DTT dans une cuvette quartz 2mm. Puis, l’agrégation est 

mesurée sur la nuit par Light Scattering dans un spectrofluorimétre PTI (PTI 

Monmouth Junction), avec une longueur d’onde d’excitation de 600nm et une 

longueur d’onde d’émission à 610nm. L’avantage de cette méthode est de 

permettre de suivre l’agrégation sans la nécessité de rajouter un fluorophore tel 

que la thioflavine. Cela permet donc de cribler un nombre de molécules plus 

important car il ne peut y avoir de compétition avec le fluorophore. 

L’inconvénient majeur est lié au seuil de détection de cette méthode qui ne 

permet d’observer que les fibres dont l a taille est supérieure à la longueur d’onde 

d’excitation de 600nm. 

3.2 Mesure de l’agrégation par fluorescence de la Thioflavine S 

Pour suivre l’agrégation de la protéine Tau, la thioflavine S (5µM) (ThS) 

est ajoutée soit après une nuit d’incubation à 37°C à la solution polymérisée 

présente dans une plaque 384 (30µL) puits, soit au début de la polymérisation 

dans une plaque 96 puits (100µL) (Greiner Bio-one). Les plaques sont ensuite 

recouvertes d’un film transparent et introduites dans le lecteur de plaques 

(Infinite M1000, TECAN). Les longueurs d’excitation et d’émission sont de 490nm 

et 440nm respectivement. Cette technique est plus sensible que le light 

scattering car la thioflavine se fixe au niveau des feuillets β formés lors de 

l’agrégation, elle permet donc un suivi plus précis du processus d’agrégation. En 

revanche, cette méthode présente un inconvénient important, la possibilité d’une 

compétition entre la thioflavine et les molécules anti agrégatives, mais ce 

problème peut être contourné en ajoutant le fluorophore à la fin de la 

polymérisation. 
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4. Molécules testées 

L’oléuropéine a été fournie par Extrasynthèse, Lyon. L’oléuropéine 

aglycone a été préparée par clivage enzymatique du glucose de l’oléuropéine par 

la β-glucosidase d’amande (EC 3.2.1.21; 7.80 U/mg, Sigma) selon le protocole 

décrit par Limiroli et coll. (1995). La pureté a été vérifiée par LC-MS utilisant 

une colonne Waters XTerra C18 sur un système HPLC Waters Alliance 2695 

(H2O/MeCN gradient) et une détection simultanée UV 254 nm et spectrométrie 

de masse ESI+ sur un spectromètre micromass ZQ. L’hydroxytyrosol a été 

préparé par voie chimique par réduction de l’ester éthylique de l’acide 3,4-

dihydroxyphénylacétique (Bianco et al 1988). L’acide rosmarinique 

(SigmaAldrich) est mono ou dinitré selon le protocole décrit par Dubois et al 

(Dubois et al 2008).  

L’acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC), la dopamine et l’alcool 

homovanillique sont fournis par Sigma-Aldrich. La synthèse des 

époxydibenzocyclooctènes A et B, du tétrahydroxyphénylnaphtalène et des 

benzofuranes ont été décrites (Maurin et al 2005, (Dupont & Cotelle 2001, 

Dupont et al 2001a, Dupont et al 2001b). Le 3,4-dihydroxyphényléthanal 

(DOPAL) et le 2-(3,4-dihydroxyphényl)-1,1-diméthyléthane (DOPAL méthyl 

acétal) ont été synthétisés par Mlle Hinatéa Ploton (étudiante en master 2 de 

chimie-biologie).  

Le 3,4-dihydroxyphényléthanal (DOPAL) et 2-(3,4-dihydroxyphényl)-1,1-

diméthyléthane (DOPAL méthyl acétal) ont été synthétisé par Hinatéa Ploton 

(étudiante en master 2 de chimie-biologie) selon les protocoles suivants : 
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Synthèse du 3,4-dihydroxyphénylacétate de méthyle (1): 

 

H2SO4

MeOH

reflux

HO

HO

O

OH

HO

HO

O

OMe

 

 

Mode opératoire : 

On dissout 5 g (soient 29,7 mmol) d’acide 3,4-dihydroxyphénylacétique dans 300 

ml de méthanol et 9 ml d’acide sulfurique concentré sont ajoutés. On porte à 

reflux la solution sur une nuit. Le méthanol est ensuite évaporé et le résidu de la 

solution est repris dans l’acétate d’éthyle. La phase organique est lavée avec une 

solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium, puis avec de l’eau et est 

ensuite séchée sur sulfate de magnésium. Le solvant est évaporé. On récupère le 

produit sous la forme d’une huile marron, de masse 3,895 g, soit 21,4 mmol et un 

rendement de 72 %. 
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Caractéristiques : 

Formule brute : C9H10O4 

Masse moléculaire : 182 g/mol 

Rapport frontal : 0,2 (éluant : EtOAc/cyclohexane 3:7) 

 

Analyse RMN : 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3): δ 6.74 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 6.64 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 

6.14 (s, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.52 (s, 2H). 

RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 174.14 (COOMe), 144.15 (C), 143.46 (C), 126.28 

(C), 122.00 (CH), 116.61 (CH), 115.75 (CH), 52.76 (CH3), 40.76 (CH2). 

 

Analyse infrarouge : 

IR (cm-1) : 3369, 1715, 1608, 1521, 1463, 1113, 1013, 964, 797, 720. 

 

Synthèse du 3,4-bis(tétrahydropyran-2-yloxy)phénylacétate de méthyle (2): 

DHP

PPTS

HO

HO

O

OMe

O

O

O

O

O

OMe

 

Mode opératoire : 

On dissout 3,61 g de composé 5 (soient 19,85 mmol) et 181 mg de p-tosylate de 

pyridinium (0.72 mmol) dans 72 ml de dichlorométhane, et on traite cette 
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solution goutte à goutte avec 9 ml de dihydropyrane présents dans 11 ml de 

dichlorométhane. Le mélange réactionnel est agité sur la nuit puis est lavé avec 

de l’eau. La phase organique est séchée sur sulfate de magnésium. Le solvant est 

évaporé et le résidu est purifié sur colonne chromatographique avec silice 

(éluant : 15% EtOAc/ 0,5% Et3N/ cyclohexane). On récupère 3,835 g de produit 

sous la forme d’une huile blanche, soit 10,95 mmol de produit correspondant à 55 

% de rendement. 

 

Caractéristiques : 

Formule brute : C19H26O6  

Masse moléculaire : 350,2 g/mol 

Rapport frontal : 0,27 (éluant : EtOAc/cyclohexane 2:8) 

 

Analyse RMN : 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 

5.48 – 5.37 (m, 2H), 4.09 – 3.92 (m, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.65 – 3.50 (m, 4H), 2.11 – 

1.83 (m, J = 31.3, 12.4 Hz, 6H), 1.74 – 1.58 (m, 6H). 

Le spectre 13C présente beaucoup de pics, puisque le composé est présent sous la 

forme de deux diastéréoisomères, d’où la difficulté à l’interpréter. 

Analyse infrarouge :  

IR (cm-1): 3063, 1738, 1588, 1508, 1463, 1434, 1388, 1356, 1260, 1202, 1108, 730, 

720. 

Synthèse du 2-[3,4-bis(tétrahydropyran-2-yloxy)]phényléthanol (3): 
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Mode opératoire : 

On dissout 3,485 g (soient 9,95 mmol) de composé 6 dans 90 ml de 

tetrahydrofurane anhydre (bien placer le tout sous argon), puis on y 

ajoute 450mg d’hydrure double de lithium et d’aluminium (11.9 mmol) lentement. 

L’agitation est laissée sur la nuit (toujours sous argon). Le mélange est ensuite 

lentement neutralisé avec 1,5 ml d’eau, 1 ml de soude à 15 % puis 3 ml d’eau. On 

ajoute ensuite une spatule de sulfate de magnésium à la solution pour assécher 

les sels d’aluminium, puis le mélange est filtré sur celite (rinçage du ballon avec 

de l’éther de diéthyle). Le solvant est ensuite évaporé et le résidu est repris dans 

de l’acétate d’éthyle et de l’eau. Les phases sont séparées puis la phase aqueuse 

est extraite avec de l’acétate d’éthyle. Les phases organiques combinées sont 

séchées sur sulfate de magnésium, filtrées puis évaporées. Le produit est purifié 

sur colonne chromatographique avec silice (éluant : EtOAc/cyclohexane 1 :2). On 

récupère 2,98 g d’alcool protégé sous la forme d’une huile jaune, soient 9,25 mmol 

correspondant à 93 % de rendement. 

 

Caractéristiques : 

Formule brute : C18H26O5 

Masse moléculaire : 322 g/mol 

Rapport frontal : 0,148 (éluant : EtOAc/cyclohexane 1 :2) 

 

Analyse RMN : 
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RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 7.07 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 

6.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.47 – 5.37 (m, 2H), 4.04 – 3.94 (m, J = 8.8 Hz, 2H), 3.67 

– 3.33 (m, 4H), 2.78 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.00 – 1.81 (m, J = 28.4, 9.3 Hz, 6H), 1.74 

– 1.59 (m, 6H). Le pic du –OH n’est pas observé. 

Le spectre 13C présente beaucoup de pics, puisque le composé est présent sous la 

forme de deux diastéréoisomères, d’où la difficulté à l’interpréter. 

