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Résumé 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative, incurable, composée 

de deux lésions neuropathologiques : les plaques amyloïdes et les dégénérescences 

neurofibrillaires (DNF). Ces dernières sont composées de protéines tau hyperphosphorylées qui 

s’accumulent et s’agrègent dans le corps cellulaire des neurones en formant des filaments 

torsadés nommés « PHF » en anglais pour « Paired Helical Filaments ». Au cours de l’évolution 

de la maladie, la progression de la pathologie tau, mise en évidence par la présence des DNF 

dans le cerveau, semble être dépendante de voies neuroanatomiquement connectées. Cette 

observation a conduit à l’hypothèse que la protéine tau pourrait se comporter comme une 

protéine prion. Dans cette hypothèse, les protéines tau anormales doivent être internalisées par 

les cellules cibles pour opérer un changement physico-chimique des protéines tau endogènes 

(nucléation), qui, à leur tour acquièrent des caractéristiques pathologiques pouvant être 

transmises dans de nouvelles cellules (propagation). Néanmoins, contrairement aux prions, le 

caractère transmissible des protéines tau pathologiques n’a jamais été démontré. 

Des contaminations iatrogènes de protéines prions ont été reportées ou suspectées à la 

suite de transfusions sanguines ou de greffes de cornées. Afin d’évaluer les similitudes possibles 

entre les prions et la protéine tau, nous avons analysé la transmission éventuelle de la pathologie 

tau par le sang ou à la suite d’une chirurgie oculaire en procédant à des injections 

intravasculaires ou intraoculaires de PHF-tau, isolés de cerveaux de patients décédés de la MA, 

dans des souris sauvages (WT) ou transgéniques exprimant une protéine tau et/ou amyloïde 

humaine sauvage ou mutée. 

Les capacités de nucléation et de propagation des PHF-tau humains ont été validées in 

vitro à l’aide d’un modèle cellulaire de détection de l’activité de nucléation de la protéine tau 

et in vivo en utilisant des injections intracérébrales dans des souris sauvages (WT). 

L’injection intravasculaire unique de PHF-tau humains a provoqué une exacerbation des 

pathologies amyloïde et tau ainsi qu’une neuroinflammation, mise en évidence par une 

activation des astrocytes et des cellules microgliales, dans des souris 5xFAD. Ces souris 

transgéniques développent des plaques amyloïdes dans le cerveau et possèdent une barrière 

hémato-encéphalique (BHE) perméable, deux caractéristiques rencontrées dans la MA et chez 

la personne âgée. Nous pensons que la perméabilité augmentée de la BHE a favorisé le passage 

des PHF-tau du sang vers le tissu cérébral et que la pathologie amyloïde pré-existante dans le 

cerveau a contribué aux effets des PHF-tau sur l’aggravation observée des pathologies tau et 

amyloïde. 

L’injection intraoculaire unique de PHF-tau humains dans des souris sauvages (WT) et 

transgéniques qui surexpriment une protéine tau humaine normale (hTau) n’a pas montré une 

propagation de la pathologie tau vers les zones relais du système visuel : le corps genouillé 

latéral (CGL) et le colliculus supérieur (CS) malgré l’internalisation des PHF-tau par les 

cellules ganglionnaires de la rétine. La quantification des DNF dans les deux zones cérébrales 

(CGL et CS) dans les souris transgéniques qui expriment une protéine tau humaine mutée (ayant 

une capacité pro-agrégante) et une protéine tau murine (Tg22) n'a pas montré de différence 

entre les souris qui ont été injectées avec des PHF-tau ou avec une fraction contrôle. Par 

conséquent, nous attribuons les DNF observées dans ces zones cérébrales à l’expression du 

transgène. Etant donné que la neuroinflammation précède la neurodégénérescence dans la MA 

et les maladies à prions, nous avons investigué la présence d’une gliose réactive. Nous avons 
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observé que les PHF-tau injectés n’ont pas provoqué de neuroinflammation dans l’œil ou dans 

les aires cérébrales du système visuel. 

L’absence de propagation de la pathologie tau dans le système visuel ne peut pas être 

expliquée par l’absence de protéines tau à recruter car des analyses comparatives de la rétine et 

du cerveau dans les différents modèles de souris étudiés ont montré une expression des 

protéines tau murines et humaines dans la rétine. Cependant, le niveau d’expression des 

protéines tau est plus faible dans la rétine comparé au cerveau, ce qui pourrait engendrer une 

capacité moindre de la rétine à propager la pathologie. En effet, il a été démontré qu’une 

augmentation de l’expression de la protéine tau, due à une duplication de son gène, chez un 

sujet humain, a conduit à la formation d’une pathologie tau, suggérant que le développement 

de cette dernière est dose-dépendante. Une plus faible expression de la protéine tau pourrait 

alors expliquer l’absence de propagation de la pathologie dans le système visuel. De plus, dans 

la rétine, nous avons observé que la protéine tau est très peu phosphorylée et n’a jamais été 

détectée sous une conformation anormale ou agrégée dans des modèles murins exprimant une 

protéine tau humaine sauvage ou mutée en présence ou non de plaques amyloïdes. Nous avons 

également observé que les kinases GSK3β et CDK5 sont exprimées dans la rétine avec un taux 

plus faible comparé au cerveau. Dans des modèles cellulaires, il a été démontré que la 

phosphorylation de la protéine tau est une étape clé pour sa sécrétion et son recrutement, deux 

mécanismes utilisés par la protéine tau pathologique pour sa propagation. Le faible niveau 

d’expression des kinases et de phosphorylation de la protéine tau dans la rétine pourrait 

également expliquer l’absence de propagation de la pathologie tau dans le système visuel. 

En conclusion, l’ensemble de ces résultats suggère que la possibilité d’une transmission 

de la protéine tau par le sang requiert davantage d’attention à l’égard de l’usage répandu des 

produits sanguins et particulièrement chez les personnes âgées qui pourraient posséder des 

facteurs aggravants telles que la présence d’agrégats de protéines amyloïdes dans le cerveau et 

une BHE compromise. 

En revanche, le risque de contamination par des protéines tau pathologiques par des 

chirurgies oculaires semble faible, au vu de nos observations. Nous pensons que les neurones 

de la rétine sont résistants à l’induction d’une pathologie tau. Nous suggérons des études 

supplémentaires pour comprendre les mécanismes qui rendent la rétine peu susceptible de 

développer une pathologie tau et ainsi pouvoir moduler les mécanismes présents dans le cerveau 

pour contrer la propagation de la pathologie tau dans le cerveau de patients atteints de la MA.
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Summary 

Alzheimer’s disease (AD) is an incurable neurodegenerative disease composed of two 

neuropathological lesions : amyloid plaques and neurofibrillary tangles (NFT). The latter are 

composed of abnormally hyperphosphorylated tau proteins that accumulate and aggregate 

inside neurons to form twisted filaments called « PHF » for « Paired Helical Filaments ». The 

progression of tau pathology, as evidenced by the presence of NFTs in the brain, appears to 

follow neuroanatomically connected pathways. This observation has led to the hypothesis that 

tau protein may have « prion-like » properties. In this hypothesis, abnormal tau proteins must 

be internalised by target cells to induce a physicochemical change in endogenous normal tau 

proteins (nucleation), which in turn acquire pathological characteristics that can be transmitted 

into new cells (propagation). However, unlike prions, the transmissibility of pathological tau 

proteins has never been demonstrated in humans. 

In this research project, we analysed the possible transmission of tau pathology through 

blood or following eye surgery by intravascular or intraocular injections of PHF-tau, isolated 

from brains of AD patients, into wild-type (WT) or transgenic mice expressing human WT or 

mutant tau or amyloid. Iatrogenic contamination by prions proteins has been reported or 

suspected following blood transfusions or corneal transplants. 

The seeding and propagation abilities of human PHF-tau were validated in vitro using a 

cell-based model of tau nucleation activity and in vivo using intracerebral injections into wild-

type mice (WT). 