 

Synthèse du [3,4-bis(tétrahydropyran-2-yloxy)]phényléthanal (4): 

 

Dess-Martin periodinaneO

O

OH

O

O

O

O

O

O

O

H

 

Mode opératoire : 

On dissout 4 g de réactif de Dess-Martin (9.47 mmol) dans 70 ml de 

dichlorométhane, puis on y ajoute 2,54 g d’alcool protégé (soient 7,89 mmol) 

préalablement dissout dans 70 ml de dichlorométhane. Après 4 h d’agitation à 

température ambiante, la solution est diluée avec de l’éther diéthylique et agitée 

10 minutes avec 140 ml d’une solution d’hydrogénocarbonate de sodium 

saturée/thiosulfate de sodium saturée (1:1). Les phases sont séparées, la phase 

aqueuse est extraite avec de l’éther diéthylique et les fractions organiques 

combinées sont lavées avec une solution d’hydrogénocarbonate de sodium 

saturée, de l’eau et de la saumure. La phase organique est séchée sur sulfate de 

magnésium, puis le solvant est évaporé. Le résidu est filtré sur silice  (éluant : 

20% EtOAc/cyclohexane) pour obtenir 999,2 mg d’une huile jaune (soient 5,54 

mmol), ce qui correspond à 68 % de rendement. 
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Caractéristiques : 

Formule brute : C18H24O5 

Masse moléculaire : 320 g/mol 

Rapport frontal : 0,195 (éluant : EtOAc/cyclohexane 2:8) 

 

Analyse RMN : 

RMN 1H (300 MHz, CDCl3) : δ 9.69 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 

1H), 6.99 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 6.78 (dt, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H), 5.47 – 5.37 (m, 2H), 

4.05 – 3.88 (m, 2H), 3.68 – 3.43 (m, J = 2.5 Hz, 4H), 2.01 – 1.77 (m, 6H), 1.74 – 

1.56 (m, 6H). 

RMN 13C (75 MHz, CDCl3): δ 199.97 (CHO), 148 (C), 147 (C), 126.23 (C), 123.91 

(CH), 119.98 (CH), 119.12 (CH), 97.90 (CH), 97.49 (CH), 62.14 (CH2), 61.98 (CH2), 

50.22 (CH2), 30.57 (CH2), 30.54 (CH2), 25.50 (2XCH2), 18.84 (CH2), 18.72 (CH2). 

 

Synthèse du DOPAL (3,4-dihydroxyphényl)éthanal (5):  

 

AmberliteO

O

O

O

O

H

HO

HO

O

H

 

 

Mode opératoire : 

On dissout 200 mg d’aldéhyde protégé (soient 0,625 mmol) dans 24 ml d’un 

mélange tétrahydrofurane/eau 9 :1. On y ajoute 500 mg de résine échangeuse 



79 

 

d’ions Amberlite acide fort (IR-120H) préalablement lavée avec de l’acide 

chlorhydrique 1M, de l’eau (jusqu’à obtention d’un pH neutre du filtrat), et du 

tetrahydrofurane. La réaction est agitée toute une nuit à température ambiante, 

est portée à reflux toute une journée et réagitée à température ambiante sur une 

nuit. L’amberlite est ensuite filtrée et le solvant est évaporé. Le résidu est purifié 

sur colonne chromatographie avec silice (éluant : 10 % EtOAc/cyclohexane puis 

augmentation de la polarité). On récupère 24 mg de DOPAL sous la forme d’une 

huile marron, soient 0,16 mmol et un rendement de 25 %.  

Caractéristiques : 

Formule brute : C8H8O3 

Masse moléculaire : 152 g/mol 

Rapport frontal : 0,051 (éluant CCM : EtOAc/cyclohexane 2:8)  

 

Analyse RMN : 

RMN 1H (300 MHz, DMSO) : δ 9.60 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 8.89 (d, J = 18.3 Hz, 2H), 

6.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.62 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 8.0, 2.1 Hz, 1H), 

3.53 (d, J = 2.3 Hz, 2H). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO) : δ 201.68 (CHO), 146.40 (C), 145.33 (C), 123.96 (C), 

121.43 (CH), 117.93 (CH), 116.78 (CH), 50.01 (CH2). 

 

Synthèse du 4-(2,2-diméthoxyéthyl)benzène-1,2-diol (6): 
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Mode opératoire : 

On dissout 418 mg d’aldéhyde protégé (soient 1,3 mmol) et 25 mg d’acide para-

toluène sulfonique (soient 0,13 mmol) dans 50 ml de méthanol. La réaction est 

agitée pendant 1 h à température ambiante. Quand la chromatographie sur 

couche mince indique la disparition du produit de départ, le méthanol est évaporé 

et le résidu est repris dans l’acétate d’éthyle. La phase organique est lavée avec 

une solution d’hydrogénocarbonate de sodium aqueuse (5%), séchée sur sulfate de 

magnésium puis évaporée. Le résidu est purifié sur colonne (éluant : 2% 

MeOH/CHCl3) pour donner 134 mg de produit sous la forme de cristaux blancs, 

soient 0,624 mmol et 52 % de rendement. 

 

Caractéristiques : 

Formule brute : C10H14O4 

Masse moléculaire : 198 g/mol 

Rapport frontal : 0,089 (éluant : MeOH/CHCl3 5:95) 

Point de fusion : 80-82°C 

 

Analyse RMN : 

RMN 1H (300 MHz, DMSO) : δ 8.72 (s, 2H), 6.63 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 6.47 (d, J = 

8.0 Hz, 1H), 4.43 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 3.23 (s, 6H), 2.65 (d, J = 5.5 Hz, 2H). 
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RMN 13C (75 MHz, DMSO): δ 145.79 (C), 144.52 (C), 128.75 (C), 121.01 (CH), 

117.75 (CH), 116.25 (CH), 105.96 (CH), 53.64 (2XCH3), 39.17 (CH2). 

Le DOPAL est instable en milieu acide et peut conduire à des produits de 

dimérisation. La synthèse de ces dimères est initiée à partir du 3,4-

diméthoxyphénéthylalcool  

 

La fonction alcool est oxydée tout d’abord en fonction aldéhyde 1 avec un 

rendement de 68%. Les composés 2 et 3 sont obtenus par traitement acide du 3,4-

diméthoxyphényléthanal 1 avec des rendements en produits isolés de 31% et 21% 

respectivement. Cette étape est réalisée avec du 1,4-dioxane fraîchement distillé 

(sur sodium/benzophénone) à cause de la sensibilité de la réaction vis-à-vis des 

peroxydes. 
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A partir du composé 1, le composé 2 s’obtient de la manière suivante : 

 

 

Le mécanisme du composé 3 est présenté ci-dessous : 
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Les dimères du DOPAL 2 et 3 ainsi séparés subissent ensuite une 

déprotection effectuée à l’aide du tribromure de bore, pour donner 74% de dimère 

déprotégé 4 et  80% de dimère déprotégé 5. 

La synthèse du dimère 5 est directement possible à partir du 3,4-

diméthoxyphényléthanal 1 traité par le tribromure de bore. Le rendement obtenu 

est de 82%. 

 

3 
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5. Observation par microscopie électronique 

Les échantillons agrégés sont ultra centrifugés à 100 000g pendant 30 min. 

Le culot est ensuite resuspendus avec 30µL du tampon d’origine. Puis une goutte 

est déposée sur une grille 150 mesh en cuivre recouverte d’une membrane de 

carbone pendant 30 secondes. Après séchage, de l’acétate d’uranyle 2% est déposé 

sur la grille pendant 1 minute. Les observations ont été effectuées à l’aide d’un 

microscope électronique à transmission Hitachi H600 75 kV (Hitachi Co.). 

 

 



85 

 

 

RESULTATS  

ET  

DISCUSSIONS 



86 

 

Le groupe « RMN et modélisation » s’intéresse depuis quelques années à l’étude 

de la protéine Tau, à ses modifications dans la DNF notamment la formation 

d’agrégats dans les neurones et la dérégulation de la phosphorylation. Ces deux 

processus dégénératifs sont observés dans un certain nombre de maladies 

neurodégénératives : les tauopathies.  

En  effet, le processus par lequel les neurones dégénèrent au sein des 

tauopathies est encore peu connu et il est soumis à de nombreuses études. 

Cependant, il existe un consensus général sur l’implication de l’agrégation de la 

protéine Tau dans la neurotoxicité et donc de nombreux laboratoires s’intéressent 

à l’inhibition de l’agrégation par le biais de petites molécules. La plupart des 

criblages de molécules ont été réalisés à l’aide de fragments de Tau regroupant 

les domaines de liaison aux microtubules et en suivant cette agrégation par la 

fluorescence du ThS. 

Au cours de ma thèse, je me suis essentiellement intéressé à l’agrégation 

de la protéine Tau et à l’inhibition de ce processus. L’originalité de ce travail, 

repose sur l’utilisation d’une autre méthode de suivi de l’agrégation, ainsi que la 

découverte de nouvelles molécules anti-agrégatives et pour finir la création d’un 

mutant de la protéine Tau, qui permettrait de s’affranchir de la présence d’un 

agent réducteur au sein de la solution d’agrégation. Pour mener à bien ma thèse, 

nous avons : 

- cherché à obtenir les meilleures conditions in vitro pour suivre l’agrégation 

de Tau par diffusion de la lumière, fluorescence et RMN. 

 

- cherché à comprendre l’implication des cystéines dans le mécanisme 

d’agrégation. 

 

- étudié, une fois ces conditions établies, l’activité de plusieurs polyphénols 

sur l’agrégation de la protéine Tau. 
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1. Mise en place des meilleures conditions d’agrégation in-

vitro 

1.1  Objectifs 

Depuis que nous connaissons l’implication des agrégats de Tau dans la 

neurodégénérescence, il est d’un intérêt évident de reconstituer le processus 

d’agrégation in vitro, dans l’espoir de comprendre ce mécanisme et de découvrir 

des méthodes pour empêcher ou inverser le processus. Les progrès dans ce 

domaine ont été assez lents à cause de deux problèmes : d’une part l’agrégation 

de la protéine Tau in vitro est très lente ; d’autre part, la structure des agrégats 

est mal définie au niveau moléculaire, laissant des incertitudes sur les agrégats 

obtenus in vitro (équivalence avec ceux présents dans le cerveau de patients 

malades).  

Depuis l’année 1986, une combinaison d’avancées a permis d’améliorer 

l’agrégation in vitro : 

Les premières expériences d’agrégation réalisées in vitro ont débuté en 

1986 (Montejo de Garcini et al 1986). La première étape consistait à purifier la 

protéine Tau à partir de cerveau porcin. Un traitement à l’urée de la protéine 

Tau permettait sa polymérisation  à 30°C et pH 6.4 et une grande quantité de 

filaments étaient observés par microscopie électronique. L’hypothèse proposée 

par cette équipe était que le traitement à l’urée provoquerait une désamination 

de la glutamine rendant une modification post traductionnelle indispensable pour 

permettre une agrégation (Montejo de Garcini & Avila 1987).  

Ce n’est qu’en 1992, que l’équipe de Mandelkow utilisa pour la première 

fois une protéine Tau recombinante pour contourner le problème de purification à 

partir de cerveau porcin. Cette étude aborda pour la première fois le rôle des 

cystéines et des ponts disulfures intra et intermoléculaires. Ces derniers seraient 

indispensables pour la formation de dimères impliqués dans l’agrégation de la 

protéine Tau. Ils démontrèrent également que la forme entière de Tau (hTau23) 

n’entraine pas la formation de filaments à pH acide 5.0-5.5, contrairement aux 

fragments K11 et K12 (Figure 22) (Wille et al 1992).  
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Trois ans plus tard, Schweers et collaborateurs réalisérent une étude plus 

poussée sur le rôle des cystéines 291 et 322 et leurs implications dans le 

processus d’agrégation (Chapitre 4 § 4.3). Les échantillons furent suspendus par 

la technique de la goute pendante (également utilisée en crystallogénèse), durant 

7 jours à 20°C et pH 6.8. Cette étude démontra une implication importante des 

cystéines 322 dans la dimérisation, première étape de l’agrégation (Schweers et 

al 1995). 

L’étude de l’agrégation in vitro pris un tournant majeur en 1996, lorsque 

Goedert et coll. décidèrent d’ajouter des polyanions, tel que l’héparine, afin 

d’accélérer la réaction de polymérisation (Goedert et al 1996). L’utilisation de 

l’héparine a rendu possible l’agrégation de Tau entier et a réduit le temps de 

polymérisation, en passant de quelques jours à quelques heures. Cette étude a 

également montré qu’une interaction entre la protéine Tau et l’héparine empêche 

la fixation de Tau aux microtubules. Ces résultats ont été confirmés par la suite 

par l’équipe de Jésus Avila, qui a étudié l’agrégation de Tau entier mais 

également celle de plusieurs fragments possédant les MTBR (Perez et al 1996).  

En outre, des méthodes de spectroscopies ont été développées pour suivre 

en temps réel l’agrégation d’une faible concentration de Tau. Nous pouvons citer 

la mesure de la fluorescence à l’aide de la thioflavine S ainsi que la diffusion de la 

lumière (Friedhoff et al 1998b) ; (King et al 1999).  

Puis en 1999, Goedert et collaborateurs démontrèrent que les mutations 

FTDP-17 n’entrainaient pas de changement de structure par rapport à Tau entier 

non muté. Ils montrèrent également que non seulement certaines mutations, 

P301L et P301S, empêchaient l’interaction avec les microtubules mais en plus 

elles entrainaient une formation plus importante de filaments (en présence 

d’héparine) que Tau non mutée et que la mutation S305N (Goedert et al 1999). 

Enfin en 2001, Bhattacharya et ses collègues ont démontré qu’une 

concentration optimale de DTT était importante pour une bonne agrégation de la 

protéine Tau (Chapitre 4 § 4.4) (Bhattacharya et al 2001). 
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L’étude de l’agrégation in vitro a démontré l’existence de trois phases 

distinctes dans la cinétique de formation de fibres amyloïdes (Friedhoff et al 

1998a, Friedhoff et al 1998b).   

La première phase correspond au phénomène de nucléation (ou 

dimérisation). Au cours de cette phase, un pont disulfure intermoléculaire permet 

de former un premier dimère (ou noyau). Ce dernier permettra la formation 

d’oligomères, mais pas de fibres structurées en feuillets β intermoléculaires. 

Hortschansky et coll. ont montré que la durée de la première phase et la 

formation du noyau est aléatoire selon les conditions expérimentales 

(Hortschansky et al 2005). Ceci pourrait expliquer les différents temps de latence 

observés lors de nos expériences.  

La seconde phase détectée correspond au phénomène d’élongation. Les 

protéines se fixent sur les noyaux. Nous pourrons donc observer la croissance des 

fibres et la formation des feuillets β intermoléculaires. Cette phase est facilement 

détectable et la vitesse d’élongation des fibres est aisément déterminée par les 

techniques de fluorescence du ThS.  

La troisième phase est atteinte lorsqu’il n’y a plus de protéines 

monomériques en solution pour se fixer sur la fibre. Lors de cette dernière phase, 

il existe un phénomène de «seeding» (ou ensemencement) qui permet de 

restimuler l’agrégation (Knowles et al 2009) jusqu’à l’absence de monomères. A la 

fin de cette phase, les fibres ne peuvent plus s’allonger et un équilibre est atteint.  

 

Ces avancées expérimentales in vitro pour étudier l’agrégation de la 

protéine Tau en filaments, ont ouvert la voie vers les études du mécanisme de 

formation de filaments ainsi que le développement d’inhibiteurs du processus 

d’agrégation. 
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1.2  Résultats et discussions 

La découverte des mutations du gène tau en 1998 (Hutton et al 1998) au 

sein de la maladie DFTP-17 a montré que le dysfonctionnement de la protéine 

Tau peut entraîner la neurodégénérescence. En 1999, des études ont été menées 

pour comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels ces mutations, 

présentes au sein du domaine de liaison aux mictrotubules, provoquent une 

démence frontotemporal. Or ces deux études ont obtenu deux résultats 

différents :  

- D’une part l’équipe de Peter Davies démontra que la présence de 

mutations au sein de la séquence de Tau 441 entrainait un changement de 

conformation de la protéine et ces mutations lui conféraient une structure 

en hélice α, tel que la mutation P301L (Jicha et al 1999). 

- D’autre part l’équipe d’Anthony Crowther prouva que les mutations DFTP-

17 n’entrainaient aucun changement de structure de la protéine Tau 

mutée malgré la différence d’agrégation observée entre les différents 

mutants (Goedert et al 1999). 

 

Avant de commencer à étudier l’agrégation de la protéine Tau P301L, nous 

avons décidé de vérifier par RMN que la mutation P301L entraine un 

changement de conformation. Afin de s'assurer que les conditions expérimentales 

(pH, tampon, température) n’influent pas sur le positionnement des pics de 

corrélation des deux protéines Tau WT et Tau P301L, nous avons utilisé une 

expérience basée sur le schéma de l’IDIS-HSQC 1H-15N (Golovanov et al 2007). 

Cette expérience permet d'enregistrer de manière sélective les spectres RMN de 

chaque composé dans un seul échantillon contenant les deux protéines 15N 

TauP301L et 15N13C TauWT. Les IDIS HSQC ont été mesurés sur un 

spectromètre 900 MHz Avance III Bruker équipé d’une cryosonde triple 

résonance.  
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En comparant les spectres HSQC (Figure 36), nous pouvons constater qu’il 

n’existe pas de différence de conformation entre la protéine Tau non mutée et 

Tau P301L car les pics des acides aminés de la protéine Tau P301L se 

superposent très bien avec ceux de la protéine Tau non mutée.  

Cependant, nous avons 

constaté une légère baisse 

d’intensité des lysines présentes 

dans la protéine Tau P301L. 

Cette différence pourrait être 

due à un repliement des 

extrémités N- et C-terminale de 

Tau WT selon le modèle proposé 

par l’équipe Mandelkow 

(Mandelkow et al 2007), 

entrainant la formation d’une 

poche hydrophobe et une 

protection des lysines. Alors que 

la mutation P301L semble 

provoquer un dépliement de la 

protéine et une exposition des 

lysines sensibles au pH neutre 

du tampon. Ce modèle de 

repliement serait transitoire 

mais suffisant pour protéger 

légèrement les protons amides 

des lysines contre l’échange avec 

les protons de l’eau.  

 

Figure 36 : Superposition des spectres HSQC des deux protéines 15N TauP301L et 

15N13C TauWT. Un agrandissement des lysines 311, 317 et 395. 
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Après s’être assuré que la mutation P301L n’entrainait aucun changement 

de conformation, nous avons voulu déterminer les meilleures conditions 

d’agrégation (Héparine, DTT et pH) afin d’utiliser cette protéine comme modèle 

d’agrégation. 