A single intravascular injection of human PHF-tau induced exacerbation of amyloid and 

tau pathologies and neuroinflammation, as evidenced by activation of astrocytes and microglial 

cells, in 5xFAD mice. These transgenic mice develop amyloid plaques in the brain and have a 

permeable blood-brain barrier (BBB), both of which are features of AD and the elderly. We 

think that the increased permeability of the BBB facilitated the passage of PHF-tau from the 

blood into brain tissue and that pre-existing amyloid pathology in the brain contributed to the 

effects of PHF-tau on the observed worsening of tau and amyloid pathologies. 

Single intraocular injection of human PHF-tau into wild-type (WT) and transgenic mice 

overexpressing normal human tau protein (hTau) did not show propagation of tau pathology to 

the relay areas of the visual system : the lateral geniculate nucleus (LGN) and the superior 

colliculus (SC) despite internalisation of PHF-tau by retinal ganglion cells. Quantification of 

NFTs in both brain areas (LGN and SC) in transgenic mice expressing mutated human tau 

protein and murine tau protein (Tg22) showed no difference between mice injected with PHF-

tau or with a control fraction. Therefore, the observed NFTs are due to the expression of the 

transgene. Since neuroinflammation precedes neurodegeneration in AD and prion diseases, we 

investigated the presence of reactive gliosis. We observed that the injected PHF-tau did not 

induce neuroinflammation in the eye or in the brain areas of the visual system. 

The absence of tau pathology propagation in the visual pathway cannot be explained by 

the lack of tau proteins to recruit, as comparative analyses of the retina have shown that both 

murine and human tau proteins are expressed in the retina. However, the level of tau protein 

expression is lower in the retina than in the brain, which may result in a reduced ability of the 

retina to propagate pathology. Indeed, it has been shown that an increase in tau protein 

expression, due to MAPT gene duplication, in a human subject led to the formation of tau 

pathology, indicating a concentration-dependant kinetic of tau aggregation. A lower expression 

of the tau protein could then explain the absence of propagation of tau pathology in the visual 

pathway. Furthermore, in the retina, we observed that tau protein is very poorly phosphorylated 
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and was never detected in an abnormal or aggregated conformation in mouse models expressing 

wild-type or mutated human tau protein in the presence or absence of amyloid plaques. We also 

observed that GSK3β and CDK5 kinases are expressed in the retina at a lower level compared 

to the brain. In cellular models, it has been shown that phosphorylation of tau protein is a key 

step for its secretion and recruitment, two mechanisms used by the pathological tau protein for 

its propagation. The low level of kinase expression and phosphorylation of tau in the retina 

could also explain the absence of propagation of tau pathology in the visual pathway. 

Taken together, these findings suggest that the possibility of transmission of tau protein 

through blood requires further attention with regard to the widespread use of blood products 

and particularly in the elderly who may have aggravating factors such as the presence of 

amyloid protein aggregates in the brain and a compromised BBB. 

On the other hand, the risk of contamination with pathological tau proteins through eye 

surgery seems low, based on our observations. Our results indicate that retinal neurons are 

resistant to the induction of tau pathology. We suggest that further studies should be aimed to 

understand the mechanisms that make the retina resistant to develop tau pathology, to be able 

to modulate these mechanisms to counteract the spread of tau pathology in the brain of AD 

patients.
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BSA Bovine serum albumin/Albumine de sérum bovin 
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C99/β-CTF Fragment C-terminal de l'APP β de 99 acides aminés 

CA(1-4) Corne d'ammon (régions 1-4) 
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CCG/GCL Couche des cellules ganglionnaires/Ganglion cell layer 

CDK5 Kinase dépendante des cyclines 5 (cyclin-dependent kinase 5) 

CGL/LGN Corps genouillé latéral/Lateral geniculate nucleus 

CHO Chinese hamster ovary (cells)/(Cellules) d’ovaires de hamster de Chine 

CJD Creutzfeldt-Jakob Disease/Maladie de Creutzfeldt-Jakob  

CLDN 1/5 Claudin(e) 1/5 

CNE/ONL Couche nucléaire externe/Outer nuclear layer 

CNI/INL Couche nucléaire interne/Inner nuclear layer 

CPE/OPL Couche plexiforme externe/Outer plexiform layer 

CPI/IPL Couche plexiforme interne/Inner plexiform layer 

Cryo-EM Cryo-microscopie électronique (Cryo-electron microscopy) 

CS/SC Colliculus supérieur/Superior colliculus 

CTF Fragment C-terminal de l'APP 

CTL Contrôle 

DAB 3,3’ diaminobenzidine  

DAPI 4',6-diamidino-2-phénylindole 

DMSO Diméthylsulfoxyde 

DNF Dégénérescences neurofibrillaires 

DS Syndrome de Down 

ECL Enhanced chemiluminescence 

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay (Méthode immuno-enzymatique) 

EM/ME Electron microscopy/Microscopie électronique 
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EMA European Medecines Agency 

ETC Encéphalopathie traumatique chronique 

FAD Food and Drug administration 

FRET 
Fluorescence resonance energy transfer/Transfert d'énergie entre molécules 

fluorescentes 

FTD Démence fronto-temporale 

FTDP-17 

Démence fronto-temporale avec syndrome parkinsonien liée au 

chromosome 17 (Frontotemporal demantia with parkinsonism linked to 

chromosom-17) 

gCJD Maladie de Creutzfeldt-Jakob génétique 

GCL/CCG Ganglion cell layer/Couche des cellules ganglionnaires 

GD Gyrus denté 

GFAP Protéine acide fibrillaire gliale 

GSK3β Glycogène synthase kinase 3β (Glycogen synthase kinase 3β) 

HRP Horseradish peroxidase/Peroxydase de raifort 

Iba1 Ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IC (Injection) Intracérébrale 

iCJD Maladie de Creutzfeldt-Jakob iatrogène 

IHC Immunohistochimie 

INL/CNI Inner nuclear layer/Couche nucléaire interne 

IO (Injection) Intraoculaire 

IP (Injection) Intrapéritonéale  

IPL/CPI Inner plexiform layer/Couche plexiforme interne 

IRM Imagerie par résonnance magnétique 

IV (Injection) Intravasculaire  

Kb Kilobases 

KDa Kilodaltons 

KO Knock-out 

LCR/LCS Liquide céphalo-rachidien/Liquide cérébro-spinal  

LGN/CGL Lateral geniculate nucleus/Corps genouillé latéral 

LPS Lipopolysaccharides  

MA/AD Maladie d'Alzheimer/Alzheimer's Disease 

MAP Protéine associée aux microtubules (Microtubule-associated protein) 

MAPT/Mapt 
Protéine associée aux microtubules tau (Microtubule-associated protein 

tau) 

MMP-2/9 Métalloprotéases matricielles 2/9 

MPT Modification post-traductionnelle 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NIH National Institutes of Health 

NINCDS-

ADRDA 

National Institute of Neurological and Communicative Diseases and 

Stroke-Alzheimer's Disease and Related Disorders Association 

NMDA N-Méthyl-D-Aspartate 

O/N Overnight (Toute la nuit) 

ONL/CNE Outer nuclear layer/Couche nucléaire externe 

OPL/CPE Outer plexiform layer/Couche plexiforme externe 

P3 Peptide β-amyloïde (Aβ) 17–40/42 
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pb Paire de bases 

PCR Réaction en chaîne par polymérase (Polymerase chain reaction) 

Pen-2 Presenilin enhancer 2 

PEP Syndrome parkinsonien post-encéphalitique 

PET-scan Tomographie par émission de positrons 

PHF Paires de filaments hélicoïdaux (Paired helical filaments) 

PM Poids moléculaire 

PMCA Protein misfolding cyclic amplification 

PP2A Protéine phosphatase 2A (Protein phosphatase 2A) 

Prion Proteinaceous infectious particles (Particule infectieuse protéique) 

PRNP Gène encodant la protéine prion (humaine) 

PrPC 
Protease resistant protein (Protéine résistante aux protéases) = protéine 

prion cellulaire 

PrPSc 
Protease resistant protein (Protéine résistante aux protéases) = protéine 

prion pathologique (Sc = Scrapie) 

PS(EN)1/2 Préséniline 1/2 (Presenilin 1/2) 