1.2.1 L’implication de l’héparine dans le processus d’agrégation 

in vitro : 

Pour réaliser ce travail nous avons suivi l’agrégation du mutant P301L de 

la protéine Tau par diffusion de la lumière sous 4 conditions : en absence 

d’héparine, en présence d’une concentration de 1, 5, ou 10µM d’héparine pour 

10µM de protéine. La solution d’agrégation in vitro est composée de 10µM de 

protéine Tau P301L recombinante, d’un tampon 25mM sodium phosphate 25mM 

NaCl à pH6.8, de 300µM de DTT, et d’héparine (concentration variable), le tout 

incubé à 37°C sur la nuit (Figure 37). 

 

Figure 37 : Courbes représentant l’agrégation de la protéine Tau P301L à différentes 

concentrations d’héparine par diffusion de la lumière.  

Comme le montre la figure 37, l’agrégation est plus efficace en présence de 

5µM d’héparine car nous n’observons pas de phase de nucléation. Alors qu’une 



93 

 

A B

concentration d’héparine équimolaire (10µM) semble perturber l’agrégation car il 

existe une période de mise en place de nucléation plus lente (environ 1h), de 

même pour une concentration d’1µM. Enfin, l’absence totale d’héparine ne 

favorise pas l’agrégation. Ces résultats confirment qu’une concentration critique 

d’héparine est indispensable pour une bonne agrégation in vitro de la protéine 

Tau P301L (Goedert et al 1996 ; Jeganathan et al. 2008). L’héparine permettrait 

un rapprochement entre les protéines Tau chargées positivement, favorisant 

ainsi une interaction plus importante.  

Les fibres observées par microscopie électronique et force atomique (AFM) 

correspondent à celles retrouvées dans le cerveau de patients atteints de la MA. 

Elles ont une apparence torsadée avec une largeur et une périodicité des hélices 

d’environ 20 nm et 80 nm respectivement (Figure 38). Pour le reste de nos 

travaux nous avons décidé d’utiliser la concentration optimale de 5µM 

d’héparine. 

Figure 38 : Images prises par microscopie électronique (A) et à force atomique (B) 

représentant la protéine Tau P301L (en collaboration avec le Dr. Adamcik Jozef).  
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1.2.2 L’importance d’un milieu réducteur: 

La deuxième étape de notre mise au point a été de vérifier que les résultats 

obtenus par Bhattacharya et collaborateurs s’appliquaient à notre modèle 

d’agrégation (Bhattacharya et al 2001). Les mêmes conditions d’agrégation que 

précédemment ont été utilisé tout en changeant la concentration de DTT (0, 0.3, 

0.5, 1mM) (Figure 39). 

La figure 39 prouve l’importance du DTT dans la solution d’agrégation car 

en l’absence de cet agent réducteur la polymérisation est très faible. Alors qu’une 

concentration élevée (1mM) présente une faible intensité d’agrégation, une 

concentration comprise entre 0,3 et 0,5mM s’avère suffisante pour provoquer une 

forte agrégation de la protéine Tau P301L.  

Figure 39 : Courbes représentant l’agrégation de la protéine Tau P301L à différentes 

concentrations de DTT par diffusion de la lumière. 

Les courbes d’agrégation nous montrent que la concentration en DTT peut 

avoir un effet sur la vitesse d’élongation de la protéine Tau P301L. Nous 

constatons qu’en présence de 0,5mM et 1mM de DTT, la phase plateau est 

atteinte au bout de 3 et 6 heures respectivement. Alors que seulement 2 heures 

sont nécessaires lorsque la concentration optimale de 0,3mM est utilisée. 
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Ces résultats sont en accord avec l’étude menée par Bhattacharya et ils 

renforcent l’idée que l’effet réducteur du DTT est important pour favoriser 

l’agrégation. Une faible concentration de DTT est suffisante pour réduire le pont 

disulfure intramoléculaire et permettre la formation d’un pont intermoléculaire 

(Schweers et al 1995) qui est une étape importante dans le processus 

d’agrégation car ce pont intermoléculaire conduit à la formation de dimères de 

Tau. Une fois les phases de nucléation-dimérisation terminées, l’élongation a lieu 

(Friedhoff et al 1998b). 

1.2.3 Choix du meilleur pH pour suivre l’agrégation : 

Nous avons par la suite crée un mutant de Tau P301L sans les cystéines 

291 et 322 (P301L2CS) afin de s’affranchir de problèmes liés à la faible demi-vie  

du DTT (Sigma-aldrich), mais également pour déterminer si la mutation P301L 

permet de passer outre la formation des ponts disulfures intermoléculaires 

nécessaire à la dimérisation.  

Puis, nous avons 

voulu vérifié par RMN que 

ce mutant avait le même 

comportement que Tau 

P301L avec cystéines et 

qu’il était toujours 

déstructuré. On voit ci-

dessous la superposition 

des spectres 1H-15N HSQC 

à 600 MHz à 20°C et pH 

6.8 de Tau P301L 10 µM en 

noir et Tau P301L2CS en 

rouge (Figure 40). 

 

 

Figure 40 : Superposition des spectres HSQC de TauP301L et  TauP301L2CS. 
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Comme nous pouvons l’observer, les taches de corrélation correspondant 

aux acides aminés des deux protéines se superposent parfaitement entre eux, 

sauf pour les cystéines absentes du spectre rouge et remplacées par des sérines. 

Ces observations signifient qu’une mutation des cystéines n’entraine aucun 

changement de conformation et cela nous permettra de tester l’agrégation de ce 

mutant. 

L’agrégation à différents pH a été suivie comme précédemment par 

diffusion de la lumière pour déterminer les bonnes conditions expérimentales et 

par RMN pour observer l’importance de l’agrégation (Figure 41). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Courbe représentant l’agrégation de la protéine Tau P301L2CS à pH 6.8 par 

mesure de la diffusion de la lumière. 

Dans un premier temps, nous avons étudié la polymérisation de Tau 

P301L2CS à pH 6.8 par diffusion de la lumière et l’on constate sur la courbe 

bleue ci-dessus que l’agrégation de Tau a bien lieu. Nous remarquons également 

que la mise en place de l’agrégation de ce mutant est plus lente (environ 6 

heures) que Tau P301L. Cette différence observée ne peut être imputée aux 

conditions expérimentales car ce sont les mêmes que celles utilisées pour Tau 

P301L.  
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Ensuite, nous avons étudié par RMN l’échantillon de Tau P301L2CS 

précédemment agrégé et la superposition des spectres 1H-15N HSQC à 600 MHz à 

20°C et pH 6.8 de Tau P301L2CS 10 µM en noir et Tau P301L2CS agrégé avec 5 

µM d’héparine en rouge montre une agrégation importante (Figure 42). 

 

 

Figure 42 : Superposition des spectres HSQC des deux protéines TauP301L2CS et 

TauP301L2CS agrégé. Les taches attribuées correspondent aux acides aminés qui ont 

disparu lors de l’agrégation. 

Les taches de corrélation du spectre rouge qui disparaissent sont celles qui 

correspondent aux acides aminés intégrés dans le cœur des fibres de Tau car ces 

résidus appartiennent dorénavant à un objet de haut poids moléculaire qui 
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1H 

15N 

dépasse les limites de détection par RMN. Ceci nous permet de délimiter la zone 

qui inclue le cœur des fibres (Sillen et al 2005).  

A partir de pH 4.5 dans un tampon acétate avec 25 mM de NaCl, 

l’agrégation de Tau P301L2CS en présence d’héparine n’a plus lieu. On voit ci-

dessous la courbe d’agrégation en bleue ainsi que le spectre 1H-15N HSQC à 37°C 

et pH 4,5 de Tau 10 µM incubé avec 5µM d’héparine pendant 48h (Figure 43). 

Figure 43 : Superposition des spectres HSQC des deux protéines TauP301L2CS et 

TauP301L2CS agrégé et la courbe d’agrégation suivie par diffusion de la lumière à pH 

4,5. 

Il n’y a pas disparition de taches de corrélation donc pas d’agrégation et 

ceci est confirmé par la courbe d’agrégation.  
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L’agrégation de Tau P301L2CS avec l’héparine a de nouveau lieu à partir 

de pH 5 dans un tampon phosphate. On voit ci-dessous la superposition des 

spectres 1H-15N HSQC à 37°C et pH 5,5 de Tau P301L2CS 10 µM en noir et Tau 

P301L2CS agrégé avec 5µM d’héparine en bleu (Figure 44). 

Figure 44 : Superposition des spectres HSQC des deux protéines TauP301L2CS et 

TauP301L2CS agrégées à pH 5,5. 

 

1H 

15N 
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L’agrégation a bien lieu, la perte d’intensité se situe dans la même zone 

que celle déterminée à 20°C, le cœur des fibres est bien le même. En revanche, on 

remarque qu’à pH 5.5 l’agrégation est plus lente qu’à pH6.8 et qu’elle est 

décomposée en deux phases : surement une phase de nucléation qui dure environ 

10 heures pendant laquelle les protéines Tau P301L2CS interagiraient entre 

elles, puis une phase d’élongation où les fibres se formeraient et enfin une phase 

plateau atteinte au bout de 30 heures (Figure 45). L’interaction entre les 

protéines Tau peut donc se faire sans la formation de pont disulfure mais à l’aide 

d’autres interactions intermoléculaires dont on ne connait pas l’origine. 

Figure 45 : Courbe représentant l’agrégation de la protéine Tau P301L2CS à pH 5,5 par 

diffusion de la lumière. 

 

Le pH jouerait un rôle important dans l’agrégation in vitro de la protéine 

Tau. Les résultats obtenus prouvent qu’un pH autour de 6 est optimal pour une 

bonne agrégation, en accord avec l’étude réalisée par Sadasivam Jeganathan et 

coll. 2008. Cette différence d’agrégation observée entre les différents pH pourrait 

être expliquée d’un côté par l’existence d’une répulsion électrostatique à pH acide 

et d’un autre côté par une diminution de l’interaction protéine-polyanion à pH 

très basique. 

 



101 

 

1.2.4 Différence d’agrégation entre protéines Tau non mutée et 

Tau P301L: 

 

Une fois les meilleures conditions d’agrégation définies (pH 6.8, 300µM de 

DTT, 5µM d’héparine en présence de 10µM de Tau P301L), nous avons testé 

l’agrégation de Tau 441 non mutée. Les courbes montrent clairement une 

différence d’agrégation entre ces deux protéines. La protéine Tau non mutée 

agrège moins rapidement (Figure 46) et de façon moins importante que la 

protéine Tau P301L (Figure 47).  

 

Figure 46 : Courbes représentant l’agrégation des protéines Tau P301L et Tau WT 

(non mtée) à pH 6,8 par fluorescence du ThS. 
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Figure 47 : Courbes représentant l’agrégation des protéines Tau P301L et Tau WT 

(non mtée) à pH 6,8 par diffusion de la lumière. 

Ce résultat confirme les observations faites par l’équipe de Mandelkow en 

2000 sur l’agrégation du fragment K18 de la protéine Tau en présence de 

plusieurs mutations FTDP-17 (Barghorn et al 2000). Ils avaient en effet 

remarqué que lorsque K18 possédait une mutation P301L, il agrégeait plus 

rapidement que K18 sans mutation. 

Afin d’expliquer cette différence d’agrégation entre Tau et Tau P301L, 

nous avons mélangé dans un même échantillon la protéine 13C15N Tau non mutée 

et 12C15N Tau P301L en présence d’héparine et étudié leurs spectres par RMN à 

20°C (Figure 48A). Une titration a été réalisée en présence des deux protéines à 

une concentration de 40µM et d’héparine à différentes concentrations  (0, 10, 20 

et 40µM). Les résultats obtenus montrent qu’une concentration équimolaire 

d’héparine (40µM), provoque une baisse d’intensité des lysines présentes dans la 

protéine TauP301L (Lysine 25, 150) et même une disparition de celle-ci (Lysine 

163, 317, 395) par rapport à la protéine TauWT. 
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K317 

Tau WT Tau P301L 

Tau WT / TauP301L

@ 0 µM Héparine @ 40 µM Héparine

K317

60%

87,5%

A 

B 

La comparaison des spectres 1D en présence de 0 et 40µM d’héparine de la 

lysine 317 (Figure 48B), nous permet de constater une chute relative de son 

intensité d’environ 87,5% et 60% pour la protéine TauP301L et TauWT 

respectivement. Ceci peut être expliqué par une interaction plus importante de 

l’héparine avec la protéine Tau P301L.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : A) Comparaison des spectres HSQC de TauWT et TauP301L, superposés 

séparément, en présence de différentes concentrations d’héparine (0, 10, 20 et 40µM). B) 

Comparaison des spectres 1D de TauWT et TauP301L, en présence de 0 et 40µM 

d’héparine. 
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Cette interaction serait facilitée par la mutation P301L, car la leucine 

contrairement à la proline aurait moins tendance à former de replis sous forme 

de tour β et/ou d’épingle à cheveux. Cette mutation faciliterait donc la formation 

de structure en feuillet β impliquée dans l’agrégation de Tau P301L et 

entrainerait une baisse d’intensité des lysines (von Bergen et al 2001, Sibille et al 

2006). 

1.3  Conclusion 

Nos résultats contribuent à mieux comprendre le processus d’agrégation in 

vitro, car nous avons montré qu’en présence d’héparine, de DTT et dans des 

conditions physiologiques, à pH~7 et à 37°C, l’agrégation est optimale. De plus, 

lorsque la protéine Tau est mutée en P301L, l’agrégation est plus rapide et plus 

importante que pour la protéine Tau non mutée.  

Ces résultats nous ont incités à créer un mutant de la protéine Tau P301L 

sans cystéines en 291 et 322 (Tau P301L2CS) pour comprendre l’importance de la 

mutation P301L dans le processus d’agrégation. A l’aide de ce mutant, nous 

avons découvert que Tau P301L2CS agrège de manière significative en l’absence 

totale de DTT. Cela prouve donc l’existence d’un système d’agrégation totalement 

indépendant de la formation de ponts disulfures intermoléculaires, considérés 

depuis toujours comme l’un des éléments déclencheurs de l’agrégation in vitro 

(Schweers et al 1995, Friedhoff et al 1998a).  

Bien que beaucoup de progrès aient été fait pour comprendre le mécanisme 

d’agrégation de la protéine Tau in vitro, l’importance de ces découvertes reste 

méconnue in vivo comme le rôle des cystéines, du pH et des polyanions. Reste 

également à expliquer pourquoi la mutation P301L permet une agrégation plus 

rapide ? Est-ce que le dépliement de la protéine Tau provoqué par la mutation 

P301L permet une meilleure interaction entre deux protéines ?  
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2. Etude de l’agrégation sur un fragment de la protéine Tau 

2.1  Objectifs 

Le niveau intracellulaire des protéines est régulé par un équilibre entre 

leur synthèse et la dégradation. Deux systèmes protéolytiques majeurs 

contribuent à la dégradation des protéines dans les cellules, le système 

ubiquitine-protéasome et le système autophagie-lysosomale. L'identification de 

l'ubiquitine sur les PHFs (Perry et al 1987) dans le cerveau de patients atteints 

de la MA a conduit à la spéculation que le système ubiquitine-protéasome 

pourrait avoir un rôle important dans la dégradation de la protéine Tau. Or 

jusqu’à présent, nous ignorons toujours si Tau est normalement dégradée par le 

protéasome car certains groupes ont rapporté que l’inhibition du protéasome 

entraine une augmentation du niveau de Tau (David et al 2002, Zhang et al 

2005), alors que d’autres études suggèrent que Tau n’est pas dégradée par le 

protéasome dans les cellules neuroblastiques et chez les drosophiles (Brown et al 

2005, Feuillette et al 2005). 

L'autre voie majeure de la dégradation des protéines dans les cellules 

eucaryotes peut se faire à travers le système lysosomale, qui comprend trois voies 

principales pour la livraison des vésicules vers les lysosomes: macroautophagie, 

microautophagie et autophagie médiée par les molécules chaperones (AMC) 

(Mizushima et al 2008). L’altération de la voie de dégradation lysosomale dans le 

cerveau de patients atteints de la MA a été beaucoup décrite (Butler et al 2006, 

Sweeney et al 2005). 

Dans les années 2000, un certain nombre de laboratoires ont montré que la 

protéine Tau pouvait être clivée à son extrémité carboxyterminale par la caspase 

3 au cours de processus apoptotique (Fasulo et al 2000) et que ce processus était 

un marqueur précoce de la dégénérescence neurofibrillaire (Garcia-Sierra et al 

2001). Ces travaux ont démontré qu’il existait des fragments de Tau sans les 

extrémités N- et C-terminales, regroupant les régions riches en proline, les 

domaines de liaisons au microtubule et une partie de la région carboxyterminale. 
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Ces formes tronquées pourraient agir comme des facteurs de nucléation dans le 

processus d’agrégation des protéines Tau.  

Récemment, de Calignon et coll. ont mis en évidence, dans le cadre d’une 

étude in vivo, l’activation de caspases de manière préalable à la troncation de 

Tau et à la formation d’agrégats (de Calignon et al 2010). Dans ce modèle, 

l’activation des caspases serait transitoire et aurait un rôle d’amorce de 

l’agrégation. Les formes tronquées générées recruteraient alors les formes 

entières de Tau, induisant par là même leur mauvaise conformation et leur 

agrégation. 

Or dernièrement, notre équipe a découvert un fragment F4 de la protéine 

Tau qui possède une affinité pour les microtubules encore plus importante que le 

MTBR seul, permettant ainsi une meilleure stabilisation. Ce qui démontre que le 

MTBR n’est pas le plus important fragment impliqué dans l’assemblage des 

microtubules (Yao et al 2003). Le fragment F4 possède une partie de la région 

riche en proline P2, les domaines de fixation aux microtubules R1-R2 et une 

partie de R3 (Figure 49) (Fauquant et al 2011). 

Figure 49 : Séquence de Tau F4. 

 

L’étude ci-après, nous a permis de suivre la capacité d’agrégation du fragment F4 

et de ces différents mutants. 
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2.2  Résultats et Discussions 

L’aptitude du fragment Tau F4 à agréger en présence d’héparine a été 

suivie par fluorescence au ThS à 37°c, pH 6.8 et avec différentes concentrations 

de DTT (Figure 50).   

 

Figure 50 : Courbes d’agrégation de Tau F4 en présence de différentes concentrations de 

DTT (0mM, 0.3mM, 1mM) et la représentation schématique du fragment Tau F4, par 

fluorescence du ThS. 

 

Les courbes ci-dessus montrent qu’une agrégation du fragment F4 est 

possible in vitro mais nécessite une forte concentration en DTT pour rompre les 

ponts disulfures intramoléculaires pouvant se former.  

Afin de vérifier l’importance des Cystéines dans le processus d’agrégation, 

nous avons créé deux mutants du fragment Tau F4 qui ne possèdent qu’une seule 

cystéine : Tau F4 C322S et Tau F4 C291S (Figure 51). 
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Figure 51 : Courbes d’agrégation de Tau F4 C322S (A) et Tau F4 C291S (B) en présence 

de différentes concentrations de DTT (0mM, 0.3mM, 1mM) et la représentation 

schématique de ces fragments, par fluorescence du ThS. 