PSP Paralysie supranucléaire progressive 

PTFE Polytétrafluoroéthylène  

RIPA Radioimmunoprecipitation assay 

RT Room temperature/Température ambiante  

RT-QuIC Real-Time QUaking-Induced Conversion 

sAPPα/β APP soluble α/β 

SC/CS Superior colliculus/Colliculus supérieur 

sCJD Maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique 

SDS 
Sodium dodecyl sulfate/Dodécylsulfate de sodium (ou laurylsulfate de 

sodium) 

SDS-PAGE 
Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis/Electrophorèse 

sur gel de polyacrylamide contenant du SDS 

SNC Système nerveux central 

SNP Système nerveux périphérique 

TANCs Tangle Associated Neuritic Clusters  

Tau Tubulin assembly unit 

TBS Tampon tris (Tris-buffered saline) 

TEM/MET 
Transmission electronic microscopy/Microscopie électronique à 

transmission 

TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine  

Tg Transgénique 

TPK1/2 Tau protein kinase 1/2  

UPS Système ubiquitine/protéasome (Uniquitin-proteasome system) 

UV Ultraviolet 

vCJD Variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob 

WB Western blotting 

Wnt Wingless/Integrated (Wingless-related integration site) 

WT Wild type (sauvage) 

ZO-1 Zonula occludens-1  
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Lexique 

La nomenclature utilisée pour décrire la pathologie tau contient de nombreux termes qui 

sont repris (liste non-exhaustive) et définis dans le tableau ci-dessous. Celui-ci est largement 

inspiré de l’article de (Mudher et al., 2017).  

Nom Définition 
Source 

(Modifié de) 

Pathologie 

tau 

Terme générique qui désigne les changements anormaux de la 

protéine tau : modifications post-traductionnelles et 

insolubilité ; localisation cellulaire anormale ; accumulation 

(formant des inclusions) ou agrégation de la protéine.  

(Mudher et 

al., 2017) 

 

Inclusion de 

protéines tau 

Structure intracellulaire visible au microscope, composée 

d’une accumulation de protéines tau.  

La définition donnée par (Mudher et al., 2017) a ici été 

modifiée, le terme « agrégat » a été remplacé par 

« accumulation » pour correspondre à la terminologie 

employée par notre laboratoire. 

(Mudher et 

al., 2017) 

Agrégat de 

protéines tau 

Assemblage de protéines tau hyperphosphorylées, formant 

des feuillets β plissés, en oligomères, fibrilles, filaments et 

DNF. Coloration positive au Gallyas, aux Thioflavines et au 

Rouge Congo. 

(Mudher et 

al., 2017) 

PHF              

(-tau) 

« Paired Helical Filaments » ou « Paires de filaments 

hélicoïdaux » en français.  

Assemblage et agrégation de protéines (tau) 

hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées en 

filaments torsadés. 

 

« Seed » 

Une forme de la protéine tau, composée de feuillets β plissés, 

qui induit la nucléation (le changement conformationnel 

pathologique) et l’agrégation de la protéine tau. 

(Mudher et 

al., 2017) 

Propagon 

Protéines, autres que les prions, qui induisent la conformation 

anormale de la protéine cible in vitro et/ou in vivo (capacité 

d’auto-réplication) et dont la transmission entre individus n’a 

pas été démontrée. Synonyme de « prionoide ». 

(Scheckel 

and Aguzzi, 

2018, Colin 

et al., 2020) 

Prionoide Synonyme de « propagon ». 
(Scheckel 

and Aguzzi, 

2018) 

« Prion-like » 
Processus de nucléation et de propagation attribués à d’autres 

protéines que les prions. 
(Colin et al., 

2020) 

« Seeding » 

ou nucléation 

Induction d’un changement conformationnel pathologique 

d’une protéine. 
(Colin et al., 

2020) 

Propagation 

Transport des protéines pathologiques, à la suite du processus 

de nucléation, qui permet le contact avec des protéines 

normales et la nucléation de celles-ci. La propagation peut 

avoir lieu par diffusion dans l’espace extracellulaire ou via des 

voies axoniques.  

 

(Colin et al., 

2020) 

 

DNF 

Dégénérescences NeuroFibrillaires. Accumulation de 

protéines tau agrégées sous forme de PHF dans le 

compartiment somato-dendritique des neurones. Synonyme 

de « Tangles ». 
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« Tangles » 

« Enchevêtrements » en français. Agrégats de protéines tau, 

sous forme de PHF et de filaments droits, dans le soma (corps 

cellulaire) d’un neurone. Coloration positive au Gallyas. 

Synonyme de « DNF ». 

(Mudher et 

al., 2017) 

« Neuropil 

threads » 

« Prolongements dans le neuropile » en français. Agrégats de 

protéines tau, sous forme de PHF et de filaments droits dans 

les neurites, majoritairement des dendrites. Coloration 

positive au Gallyas. 

(Mudher et 

al., 2017) 

Neurites 

dystrophiques 

Neurites, majoritairement des axones, formant une couronne 

autour d’une plaque amyloïde (Aβ). Certains neurites 

contiennent des PHF et des filaments droits colorés par le 

Gallyas. 

(Mudher et 

al., 2017) 

Plaque 

neuritique 

Structure composée d’une plaque amyloïde et des neurites 

dystrophiques qui l’entourent. Synonyme de plaque sénile. 
(Moloney et 

al., 2021) 

Plaque sénile Synonyme de plaque neuritique.  
 

 



  

 
 

“Even then, more than a year earlier, there were neurons in her head, not far from her ears, 

that were being strangled to death, too quietly for her to hear them. Some would argue that 

things were going so insiduously wrong that the neurons themselves initiated events that would 

lead to their own destruction. Whether it was molecular murder or cellular suicide, they were 

unable to warn her of what was happening before they died.”  

 

 

« Déjà à cette époque, voilà plus d’un an, il y avait sous son crâne, non loin de ses oreilles, 

des cellules qui s’étouffaient à son insu. Une agonie insidieuse : les cellules généraient elles-

mêmes leur propre destruction. Meurtre moléculaire ou suicide cellulaire, peu importe : ses 

neurones ne parvenaient pas à donner l’alerte avant de mourir. » 

 

― Lisa Genova, Still Alice / L’envol du papillon 
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1. Introduction 

1.1. La maladie d’Alzheimer 

1.1.1. L’histoire de la maladie 

La maladie d’Alzheimer (MA) a été décrite pour la première fois par le psychiatre et 

neuropathologiste allemand Alois Alzheimer en 1901 lorsqu’il rencontra la patiente Auguste 

Deter, alors âgée de 51 ans et hospitalisée à Frankfort (Fig. 1). Il décrivit que la patiente 

souffrait d’une maladie inhabituelle et progressive et présentait des symptômes de paranoïa, 

d’agressivité, de confusion et de perte de mémoire. Elle mourut cinq ans plus tard et Alzheimer 

procéda à son autopsie. Il observa que le cerveau était atrophié et qu’il présentait, à l’analyse 

microscopique, des dépôts anormaux qu’il nomma plaques et dégénérescences neurofibrillaires 

(DNF). Il présenta ces travaux en 1906 lors de la 37ème conférence des psychiatres allemands à 

Tübingen (Alzheimer, 1907). En 1912, un collègue d’Alzheimer, Emil Kraepelin, nomme cette 

maladie « la maladie d’Alzheimer » dans son « Traité de Psychiatrie » et la définit alors comme 

une démence du sujet jeune, la distinguant de la démence sénile qui est associée aux patients 

âgés. Depuis, la description de la MA a évolué. Néanmoins, les deux caractéristiques 

neuropathologiques, identifiées par des techniques histologiques, reste le seul diagnostic 

véritable pour la MA. Il s’agit, par conséquent, d’un diagnostic « post-mortem ». Actuellement, 

le diagnostic clinique de la MA repose sur différents critères décrits dans la section [1.1.4. 

Diagnostic]. 

 

 

Fig. 1 : Alois Alzheimer et sa patiente, Auguste Deter. Le psychiatre et neuropathologiste allemand 

Alois Alzheimer a décrit pour la première fois en 1901 la maladie, qui portera un peu plus tard son nom, 

en observant Auguste Deter, une patiente de l’hôpital psychiatrique de Frankfurt alors âgée de 51 ans 

qui présentait des symptômes inhabituels pour son âge tels qu’une perte de mémoire à court terme. 

Lorsqu’elle décéda en 1906, Alzheimer autopsia son cerveau et mis en évidence, par des techniques 

d’imprégnation argentique, les deux lésions neuropathologiques qui deviendront les caractéristiques de 

la maladie : les plaques amyloïdes et les dégénérescences neurofibrillaires. 
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1.1.2.  Description clinique et épidémiologie 

1.1.2.1. Description clinique 

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative caractérisée par deux 

lésions neuropathologiques [détaillées dans les sections 1.1.3.1. et 1.1.3.2.] : les plaques 

amyloïdes composées de dépôts extracellulaires de peptides amyloïdes et les dégénérescences 

neurofibrillaires composées d’une accumulation intracellulaire de protéines tau anormales dans 

les neurones (Fig. 2).  

 

Fig. 2 : Les lésions neuropathologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer : les plaques 

amyloïdes et les dégénérescences neurofibrillaires. Les plaques amyloïdes (A), extracellulaires, sont 

composées d’agrégats de peptides amyloïdes mis en évidence en brun avec un anticorps anti-Aβ42. Les 

dégénérescences neurofibrillaires (B) sont composées de protéines tau anormales qui s’accumulent et 

s’agrègent dans le corps cellulaire du neurone. Ces protéines tau agrégées sont mises en évidence en 

noir à l’aide de la coloration Gallyas. Barres d’échelle : A : 50 µm et B : 10 µm. 

Ces lésions sont accompagnées progressivement d’une perte des neurones et des 

synapses et d’une gliose réactive. L’hippocampe et le cortex cérébral s’atrophient tandis que 

les ventricules, qui permettent la circulation du liquide céphalo-rachidien, se dilatent (Fig. 3). 

Le volume de l’hippocampe évalué par IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) a montré 

qu’il est de 15 à 40 % plus petit chez des patients atteints de la MA comparé à des sujets en 

bonne santé (Pini et al., 2016). Lors des stades précoces (démence légère) de la MA, le volume 

de l’hippocampe est déjà réduit de 15 à 30 % par rapport à des sujets contrôles (van der Flier et 

al., 2005). L’évaluation de l’atrophie du lobe temporal par IRM a été proposée comme un outil 

diagnostic de la MA (Duara et al., 2008) (Fig. 3). 
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Fig. 3 : Visualisation de l’atrophie cérébrale chez un patient atteint de la maladie d’Alzheimer par 

IRM. Le cerveau montre une atrophie sévère avec un élargissement des sillons et une dilatation des 

ventricules chez un patient atteint de la maladie d’Alzheimer (B) par rapport à un cerveau d’un sujet 

sain (A). L’hippocampe (en rouge), le cortex entorhinal (en bleu) et le cortex périrhinal (une région du 

lobe temporal) (en vert) sont fortement atrophiés (B). L’évaluation du volume des zones entourées en 

couleurs a été proposée comme outil diagnostic de la MA. Images de (Duara et al., 2008). 

1.1.2.2. Epidémiologie 

La maladie d’Alzheimer (MA) est la forme la plus courante de démence dans la 

population mondiale âgée de plus de 65 ans, comptant pour 60 à 80 % des cas. Par définition, 

la démence est un terme général qui reprend certains symptômes révélant un déclin des 

capacités mentales qui vont impacter progressivement la vie quotidienne de la personne 

affectée. Ces symptômes se caractérisent entre-autres par des difficultés de réflexion et de 

langage et des troubles de la mémoire. Un rapport de 2015 (Prince et al., 2015) estimait à 46 

millions de personnes dans le monde (pour 10,5 millions en Europe) souffrant d’une forme de 

démence et ce chiffre pourrait atteindre les 131,5 millions d’ici 2050, ce qui représente un 

impact économique énorme pour les soins de santé. La prévalence de la démence dans la 

population augmente exponentiellement avec l’âge, doublant pour chaque tranche d’âge de 6,5 

ans en Europe. Toujours selon ce rapport, l’incidence a été évaluée à 9,9 millions de nouveaux 

diagnostics de démence chaque année dans le monde, ce qui représente un nouveau cas toutes 

les 3,2 secondes. 

1.1.2.2.1. Contribution des facteurs génétiques dans la maladie 

1.1.2.2.1.1. Facteurs de risques génétiques liés aux cas sporadiques 

La majorité des cas de la MA concernent des personnes âgées de plus de 65 ans, ce sont 

les cas dits sporadiques, à survenue tardive (« late-onset ») sans cause connue par opposition à 

la MA qui apparait chez des sujets de moins de 65 ans (« early-onset ») dont la cause est le plus 

souvent génétique. Néanmoins, certains facteurs de risque seraient impliqués dans les formes 

sporadiques de la MA.  

Ces facteurs de risque sont multifactoriels et comprennent des facteurs de risque 

génétiques et environnementaux. L’âge est le premier facteur de risque (Hebert et al., 1995). 

Ainsi, l’incidence de la MA est 14 fois plus élevée chez les personnes de plus de 85 ans par 

rapport aux personnes de 65 à 69 ans (Hebert et al., 1995). Le facteur de risque génétique le 
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plus impliqué est l’apolipoprotéine E (apo E). Cette protéine participe au transport des lipides 

tels que le cholestérol. Dans le système nerveux central (SNC), elle est principalement 

synthétisée par les astrocytes. Il existe trois allèles du gène de l’apo E dans la population : E2, 

E3 et E4 qui donne six phénotypes : E2/E2, E3/E3, E4/E4, E2/E3, E2/E4 et E3/E4. L’allèle E4 

est associé à un risque plus élevé de développer la MA (Corder et al., 1993, Poirier et al., 1993) 

tandis que posséder l’allèle E2 semble avoir un effet protecteur (Chartier-Harlin et al., 1994, 

Serrano-Pozo et al., 2021). En effet, une première étude avait montré que la fréquence de l’allèle 

E4 atteignait 40 % chez des patients atteints d’une forme familiale tardive de la MA (Strittmatter 

et al., 1993) alors que la fréquence des allèles E2, E3 et E4 dans la population est de 8, 77 et 15 

% respectivement selon une étude réalisée en 1997 (Bickeböller et al., 1997). La présence de 

l’allèle E4 augmente le risque pour la MA de 20 à 90 % et diminue l’âge moyen d’apparition 

de 84 à 68 ans (Corder et al., 1993). Par la suite, d’autres études ont observé cette association 

dans les formes sporadiques de la MA (Saunders et al., 1993, Chartier-Harlin et al., 1994). 

1.1.2.2.1.2. Mutations génétiques liées aux formes familiales 

La MA apparaissant de manière précoce (« early-onset »), c’est-à-dire chez des sujets 

« jeunes », de moins de 65 ans concernent 2 à 10 % des diagnostics de MA et parmi ceux-ci, 5 

à 10 % sont attribuables à des formes familiales avec des mutations dans les gènes APP 

(Protéine Précurseur de l’Amyloïde/Amyloid Precursor Protein), PSEN1 

(Préséniline1/Presenilin1) ou PSEN2 (Préséniline2/Presenilin2). Ces mutations sont 

autosomiques dominantes avec une pénétrance le plus souvent de 100 %, cela signifie que le 

sujet porteur d’une de ses mutations va déclarer la MA au cours de sa vie. Ces mutations sont 

néanmoins rares, avec une prévalence estimée à moins d’1 %.  

Les mutations dans le gène de la préséniline 1 (PSEN1) sont les plus fréquentes 

(Kelleher and Shen, 2017) tandis que les mutations dans le gène PSEN2 sont les moins 

courantes (Sherrington et al., 1996), ces gènes sont localisés sur les chromosomes 14 et 1 

respectivement. Ainsi, 10 mutations du gène PSEN2 ont été identifiées dans 18 familles tandis 

que 164 mutations ont été trouvées dans le gène PSEN1 dans 361 familles (Brouwers et al., 

2008). Les mutations dans les présénilines 1 et 2 empêchent le clivage adéquat de l’APP en 

fragments Aβ par la γ-sécrétase, ce qui se traduit par une augmentation du taux d’Aβ42, soit 

directement par une augmentation de la production d’Aβ42 ou soit par une diminution de la 

production d’Aβ40 ou soit par une combinaison des deux (Van Cauwenberghe et al., 2016). 