Les courbes d’agrégation montrent que les mutants Tau F4 C322S et Tau 

F4 C291S agrègent différemment en fonction de la concentration en DTT. 

L’agrégation est moins importante à une concentration élevée de DTT (1mM) par 

rapport à une concentration de 300µM. Alors qu’en l’absence de DTT, l’agrégation 

est moindre (Tau F4 S291C, Tau F4 C291S). 

Nous avons voulu mieux comprendre le rôle d'une éventuelle dimérisation 

de la protéine Tau par les cystéines. Pour cela, nous avons créé d'abord le mutant 

Tau F4 sans cystéines (Tau F4 C322S C291S), mais nous avons également inséré 

une seule cystéine à d'autres endroits du fragment Tau F4. Pour le fragment qui 

ne présente aucune cystéine, la présence de DTT à des concentrations différentes 

ne semble pas affecter son agrégation. Cette constatation s’applique également 

aux mutants Tau F4 avec une Cystéine en 221, et celui avec une cystéine en 208 

(Figure 52) car ces mutants agrègent de la même manière en l’absence ou en 

présence de 300µM et de 1mM de DTT. 
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Figure 52 : Courbes d’agrégation de Tau F4 C322S C291S (A), Tau F4 R221C C291S 

C322S (B) et Tau F4 S208C C291S C322S (C) en présence de différentes concentrations 

de DTT (0mM, 0.3mM, 1mM) et la représentation schématique de ces fragments, par 

fluorescence du ThS.  

Nous avons également voulu savoir si deux cystéines présentent à chaque 

extrémité du fragment pouvait influencer l’agrégation. Nous avons observé que le 

mutant avec deux cystéines en 208 et 322 agrège mieux en présence d’1mM de 

DTT (Figure 53). 

Il semblerait donc qu’un pouvoir réducteur plus important soit nécessaire 

pour rompre ce pont disulfure qui relie les deux extrémités de la chaine 

polypeptidique. Une fois ce pont rompu, la protéine pourrait se déplier et 

permettre un pont intermoléculaire avec une autre protéine. 

C 

A B 
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Figure 53 : Courbes d’agrégation de Tau F4 S208C C291S en présence de différentes 

concentrations de DTT (0mM, 0.3mM, 1mM) et la représentation schématique de ce 

fragment, par fluorescence du ThS. 

Ces résultats suggèrent que les cystéines serviraient de système de 

protection contre l’agrégation car lorsque le fragment Tau F4 est dépourvu de 

cystéines, l’agrégation a lieu en absence d’un agent réducteur contrairement au 

mutant qui possède les cystéines 291 et 322.  

Quant à l’agrégation des fragments qui ne possèdent qu’une seule cystéine, 

elle semble dépendre de la position de cette cystéine. Nous avons constaté que le 

DTT n’avait aucun effet sur l’agrégation lorsque la cystéine est présente en 208 

(Tau F4 S208C C291S C322S) ou en 211 (Tau F4 R221C C291S C322S) car ces 

deux mutants agrègent de la même manière quelle que soit la concentration en 

DTT. En revanche, les fragments Tau F4 qui présentent leur cystéine en 291 

(Tau F4 C291S) ou en 322 (Tau F4 C322S) agrègent plus efficacement en 

présence de DTT.  
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2.3  Conclusion 

L’étude des fragments Tau F4 nous a permis de mieux comprendre 

l’importance des cystéines et des ponts intra et inter-moléculaires. Les résultats 

obtenus montrent tout d’abord l’existence d’un système de protection basé sur la 

présence des cystéines en 291 et/ou 322 spécifiquement, qui empêchent une 

agrégation efficace du fragment Tau F4 en l’absence de DTT.  

Nous avons également observé une agrégation du fragment Tau F4 sans 

mutation en P301L, sans cystéines et sans agitation. Ceci prouve qu’il existe un 

système d’agrégation cystéines-indépendant qui viendrait compléter l’hypothèse 

selon laquelle les ponts disulfures inter-moléculaires sont nécessaires pour une 

bonne agrégation (Schweers et al 1995). Mais ça veut également dire que les 

cystéines pourraient jouer un double rôle selon les conditions cellulaires, soit le 

milieu intra-cellulaire est suffisamment réducteur pour permettre la formation 

d’un pont intermoléculaire, soit la protéine Tau forme un pont intramoléculaire 

empêchant ainsi une dimérisation et donc le processus d’agrégation.  

Enfin, le système d’agrégation cystéines-indépendant serait dépendant du 

domaine riche en proline (ou Proline Rich) et plus performant que la dimérisation 

par les cystéines. Car l’étude que nous avons réalisée sur le fragment K18 

(dépourvu du domaine Proline Rich) présente une phase de nucléation beaucoup 

plus importante que le fragment Tau F4 (pourvu du domaine Proline Rich) 

malgré la présence des Cystéines en 291 et 322 (Figure 54).  

A la participation du domaine Proline Rich dans la stabilisation des 

microtubules (Fauquant et al 2011), vient s’ajouter son implication dans le 

processus d’agrégation. La découverte de ce phénomène permet d’imaginer la 

présence de deux mécanismes complémentaires lors de la phase de nucléation, 

l’un cystéines-dépendants et l’autre Proline Rich-dépendant. 

Ces expériences nous ont permis de déterminer les meilleures conditions 

d’agrégation in vitro afin de tester des molécules anti agrégatives par diffusion de 

la lumière et fluorescence du ThS. Mais également de créer des mutants Tau 

P301L2CS, Tau F42CS etc. qui seront des outils importants pour suivre 



112 

 

l’agrégation par RMN car nous pourrons nous affranchir du DTT considéré 

comme facteur limitant à cause de sa demi vie (Sigma-Aldrich). Ces mutants 

nous permettront par la suite de déterminer les sites d’interactions entre nos 

molécules anti agrégatives et la protéine Tau. 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Courbes d’agrégation de Tau K18 en présence de différentes concentrations 

de DTT (0mM, 0.3mM, 1mM) et la représentation schématique de ce fragment, par 

fluorescence du ThS. 
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3. La capacité anti agrégative de molécules naturelles 

polyphénoliques. 

3.1  Objectifs 

L’équipe de chimie organique et médicinale de l’EA 4478 possède une 

grande expérience dans le domaine de la synthèse de polyphénols naturels ou 

synthétiques et dans l’étude de leurs propriétés biologiques (antioxydants, 

antivirales). 

Une fois la mise au point de l’agrégation in vitro terminée, nous nous 

sommes intéressés à son inhibition. Pour cela, nous avons testé plusieurs 

molécules naturelles polyphénoliques issues de plantes de médecine 

traditionnelle et/ou de plantes culinaires. Nous avons choisi de travailler avec des 

molécules phénoliques car elles prennent une importance croissante dans la 

recherche, grâce à leurs effets bénéfiques sur la santé (Dragsted 2003). En effet, 

leur rôle d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérêt pour la lutte 

contre les maladies neurodégénératives (Orgogozo et al 1997), cardiovasculaires 

(Frankel et al 1993) et le traitement du cancer (Chen et al 2004). Le régime 

méditerranéen est de plus en plus étudié pour ses effets bénéfiques sur la santé. 

L’une des raisons est la présence de polyphénols dans énormément de produits de 

consommation de la vie courante, tel que les fruits, le vin, le thé et l’huile d’olive.  

3.2  Résultats et discussions 

3.2.1 Les polyphénols dérivés de l’huile d’olive 

Notre attention s’est tout d’abord portée sur les polyphénols présents dans 

l’huile d’olive car plusieurs études épidémiologiques avaient démontré qu’une 

consommation d’huile d’olive pourrait retarder le déclin cognitif (Solfrizzi et al 

2006, Solfrizzi et al 2005). Ces résultats ont été attribués aux composants 

antioxydants présents dans l’huile d’olive, qui permettraient de lutter contre les 

radicaux libres aux effets délétères : agressions des cellules, modification de 

l’ADN, oxydation du cholestérol. Or l’huile d’olive contient plus d’une trentaine de 

polyphénols (Montedoro & Petruccioli 1972) ; parmi eux nous trouvons en forte 
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concentration l’oléuropeine, l’hydroxytyrosol, l’oleuropéine aglycone. Alors 

que le composé majeur de l’huile d’olive est l’hydroxytyrosol (Amiot et al 1996), 

l’oleuropéine est le constituant principal des olives et des feuilles d’oliviers.  

Dans un premier temps, nous avons testé l’effet de ces trois composés 

phénoliques sur l’agrégation par diffusion de la lumière (Figure 2). Cette 

technique nous a permis d’observer qu’à une concentration équimolaire 

(protéine : molécule), l’oleuropéine, l’oleuropéine aglycone et l’hydroxytyrosol 

inhibé l’agrégation différemment. Le pourcentage d’inhibition de l’agrégation est 

de 67±18% pour l’oleuropéine, de 84±4% pour l’oleuropéine aglycone et de 51±15% 

pour l’hydroxytyrosol, alors que dans les mêmes conditions le bleu de méthylène 

empêche l’agrégation à 75±3%. Grâce à ces travaux, nous avons également 

déterminé la valeur IC50 de l’oleuropéine aglycone de 1.4µM, qui est deux fois 

meilleure que celle du bleu de méthylène (IC50=3µM). 

Par la suite, nous avons confirmé nos résultats grâce à la fluorescence du 

ThS qui permet de suivre l’élongation des filaments de la protéine Tau en se 

fixant au niveau des feuillets β. L’oleuropéine aglycone montre la meilleure 

inhibition de la protéine Tau P301L avec une IC50 de 1.3µM. L’hydroxytyrosol 

présente une IC50 est de 2µM, alors que celle de l’oleuropéine est de 4.1µM.  