Les mutations dans le gène PSEN1 provoquent les formes les plus sévères de la MA avec une 

apparition de la maladie qui peut survenir très tôt, dès l’âge de 25 ans (25 à 65 ans) (Cruts et 

al., 2012). En comparaison, les mutations dans le gène PSEN2 entraînent une survenue de la 

maladie entre 39 et 88 ans (Sherrington et al., 1996, Jayadev et al., 2010). 

Les mutations dans le gène de l’APP (Goate et al., 1991), localisé sur le chromosome 

21, affectent la protéolyse de l’APP en faveur de la production du peptide Aβ42 qui est plus 

sujet à l’agrégation (Brouwers et al., 2008). La première mutation sur le gène de l’APP a été 

identifiée dans la région N-terminale de la séquence Aβ et a été surnommée mutation 

« London » (V717I) (Goate et al., 1991). Une double mutation a aussi été trouvée dans la 

portion N-terminale de la séquence Aβ et a été nommée la mutation « Swedish » 

(KM670/671NL) (Mullan et al., 1992). Depuis, plus d’une vingtaine de mutations ont été 

identifiées dans plus de 60 familles.  
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La découverte de ces mutations a conduit à la production de lignées murines 

transgéniques qui développent des plaques amyloïdes dans le cerveau. (Pour un aperçu des 

différentes lignées murines existantes, consulter la page web suivante : 

https://www.alzforum.org/research-models (Alzforum)). Dans ce projet de recherche, nous 

avons utilisé les souris transgéniques « 5xFAD » qui développent des plaques amyloïdes 

composées d’Aβ40 et 42 dans le cerveau (Fig. Sup. 1) à la suite de l’expression de deux 

transgènes portant au total cinq mutations identifiées sur les gènes qui codent pour les protéines 

APP et PSEN1 dans les formes familiales de la MA (Oakley et al., 2006). Il a été démontré que 

ces souris possédaient également une barrière hémato-encéphalique (BHE) altérée, ce qui 

reflète les observations faites dans la MA et chez la personne âgée. Ce dernier point est 

développé ci-dessous et les autres caractéristiques de ces souris transgéniques sont plus 

amplement développées dans le paragraphe [3.1.5.4.] du matériel et méthodes. 

A ce jour, aucune mutation dans le gène de la protéine tau n’a été identifiée dans la 

maladie d’Alzheimer. Néanmoins, des mutations ont été identifiées dans le gène MAPT dans 

différentes maladies qui implique la protéine tau et qui par conséquent ont été dénommées 

« tauopathies ». Ces tauopathies partagent avec la maladie d’Alzheimer des modifications post-

traductionnelles et conformationnelles rencontrées au niveau de la protéine tau pathologique. 

Les tauopathies sont décrites à la section [1.1.3.1.3.]. 

Altération de la barrière hémato-encéphalique dans la MA et au cours du 

vieillissement 

La barrière hémato-encéphalique (BHE) est une composante essentielle du SNC qui 

régule le flux d’ions, de molécules et de cellules entre le sang et le cerveau. Elle permet une 

fonction neuronale normale et protège le cerveau des toxines et des pathogènes. Elle est 

composée de vaisseaux sanguins continus non-fenestrés entourés de prolongements 

astrocytaires nommés « pieds astrocytaires ». Les cellules endothéliales qui composent la paroi 

de ces vaisseaux sanguins sont maintenues entre-elles par des jonctions serrées. L’ensemble de 

ces caractéristiques crée une véritable « barrière » très peu perméable qui permet un contrôle 

étroit du transport de molécules entre le sang et le cerveau. Bien que la plupart des régions 

cérébrales sont vascularisées par des capillaires possédant les propriétés de la BHE, certaines 

zones cérébrales (les organes circumventriculaires), proches des troisième et quatrième 

ventricules possèdent des capillaires continus fenestrés ayant une plus grande perméabilité. 

Cette perméabilité est nécessaire à leurs fonctions : détecter et évaluer la concentration de 

solutés dans le sang ou sécréter des molécules dans la circulation sanguine.  

L’altération de la BHE, et par conséquent de ses fonctions, est observée dans les 

maladies neurodégénératives. Dans la maladie d’Alzheimer, les protéines β-amyloïdes 

s’accumulent dans la paroi des vaisseaux sanguins, provoquant une angiopathie amyloïde 

cérébrale (CAA) (Greenberg et al., 2020) qui pourrait notamment perturber le transport à travers 

la BHE, une voie majeure d’élimination des peptides Aβ du cerveau (Tarasoff-Conway et al., 

2015). De plus, lors de la progression de la maladie, tandis que le peptide β-amyloïde 42 

s’accumule dans les plaques extracellulaires, le taux de β-amyloïde 42 diminue dans le liquide 

céphalo-rachidien (LCR) (Buchhave et al., 2012). 

Des études d’imagerie médicale ont montré une détérioration de la BHE chez des sujets 

atteints de la MA (Rosenberg, 2014, van de Haar et al., 2016). Des analyses post-mortem du 

cerveau de patients décédés de la MA ont montré une diminution du nombre de péricytes 
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fortement corrélée à une augmentation de l’extravasation d’immunoglobulines1 au niveau des 

capillaires de l’hippocampe et du cortex (Sengillo et al., 2013). L’étude a également observé 

une association entre l’accumulation de protéines β-amyloïdes et le déficit des péricytes dans 

les capillaires de l’hippocampe (Sengillo et al., 2013).  

Une perte progressive de l’intégrité de la BHE, au niveau de l’hippocampe, est associée 

à l’âge selon une étude réalisée par une méthode d’imagerie médicale sur des sujets qui ne 

présentaient pas de troubles cognitifs (Montagne et al., 2015).  

Les études sur des modèles animaux suggèrent que la protéine β-amyloïde est un facteur 

responsable de la perméabilité accrue de la BHE. Ainsi, l’Aβ40, qui est l’isoforme 

majoritairement retrouvée dans la paroi des microvaisseaux sanguins cérébraux entraînerait une 

diminution d’expression des protéines claudine 1 et 5 (CLDN 1 et 5) impliquées dans les 

jonctions serrées et augmenterait l’expression de métalloprotéases (MMP-2 et 9) dans des souris 

transgéniques (Tg2576) qui expriment une protéine APP humaine mutée (APPswe) (Hartz et 

al., 2012). Aussi, les peptides β-amyloïdes 42 induisent une perméabilité plus élevée de la BHE 

dans des souris 5xFAD (Oakley et al., 2006) qui expriment des protéines APP et PSEN1 

humaines mutées, en diminuant l’expression de la zonula occludens-1 (ZO-1) et en augmentant 

la sécrétion des métalloprotéases (Kook et al., 2012, Kook et al., 2013). De manière indirecte, 

une autre étude a montré l’implication des protéines β-amyloïdes dans la perméabilité de la 

BHE dans des souris 5xFAD (Batarseh et al., 2017). 

De même, l’analyse post-mortem de cerveaux atteints de la MA a montré que les taux 

de protéines impliquées dans les jonctions serrées des cellules endothéliales (CLDN5 et 

occludine (OCLN)) sont diminués dans le cortex et que cette diminution est associée à la 

sévérité de la MA et au taux d’agrégats de protéines β-amyloïdes (Aβ40 > Aβ42) (Yamazaki et 

al., 2019). La perméabilité de la BHE est uniquement augmentée lorsque les capillaires 

présentent une angiopathie amyloïde ou lorsqu’ils sont entourés de plaques amyloïdes selon 

une étude de (Wisniewski et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1 Les immunoglobulines présentes dans le tissu cérébral sont un signe d’une rupture de l’imperméabilité 

de la BHE qui ne leurs permet normalement pas de quitter le compartiment sanguin. 
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1.1.3. Etiologie 

1.1.3.1. La pathologie tau 

1.1.3.1.1. Physiologie de la protéine tau 

La protéine tau a été identifiée en 1975 et a été décrite initialement comme un facteur 

qui a la capacité d’induire la formation des microtubules (Weingarten et al., 1975). La protéine 

tau, pour « Tubulin Assembly Unit » est encodée dans l’espèce humaine par le gène MAPT 

(« microtubule-associated protein tau ») de 134 kb situé sur le bras long du chromosome 17 à 

la position 17.q21 (Neve et al., 1986). Deux haplotypes du gène humain ont été découverts et 

nommés H1 et H2, l’haplotype H1 est le plus répandu et est surexprimé dans certaines maladies 

neurodégénératives comme la paralysie supranucléaire progressive (PSP) et la dégénérescence 

corticobasale (CBD) (Houlden et al., 2001). Chez la souris, le gène Mapt se situe sur le 

chromosome 11 et contient 100 kb. La séquence du gène est bien conservée chez les 

mammifères avec une homologie de 97 à 100 % entre les primates. Le promoteur du gène 

MAPT lui confère une expression neuronale (Heicklen-Klein and Ginzburg, 2000).  

Le gène MAPT contient 16 exons dont 8 sont alternativement épissés pour donner 6 

isoformes de la protéine tau (Fig. 4). Le premier exon, qui appartient au promoteur, et l’exon 

14 sont transcrits en ARNm mais ne sont pas traduits en protéines. Les exons 4, 5, 7, 9, 11, 12 

et 13 sont constitutifs tandis que les exons 2, 3 et 10 sont alternativement transcrits. La protéine 

tau peut contenir l’exon 2, les exons 2 et 3 (l’exon 3 est exprimé uniquement en combinaison 

avec l’exon 2) ou aucun. La présence ou l’absence de ces exons 2 et 3 se traduit par la présence 

d’un (exon 2, 1N) ou deux inserts (exons 2 et 3, 2N) ou par l’absence d’insert (0N) dans le 

domaine N-terminal de la protéine. Les exons 9, 10, 11 et 12 encodent les domaines répétitifs 

de liaison aux microtubules. La protéine tau peut contenir 3 (3R) ou 4 (4R) domaines répétitifs 

de liaison aux microtubules selon l’épissage alternatif de l’exon 10, ce dernier étant responsable 

de l’expression du quatrième domaine de liaison aux microtubules. Au total ce sont 3 isoformes 

3R et 3 isoformes 4R qui sont formées, chacune des isoformes 3R ou 4R possédant 0, 1 ou 2 

inserts N-terminaux (0, 1 ou 2N) et comptant entre 352 et 441 acides aminés (a.a.) pour un 

poids moléculaire de 45 à 65 kDa. C’est pourquoi ces isoformes sont nommées 0N3R, 1N3R, 

2N3R, 0N4R, 1N4R et 2N4R. L’exon 4a, quant à lui, est exprimé dans le système nerveux 

périphérique (SNP) et double le poids moléculaire de la protéine (110 kDa), ce qui lui vaut le 

nom de « Big tau » (Goedert et al., 1992a). Trois transcrits ont été identifiés : un transcrit de 2 

kb localisé dans le noyau (Wang et al., 1993), un transcrit de 6 kb retrouvé majoritairement 

dans les neurones du SNC (Goedert et al., 1989a) et un transcrit de 8 kb rencontré dans la rétine 

et le système nerveux périphérique (SNP) (Couchie et al., 1992).  

L’expression des différentes isoformes est régulée au cours de la vie humaine. Ainsi, 

durant la vie fœtale, seule l’isoforme 0N3R est présente dans le SNC et à l’âge adulte, ce sont 

les 6 isoformes qui sont exprimées avec un ratio de 1:1 pour les isoformes 3R et 4R (Hong et 

al., 1998). Cependant, la proportion des isoformes 0N, 1N et 2N diffèrent entre elles avec 

respectivement 37 %, 54 % et 9 % d’expression (Goedert and Jakes, 1990). De plus, la 

distribution des isoformes au sein des neurones différent selon la région cérébrale. Par exemple, 

les cellules granulaires du gyrus denté de l’hippocampe2 n’expriment que les isoformes 3R 

 
2 Un schéma explicatif de l’hippocampe qui illustre les différentes régions et les connectivités entre ces 

régions est proposé en figure supplémentaire 3 (Fig. Sup. 3). 
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(Goedert et al., 1989b). Au contraire de l’être humain, la souris à l’âge adulte n’exprime que 

les 3 isoformes 4R de la protéine tau (Kosik et al., 1989). La différence fonctionnelle entre les 

isoformes 3R et 4R est la plus grande affinité pour les microtubules des isoformes 4R 

comparées aux isoformes 3R. Les séquences protéiques du tau humain et murin sont à 88 % 

identiques (Poorkaj et al., 2001). La différence majeure entre les protéines des deux espèces 

réside dans la présence de 11 résidus supplémentaires dans la protéine tau humaine dans le 

domaine N-terminal (a.a. 17 à 27). 

 

Fig. 4 : Du gène MAPT à la protéine tau. La protéine tau humaine est encodée par le gène MAPT 

situé sur le chromosome 17 qui donne par épissage alternatif des exons 2, 3 et 10, 6 isoformes de la 

protéine tau. Ces isoformes sont caractérisées par le nombre d’inserts en N-terminale (0N,1N ou 2N) et 

par le nombre de domaines de liaison aux microtubules en C-terminale (3R ou 4R). Figure de (Luna-

Muñoz et al., 2013). 

La région N-terminale de la protéine tau contient tout d’abord une région riche en 

glycine de 44 a.a. puis deux régions acides qui s’étendent des résidus 45 à 102 (la numérotation 

des résidus est basée sur la plus longue isoforme de la protéine tau, l’isoforme 2N4R de 441 

a.a). Les résidus 103 à 243 comprennent une région intermédiaire riche en proline (a.a. 151 à 

243) et les résidus 244 à 367 forment les domaines répétitifs de liaison aux microtubules qui 

sont suivis par une région de 75 a.a., constituant la partie C-terminale de la protéine (Fig. 5). 

La partie C-terminale de la protéine se lie aux microtubules tandis que la région N-terminale 

peut notamment se lier à des composants de la membrane plasmique (Brandt et al., 1995). 

La protéine tau ne possède pas de structures secondaire et tertiaire bien définies, ce qui 

en fait une protéine hautement soluble et thermostable. Néanmoins, une structure en « paper 

clip » (trombone) a été suggérée (Jeganathan et al., 2006, Kadavath et al., 2015). 
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Fig. 5 : Structure de la protéine tau. La région N-terminale de la protéine tau contient des domaines 

de liaison à différents constituants tels que la membrane plasmique et une région riche en proline. La 

partie C-terminale de la protéine contient les domaines de liaison aux microtubules. L’isoforme 

représentée est la plus longue isoforme de la protéine tau qui possède 441 acides aminés. Figure de 

(Luna-Muñoz et al., 2013). 

La protéine tau est localisée majoritairement dans les axones des neurones où elle 

remplit plusieurs fonctions. La première fonction décrite de la protéine tau est son rôle dans la 

stabilisation des microtubules. Les neurones sont des cellules polarisées qui possèdent des 

dendrites et des axones. Le maintien de leur morphologie cellulaire est primordial pour la 

conduction de l’influx nerveux à travers les synapses qui sont les zones situées entre deux 

cellules nerveuses et qui permettent la transmission d’informations entre ces deux cellules. Le 

cytosquelette neuronal, qui permet le maintien de la structure cellulaire, est composé des 

microfilaments, des neurofilaments (filaments intermédiaires spécifiques aux neurones) et des 

microtubules. Les microtubules sont des structures dynamiques qui se polymérisent et se 

dépolymérisent en permanence et sont constitués de dimères de tubulines, chaque dimère étant 

composé d’une sous-unité de tubuline α et d’une sous-unité de tubuline β. Les dimères 

s’assemblent en protofilaments pour former les microtubules qui possèdent un diamètre de 25 

nm. Outre le maintien de la forme cellulaire, les microtubules sont impliqués dans le transport 

de différents éléments vers les extrémités cellulaires ou inversement vers le corps cellulaire, on 

parle alors de transport axonal antérograde ou rétrograde respectivement. 