Deux récentes études (Li et al 2009, Monti et al 2011) ont montré à 

l’échelle moléculaire que l’oléocanthal est un dialdéhyde qui peut réagir avec les 

résidus lysines de l’héxapeptide PHF6 et du fragment K18 in vitro. L’interaction 

de l’oléocanthal avec les lysines serait le principal mode d’action pour empêcher 

l’agrégation. La réactivitédu fragment pentanedial de l’oléocanthal vis-à-vis des 

fonctionsamines des résiduslysines est incontestable. Nous pouvons néanmoins 

se poser la question de la capacité de l’oléocanthal, dans ce contexte à atteindre la 

protéine Tau dans les cellules neuronales. 

Pour notre part, nous avons montré que l’oléuropéine aglycone dans les 

conditions physiologiques est essentiellement sous forme d’hémiacetal et est donc 

vraisemblablement incapable d’afficher la même réactivité que l’oléocanthal 

(Figure 55). Son activité antiagrégative est probablement liée à la présence du 
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fragmen 3,4-dihydroxyphenylethyloxy. Car la différence d’IC50 entre l’oléuropéine 

aglycone et l’hydroxytyrosol n’est pas réellement significative. 

 

 

Figure 55 : Représentation de l’oléocanthal. 

 

 À la lumière des résultats rapportés ici, concernant la capacité de 

l'oleuropéine, l’oleuropéine aglycone et l'hydroxytyrosol à inhiber l'agrégation de 

la protéine Tau, nous suggérons que ces composés peuvent ainsi être liés à la 

réduction du risque de démences neurodégénératives liées à la MA (ou associés 

avec le régime méditerranéen et la consommation de EVOO). L’avantage 

thérapeutique lié aux polyphénols présents dans l’huile d’olive ne semble donc 

pas restreint aux maladies cardiovasculaires et aux cancers. 

Les résultats de ce travail ont fait l’objet d’une publication et sont 

présentés dans l’article qui suit : Anthony Daccache, Cedric Lion, Nathalie Sibille, 

Melanie Gerard, Christian Slomianny, Guy Lippens, Philippe Cotelle (2011). Oleuropein 

and derivatives from olives as Tau aggregation inhibitors. Neurochemistry International 

58, 700-707.  
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3.2.2 Les polyphénols endogènes 

L’hydroxytyrosol présent dans l’huile d’olive peut également être 

synthétisé de manière endogène à partir de la dopamine (Marchitti et al 2007). 

Cette dernière est un neurotransmetteur appartenant à la famille des 

catécholamines et donc issue de la tyrosine. Dans le système nerveux central, elle 

agit comme neurotransmetteur en activant les récepteurs dopaminergiques 

postsynaptiques. Les neurones qui en produisent ne représentent guère plus de 

0,3 % des cellules du cerveau. Ces neurones sont impliqués dans le contrôle des 

mouvements. Quand certains de ces neurones sont détruits, on voit apparaître les 

tremblements caractéristiques de la maladie de Parkinson.  

Les causes de cette dégénérescence neuronale sont mal connues. La 

mutation du gène α-synucléine et l’assemblage en fibrilles insolubles de type 

amyloïde serait une des hypothèses génétiques avancées. Ces agrégats vont 

former des inclusions neuronales de formes sphériques communément appelés 

corps de Lewy. 

L’importante activité anti agrégative de l’hydroxytyrosol sur la protéine 

Tau P301L, nous a incité à tester les molécules dérivées du métabolisme de la 

dopamine (Figure 56) afin de déterminer leur pouvoir anti agrégeant. 
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Figure 56 : Voie de métabolisation de la Dopamine. [MAO = Monoamine oxidase, COMT 

= catechol-O-méthyltransférase, ALR = Aldéhyde réductase, ALDH = Aldéhyde 

déshydrogénase, DOPET = Hydroxytyrosol]. 

  

Les résultats observés dans la Figure 57 montrent peu ou pas d’effet anti 

agrégatif des molécules testées, tel que le Dopac, la Dopamine et L’alcool 

homovanillique. Nous pouvons constater qu’à une concentration de 100 µM, le 

DOPAL acetal et le DOPAL inhiberait l’agrégation à 35 % et 13,5 % 

respectivement. Cependant le DOPAL semble présenter une IC50 entre 2 et 

10µM. Ces résultats devront être confirmé car nous constatons une forte 

variation entre les différentes concentrations. 
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Figure 57 : Activité des molécules issues de la voie de métabolisation de la Dopamine 

sur l’agrégation de la protéine Tau P301L. 

 

Au laboratoire, il a été montré que le DOPAL est instable en milieu acide 

et peut s’autocondenser en 6-(3,4-dihydroxyphényl)naphthalène-2,3-diol (nommé 

tétrahydroxyphénylnaphtalène) et en 5,6,14,15-tétrahydroxy-1,2,9,10-tétrahydro-

1,9-époxydibenzo[a,e]cyclooctène (nommé époxydibenzocyclooctène A). 

De plus, disposant d’un échantillon de 4,5,13,14-tétrahydroxy-1,2,9,10-

tétrahydro-1,9-époxydibenzo[a,e]cyclooctène (nommé époxydibenzocyclooctène B) 

et de trois 2-phénylbenzofuranes (le 2-(3,4-dihydroxyphényl)-5-

hydroxybenzofurane (nommé benzofurane A), le 2-(3,4-

hydroxyphényl)benzofurane (nommé benzofurane B) et le 2-(4-

hydroxyphénylbenzofurane (nommé benzofurane C), de structure comparable aux 

produits d’autocondensation du DOPAL, nous avons testé ces six molécules sur 

l’agrégation de la protéine Tau P301L (Figure 58).  
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Figure 58 : Représentation des molécules anti agrégatives. 

 

Le tétrahydroxyphénylnaphtalène présente la meilleure activité anti 

agrégative sur la protéine Tau P301L avec une IC50 de 0.8 µM (Figure 59A). Deux 

autres molécules se distinguent par une forte action anti agrégative 

l’epoxydibenzocyclooctene B et le benzofurane A dont l’IC50 est de 1.12 µM et 1.75 

µM respectivement. Enfin, l’IC50 de l’epoxydibenzocyclooctene A est de 3.4 µM. De 

plus, nous avons constaté que la suppression d’un groupement hydroxy 

(benzofurane B) ne provoquait pas un changement significatif de l’activité 

antiagrégante (IC50 = 1.8 µM) alors qu’une modification au niveau du groupement 

catéchol réduit la capacité anti agrégative du benzofurane C (IC50 9.6 µM) (Figure 

59B). 
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Figure 59 : Activité des molécules issues de l’autocondensation du DOPAL et de 

structure semblable à ceux issues de l’autocondensation, sur l’agrégation de la protéine 

Tau P301L. 

Si la présence des produits d’autocondensation du DOPAL en milieu 

biologique (cerveau, sang, urine) n’est pas connue à ce jour, la présence du 

DOPAL ainsi que le produit issu de la réaction de Pictet-Spengler du DOPAL 

avec la dopamine est bien documentée. 

Les concentrations basales du DOPAL ont été reportées pour divers fluides 

biologiques humains. Dans la substance noire du cerveau de patients males de 70 

ans, elle est de ~350-400 pg/mg (Burke et al 1999, Li et al 2001). Les 

concentrations du DOPAL dans l’urine et le plasma d’hommes en bonne santé 

sont de 10 nM et 64 nM respectivement (Burke et al 1999). La formation exogène 

de DOPAL a été démontrée pour la première fois en 1973 via la détection de 

tétrahydropapavéroline dans l’urine de patients parkinsoniens traités avec la L-

dopa (Sandler et al 1973). Mais la formation de S-tétrahydropapavéroline a aussi 

A 

B 
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été identifiée. C’est le premier intermédiaire de la biosynthèse de la morphine 

endogène dans les neuroblastomes humains (Boettcher et al 2005).  

A partir de DOPAL endogène ou exogène, il n’est néanmoins pas 

impossible que le tétrahydronaphtalène et l’époxydibenzocyclooctène A puissent 

exister in vivo mais cela reste à prouver. Les activités anti agrégantes de ces 

deux molécules sont suffisamment remarquables pour que l’on s’attache à 

contrôler leurs présences/absences dans des fluides biologiques humains. 

La sélection des trois benzofuranes vient de leur structure 2-

phénylbenzofuranique que nous pouvons retrouver dans de nombreuses 

polyphénols naturels stilbéniques comme la moracine M, le picéatannol ou encore 

le resvératrol ou des structures plus complexes comme la ε-viniferine glucoside 

(Figure 60). Ces deux derniers composés se sont révélés être de très bons 

inhibiteurs de l’agrégation des peptides β-amyloïdes (Riviere et al 2010) ; 

(Richard et al 2011). 

 

 Figure 60 : Structure de molécules comparable aux benzofuranes. 
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Excepté l’hydroxytyrosol, les molécules dérivées de la voie de 

métabolisation du DOPAL ne semblent pas entrainer une inhibition de 

l’agrégation à faible concentration. La différence d’agrégation observée entre ces 

molécules ne s’avère pas être provoquée par les modifications chimiques du 

noyau catéchol comme nous avons pu le croire, mais plutôt de la chaine latéral 

hydroxyethyle. 

Tandis que, les résultats obtenus avec les dimères du DOPAL et les 

benzofuranes ont montré une forte activité anti agrégante et l’importance du 

groupement catechol. 

Ces résultats restent à être confirmer in cellulo et in vivo pour contrôler la 

toxicité des molécules.  

3.2.3 Les polyphénols dérivés du romarin  

Le romarin est un arbrisseau de la famille des Lamiacées, poussant à l’état 

sauvage sur le pourtour méditerranéen. Cette plante fait l’objet de très 

nombreuses mentions historiques et légendaires.  

Selon une légende, le romarin était à l’origine une plante à fleurs blanches. 

Avant de donner naissance à l'enfant Jésus, Marie, aurait déposé sa cape de 

couleur bleue sur un romarin planté devant l'étable. La cape aurait déteint sur 

l'arbrisseau et c'est ainsi que, depuis, tous les romarins fleurissent bleus.  

Certains voient dans cette légende une autre origine possible au nom Romarin à 

savoir "Rose de Marie" (l'appellation anglaise étant d'ailleurs Rosemary). 

L’Histoire voudrait que les égyptiens plaçaient des rameaux de romarin dans la 

tombe des pharaons afin de fortifier leur âme. De plus, le romarin était très 

populaire durant les épidémies de peste : les rameaux étaient brulés pour purifier 

l’air.  

Le romarin est une source naturelle et importante d’acide rosmarinique. 

Des expériences in vitro et in vivo (murin) indiquent que l’activité antioxydante 

de l’acide rosmarinique pourrait inhiber la prolifération des cellules cancéreuses 

(Fahim et al 1999). Les chercheurs attribuent les effets antiproliférateur (Visanji 
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et al 2006) et antimutagène (Del Bano et al 2006) du romarin aux composés 

polyphénoliques qu’il renferme. 

Des études in vitro réalisées par Masuda et coll. (Masuda et al 2006) ont 

montré un effet anti agrégatif de l’acide rosmarinique sur les protéines Aβ, α-

synucléine et Tau, avec des IC50 respectivement de 12 µM, 4.8 µM, 16.6 µM. Ces 

résultats suggèrent que l’acide rosmarinique pourrait aider à lutter contre les 

maladies neurodégénératives caractérisées par la formation de filaments 

fibrillaires. 

Nous avons testés l’acide rosmarinique et deux dérivés nitrés 

précédemment synthétisés au laboratoire dans le but de mimer la nitration qui 

pourrait avoir lieu dans la salive et l’estomac (Figure 61) (Dubois et al 2008). 

 

Figure 61 : Structure de l’acide rosmarinique, de l’acide mononitré et dinitré. 

 

Ces trois composés ne montrent pas d’effet notable sur l’agrégation de Tau 

P301L, que ça soit par diffusion de la lumière (Figure 62) ou par fluorescence du 

ThS (Figure 63). 
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Figure 62 : Courbes d’agrégation de la protéine Tau P301L en présence d’Acide 

Rosmarinique et d’Acide DinitroRosmarinique, suivies par diffusion de la lumiére. 

L’inhibition de l’agrégation n’est presque pas du tout affectée par ces 

modifications comme nous pouvons le voir sur les histogrammes suivants. 

 

 

 

Figure 63 : Histogrammes 

représentant le pourcentage 

d’inhibition de l’agrégation de l’Acide 

Rosmarinique et de ses dérivés, 

mesuré par fluorescence du ThS. 
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L’agrégation est inhibée d’environ 50% en présence de 100µM d’acide 

rosmarinique et d’acide mononitrorosmarinique, alors que l’acide 

dinitrorosmarinique empêcherait l’agrégation d’environ 80% à une concentration 

de 100µM. 

Ces résultats montrent qu’une faible concentration de polyphénols rosmarinique 

semble être inefficace face à l’agrégation de Tau in vitro. 

 

 

 

3.3  Conclusion 

Les polyphénols sont présents dans plusieurs fruits et légumes. Ils sont 

responsables de l’astringence de certains aliments en précipitant certaines 

protéines (Hagerman & Butler 1981). La communauté scientifique leur confère 

également  des  propriétés  médicinales  chez l’homme. En effet, leurs multiples 

groupements phénoliques auraient des effets antioxydant, anticancérigène, 

antibactérien (Chen et al 2004) ; (Frankel et al 1993)... 

Les polyphénols ont une affinité significative pour les protéines et les 

peptides qui contiennent une forte concentration de résidus proline dans leurs 

séquences (Hagerman & Butler, 1981). Les trois acides aminés les plus 

représentés au sein de ces protéines, proline, glutamine et glycine, permettent à 

la protéine d’adopter une structure ouverte qui facilite l’approche  des  

polyphénols (Sarni-Manchado et al 1999).   
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Les principaux mécanismes d’interaction entre les polyphénols et les  

protéines sont au nombre de trois, représentés sur la figure 64 : les interactions 

hydrophobes (forces attractives de Van der Waals), les liaisons hydrogène et enfin 

les interactions de type ioniques absentes au pH utilisé, acide. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 64 : Interaction des protéines avec les polyphénols. 

La liaison majeure polyphénols-protéines commence par une interaction 

hydrophobe entre les résidus prolines et le noyau aromatique des phénols, puis 

par la formation d’agrégats de petites tailles et enfin par une précipitation des 

protéines (Poncet-Legrand et al 2007). Ce mécanisme est responsable, par 

exemple, de la sensation d’astringence ressentie lorsque nous buvons du vin 

(Baxter et al 1997). La présence de prolines dans la séquence peptidique est 

nécessaire car, d’un côté, elle induit le caractère hydrophobe du squelette carboné 

et, de l’autre, la fonction carbonyle des prolines des PRPs, liée à un amide 

tertiaire, est reconnue comme plus accepteur de liaisons hydrogène que les autres 

résidus possédant un amide secondaire (Luck et al 1994). Ces liaisons hydrogène 

seraient assurées par les fonctions hydroxyle des polyphénols (Haslam 1974). Le 

cycle  pyrrolidine de la proline offre un site ouvert  et  rigide d’interaction avec la 

partie aromatique du phénol (Murray et al 1994). Le troisième type d’interaction, 
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ionique, est  probablement moins important mais peut s’ajouter à l’ensemble  des  

interactions précédentes.   

Toutes ces données nous poussent à croire que l’interaction entre nos 

polyphénols et la protéine Tau P301L s’effectue de la même manière que 

précédemment car la séquence peptidique de Tau possède 9,8% de prolines, 

11,1% de Glycines et 4,3% de Glutamines. La différence d’inhibition de 

l’agrégation entre les différents polyphénols serait due à la position des 

groupements OH, car leurs proximités sur le composé phénolique favoriseraient 

la solidité de la liaison formée (Siebert 1999). Et ceci est plutôt flagrant lorsque 

nous comparons l’IC50 des benzofuranes B et C. 
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ET 

PERSPECTIVES 
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La maladie d'Alzheimer est à la fois une maladie dévastatrice et coûteuse, et avec 

l'évolution démographique, en particulier celle de la population âgée, elle est 

devenue l'une des principales préoccupations de santé publique.  

Les lésions intracellulaires qui définissent la MA et les tauopathies sont 

corrélées avec une perte neuronale et un déclin cognitif, faisant d’eux les 

marqueurs de ces maladies. Après avoir découvert la toxicité des agrégats de 

Tau, la compréhension du processus d’agrégation de Tau a pris de l’importance. 

Les résultats présentés ici nous ont permis de clarifier quelques points 

concernant la polymérisation de Tau et de découvrir des molécules avec un fort 

potentiel anti agrégatif. 

Dans un premier temps, nous avons démontré que les meilleures 

conditions pour obtenir une bonne agrégation in vitro de la protéine Tau semble 

être : un pH entre 6 et 7, une température à 37°C, un milieu réducteur (0,3 mM 

DTT), mais également de l’héparine pour faciliter l’interaction entre deux 

protéines Tau chargées positivement. Ces conditions expérimentales in vitro 

peuvent ressembler aux conditions retrouvées in vivo. 

De plus, nous avons créé un mutant unique de Tau entier qui comprend la 

mutation P301L mais qui ne présente pas de cystéines en 291 et 322. A l’aide de 

ce mutant, nous avons constaté que l’agrégation pouvait avoir lieu en l’absence de 

ponts disulfures intermoléculaires, ce qui signifie qu’il existe un mécanisme 

d’interaction entre les protéines qui ne nécessitent pas la première étape de 

dimérisation. Ce résultat a été confirmé à l’aide du fragment Tau F4 2CS et de 

ses mutants, qui nous ont également permis de découvrir l’importance de la 

région riche en proline de la protéine Tau dans le processus d’agrégation. 

L’utilisation de P301L2CS et TauF4 2CS nous permettra dans l’avenir de 

comprendre et de suivre étape par étape le processus d’agrégation afin de 

déterminer l’origine de l’agrégation. 

Par la suite, nous avons testé plusieurs nouvelles molécules de polyphénols 

pouvant empêcher l’agrégation des protéines Tau et nous avons constaté que les 

molécules dérivées de l’huile d’olive et celles résultant de la dimérisation du 
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DOPAL, entrainent une forte inhibition de l’agrégation à très faible 

concentration. Des expériences devront être effectuées afin de vérifier si ces 

mêmes molécules peuvent provoquer la désagrégation de filaments de Tau 

préformés. De plus, des tests in cellulo et in vivo devront être réalisés afin de 

vérifier la toxicité de ces molécules. Mais le plus intéressant sera de vérifier si ces 

molécules empêchent l’élongation des agrégats fibrillaires en se fixant au niveau 

des prolines comme nous l’avons décrit précédemment. 
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