Il existe plusieurs protéines, à l’instar de la protéine tau, dont le rôle est de stabiliser les 

microtubules, ce sont les protéines associées aux microtubules « MAP » (« microtubule-

associated proteins ») tels que MAP1A, MAP1B et MAP2. Alors que la protéine tau est une 

protéine axonale, la protéine MAP2 est retrouvée majoritairement dans les dendrites (Binder et 

al., 1985). 

Les fonctions de la protéine tau sont régulées par différentes modifications post-

traductionnelles (MPT). La première MPT mise en évidence (Cleveland et al., 1977) et la plus 

étudiée est la phosphorylation. La protéine tau compte 85 sites de résidus sérine, thréonine et 

tyrosine qui peuvent potentiellement être phosphorylés. Ces résidus se situent majoritairement 

dans la région riche en proline et dans les régions entourant les domaines de liaison aux 

microtubules. En conditions physiologiques, la protéine tau est relativement peu phosphorylée 

à l’exception de l’isoforme 0N3R durant le développement embryonnaire qui est fortement 

phosphorylée. Différentes kinases peuvent phosphoryler la protéine tau. Parmi elles, la GSK3β 

et la CDK5, deux sérine/thréonine kinases, sont capables de phosphoryler la protéine tau en 

conditions physiologiques et pathologiques. En effet, ces kinases ont été particulièrement 

étudiées car elles semblent jouer un rôle majeur dans la physiopathologie de la maladie 

d’Alzheimer et plus particulièrement dans l’hyperphosphorylation de la protéine tau. Une brève 
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description de la GSK3β et de la CDK5 est présentée ci-dessous. Leurs rôles pathologiques sont 

décrits dans la section [1.1.3.1.2. La protéine tau pathologique]. 

La GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3β) est une enzyme impliquée notamment dans 

l’homéostasie du glucose et le métabolisme énergétique et dans les voies de signalisation 

cellulaire de l’apoptose. Elle est exprimée de manière ubiquitaire dans le cerveau et dans de 

nombreux autres tissus. Elle est constitutivement active et est principalement inhibée par 

l’insuline et Wnt. Ainsi, la liaison de la protéine Wnt à son récepteur va induire l’inhibition de 

la GSK3β qui ne pourra plus phosphoryler la β-caténine, augmentant dès lors le taux de β-

caténine dans la cellule. En effet, lorsque la GSK3β est active, elle phosphoryle la β-caténine 

qui sera ensuite dégradée par le protéasome. Pour atteindre son maximum d’activité, la GSK3β 

doit être phosphorylée sur son résidu Tyr216 (Hughes et al., 1993). A l’inverse, la 

phosphorylation du résidu Ser9 conduit à une réduction de l’activité de la kinase.  

La GSK3β peut phosphoryler la protéine tau par deux mécanismes. La GSK3β peut 

phosphoryler directement la protéine sur les épitopes Ser396 ou Ser404 ou requiert une 

phosphorylation préalable de la protéine par une autre kinase pour phosphoryler le résidu 

Thr231 (Cho and Johnson, 2004), ces épitopes sont reconnus par les anticorps PHF-1 et AT-

180 respectivement (Cho and Johnson, 2003). Néanmoins, une autre équipe a montré que le 

résidu Ser404 doit être primo phosphorylé afin que la GSK3β puisse à son tour phosphoryler la 

Ser396 (Li and Paudel, 2006). Chose intéressante, il semblerait que la CDK5 soit responsable 

de la pré-phosphorylation de certains résidus nécessaires à l’action ultérieure de la GSK3β (Li 

et al., 2006). 

La CDK5 (Cyclin Dependent Kinase 5) est une enzyme principalement exprimée à des 

taux élevés dans les neurones du SNC où elle est impliquée dans la migration neuronale et la 

plasticité synaptique en phosphorylant des protéines qui jouent un rôle dans l’organisation du 

cytosquelette, dans les processus d’endocytose et d’exocytose et dans l’apoptose. Pour être 

activée, la CDK5 a besoin de se lier à une sous-unité régulatrice nommée « p35 ». p35 est une 

protéine qui est exprimée de manière spécifique par les neurones (Hellmich et al., 1992) et qui 

est rapidement dégradée par le système ubiquitine/protéasome (UPS) après 

autophosphosphorylation par la CDK5 (Patrick et al., 1998). p35 peut être clivée en p25 par la 

calpaïne, une enzyme lysosomale.  Ce clivage en p25 entraîne une augmentation de la durée de 

vie de cette sous-unité et modifie l’activité de la CDK5 (Patrick et al., 1999) ainsi que la 

spécificité de ses substrats. De plus, la localisation de la kinase change, lorsqu’elle est associée 

à p35, elle est liée à la membrane ou au cytosquelette tandis que lorsqu’elle est jointe à p25, 

elle devient une protéine soluble (Hisanaga and Saito, 2003). 

A l’inverse des kinases, qui ajoutent des groupements phosphates sur les protéines, les 

phosphatases les enlèvent. Plusieurs parmi elles sont capables de déphosphoryler la protéine 

tau dont la PP2A (« Protein Phosphatase 2 »). Une étude a montré que l’inhibition de la PP2A 

entraînait une diminution de l’activité de la GSK3β via l’augmentation de la phosphorylation 

de son résidu Ser9 (Qian et al., 2010). 

Les autres modifications post-traductionnelles (pour revue, voir : (Martin et al., 2011, 

Tapia-Rojas et al., 2019)) qui ont été décrites pour la protéine tau sont la glycosylation, la 

glycation, la méthylation, l’acétylation, la sumoylation, la prolyl-isomérisation, la nitration et 

l’ubiquitination. Néanmoins, la glycation et la nitration sont observés en conditions 

pathologiques (Martin et al., 2011). 
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La protéine tau peut être dégradée par le système ubiquitine/protéasome (UPS) et par la 

voie de l’autophagie et du lysosome (ALP). Un dysfonctionnement de ces systèmes 

d’élimination pourrait jouer un rôle dans l’accumulation des protéines tau (et amyloïdes) au 

cours de la MA. Par exemple, la présence des PHF-tau dans un cerveau atteint de la MA semble 

être corrélée à une diminution de l’activité du protéasome (Keck et al., 2003). 

1.1.3.1.2. La protéine tau pathologique 

Le constituant des dégénérescences neurofibrillaires (Fig. 2B) fut identifié comme étant 

la protéine tau pour la première fois en 1985 par le Prof. Jean-Pierre Brion (Brion et al., 1985). 

D’autres équipes ont ensuite confirmés cette découverte (Grundke-Iqbal et al., 1986, Kosik et 

al., 1986, Wood et al., 1986, Lee et al., 1991).  

La protéine tau en conditions pathologiques a été rapidement identifiée comme une 

protéine hyperphosphorylée (Grundke-Iqbal et al., 1986). En effet, la protéine tau dans un 

cerveau humain en bonne santé contient 2-3 moles de groupements phosphates/mole de 

protéines tau tandis que la protéine tau dans un cerveau atteint de la MA est 3 à 4 fois plus 

phosphorylée que la protéine tau normale. L’hyperphosphorylation (temporaire) de la protéine 

tau peut également avoir lieu dans certaines conditions physiologiques telles que pendant le 

développement embryonnaire (Yu et al., 2009) ou pendant l’hibernation de certains animaux 

(Arendt et al., 2003) et durant certaines situations comme une anesthésie (Planel et al., 2007, 

Whittington et al., 2013) ou une hypothermie (Bretteville et al., 2012). Néanmoins, cette 

hyperphosphorylation n'est pas comparable à celle observée dans la MA. De plus, la 

phosphorylation de la protéine tau se fait également sur des sites qui ne sont pas phosphorylés 

en conditions physiologiques (Fig. 6).  

 

Fig. 6 : Sites de phosphorylation de la protéine tau en conditions physiologiques et pathologiques. 

La protéine tau contient approximativement 85 résidus thréonine (T), sérine (S) ou tyrosine (Y) qui 

peuvent être phosphorylés en conditions physiologiques et/ou en conditions pathologiques. 49 sites 

phosphorylés ont été identifiés dans les cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer et sont indiqués 

sous la représentation de l’isoforme 2N4R. Image modifiée de (Arastoo et al., 2020), les auteurs ont tiré 

les informations représentées de (Hanger, 2020). 

Les protéines tau hyperphosphorylées et anormalement phosphorylées s’assemblent et 

s’agrègent ensuite en filaments torsadés nommés « PHF » (paired helical filaments) (Fig. 7) et 

dans une moindre proportion en filaments droits dans la MA (Yagishita et al., 1981) pour former 

les dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Les PHF et les filaments droits ont été observés 
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en microscopie électronique dès 1963 (KIDD, 1963). Les filaments de PHF sont composés de 

deux « brins » torsadés l’un autour de l’autre avec une périodicité de 80 nm et une largeur 

variant de 8 à 20 nm (Crowther and Wischik, 1985) tandis que les filaments droits n’ont pas 

cette périodicité (Crowther, 1991). L’accumulation de protéines tau, sous forme de PHF et de 

filaments droits, dans le compartiment somato-dendritique des neurones forment les DNF. Ces 

« enchevêtrements » de protéines tau dans le corps cellulaire neuronal sont appelés « tangles » 

en anglais. On peut également retrouver des accumulations de protéines tau pathologiques dans 

des prolongements axonaux et dendritiques (« neuropil threads ») et des neurites dystrophiques 

(« dystrophic neurites ») qui entourent les plaques amyloïdes. La protéine tau est une protéine 

dont les fonctions sont régulées par la phosphorylation. Lorsqu’elle est phosphorylée en 

conditions physiologiques, la protéine tau se détache des microtubules. Par conséquent, 

lorsqu’elle est hyperphosphorylée et anormalement phosphorylée en conditions pathologiques, 

comme dans la MA, elle ne peut plus se fixer aux microtubules qui se déstabilisent (Iqbal et al., 

1986) entraînant probablement une altération du transport axoplasmique et par la suite une 

dégénérescence de l’axone qui aboutit à une perte de connectivité des neurones affectés. En 

effet, la protéine tau contient des domaines de liaison aux microtubules chargés positivement 

qui sont attirés par les microtubules chargés négativement. La phosphorylation anormale et 

excessive de la protéine tau pourrait neutraliser ses charges positives (Jho et al., 2010) et 

l’empêcher de se lier à la tubuline. De plus, la phosphorylation anormale de la protéine tau 

augmenterait les interactions entre ces protéines tau (Zhang et al., 2021a) et entraînerait la 

séquestration d’autres protéines associées aux microtubules (MAP) (Alonso et al., 1997), ce qui 

renforcerait la déstabilisation des microtubules.  

Les PHF sont formés d’une partie centrale (« core »), résistante à la pronase (Wischik 

et al., 1988), d’où ressortent les extrémités N- et C-terminales des protéines tau (« fuzzy coat »). 

La structure des PHF et des filaments droits est composée de feuillets β plissés (Berriman et al., 

2003). Une étude détaillée par Cryo-EM de la structure des PHF (Fig. 7) et des filaments droits 

(Fitzpatrick et al., 2017) a montré que la partie centrale est composée des répétitions R3 et R4 

(a.a. V306 à F378) qui forment 8 feuillets β plissés et qui comprennent l’hexapeptide 

306VQIVYK311 nécessaire pour la formation des filaments de tau (von Bergen et al., 2000).  

 

Fig. 7 : Les filaments torsadés ou « PHF » (Paired Helical Filaments) dans la maladie d’Alzheimer. 

A : Filament observé en microscopie électronique à transmission. B : Représentation schématique de la 

structure d’un PHF. Les PHF sont composés de paires de protofilaments de protéines tau qui 

comprennent les résidus 306 à 378 et formant le « core » du PHF qui est probablement nécessaire et 

suffisant pour l’assemblage des protéines tau dans la MA. Photo du laboratoire d’histologie en A et 

image modifiée de (Fitzpatrick et al., 2017) en B. 
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Dans la MA, les six isoformes de la protéine tau sont hyperphosphorylées et présentes 

dans les PHF. En effet, l’analyse par western blotting (WB) des PHF isolés d’un cerveau atteint 

de la MA (Fig. 8) montre trois bandes majeures de 60 kDa (correspondant à l’isoforme 0N3R), 

64 kDa (correspondant aux isoformes 0N4R et 1N3R) et 68 kDa (correspondant aux isoformes 

1N4R et 2N3R) et une bande mineure à 72 kDa (correspondant à l’isoforme 2N4R) (Goedert et 

al., 1992b). Les trois bandes majeures des PHF-tau forment un triplet de protéines aussi connues 

sous le nom de fraction « A68 » (Ksiezak-Reding et al., 1990, Brion et al., 1991, Lee et al., 

1991). L’hyperphosphorylation des différentes isoformes de tau est responsable du poids 

moléculaire (PM) plus élevé observé en WB par rapport à la protéine tau en conditions 

physiologiques (Brion et al., 1991) dont le PM est compris entre 45 et 65 kDa. L’analyse des 

PHF a été rendue possible grâce à leur isolation de cerveaux humains atteints de la MA (ou 

d’une autre tauopathie) par la méthode sarkosyl (Goedert et al., 1992b). Les PHF sont contenus 

dans la fraction dite « insoluble » au sarkosyl car ils sont résistants à ce détergent, contrairement 

aux protéines « solubles ».  

La phosphorylation de la protéine tau est importante pour son agrégation. En effet, la 

déphosphorylation in vitro des protéines tau empêchent la formation des PHF (Alonso  et al., 

2001). L’hyperphosphorylation de la protéine tau dans la MA pourrait être la conséquence 

d’une augmentation de l’activité des kinases et/ou d’une diminution de l’activité des 

phosphatases (Chung, 2009). Deux kinases (isolées originellement à partir de microtubules de 

cerveaux bovins) ont montré une capacité particulière à phosphoryler la protéine tau et ont été 

nommées TPK1 et TPK2 pour « Tau Protein Kinase 1 ou 2 ». La TPK1 a montré une aptitude 

à phosphoryler des épitopes présents dans les PHF (Ishiguro et al., 1992b, Ishiguro et al., 

1992a). Un peu plus tard, les TPK1 et 2 ont été identifiées comme la GSK3β (Ishiguro et al., 

1993) et la CDK5 (Ishiguro et al., 1993) respectivement. A l’instar de la GSK3β, la CDK5 peut 

phosphoryler des résidus de la protéine tau observés dans la MA (Baumann et al., 1993). Les 

kinases GSK3β et CDK5 peuvent s’influencer et augmenter la phosphorylation de la protéine 

tau (Engmann and Giese, 2009). Par exemple, la primo phosphorylation de la protéine tau par 

la TPK2/CDK5 favorise la phosphorylation ultérieure de la protéine par la TPK1/GSK3β 

(Imahori and Uchida, 1997, Sengupta et al., 1997, Li et al., 2006). L’expression et l’activité de 

la GSK3β sont augmentées dans les cerveaux atteints de la MA par rapport à des cerveaux en 

bonne santé (Hye et al., 2005, Leroy et al., 2007b), de même, le taux de p25 (Tseng et al., 2002), 

et par conséquent l’activité de la CDK5, sont augmentés dans les cerveaux affectés par la MA 

(Patrick et al., 1999). De plus, les deux kinases sont co-localisées avec les DNF (Yamaguchi et 

al., 1996). (Pour revues, voir : GSK3β (Hernandez et al., 2013) et CDK5 : (Kimura et al., 2014) 

). 

En ce qui concerne les phosphatases, et plus spécifiquement la protéine phosphatase 2A 

(PP2A), qui est l’enzyme majeure impliquée dans les activités phosphatases du cerveau, a une 

activité moindre dans un cerveau atteint de la MA (Gong et al., 1993, Gong et al., 1995) et la 

déphosphorylation de PHF-tau isolés de cerveaux atteints de la MA par la phosphatase PP2A 

empêche leur polymérisation en PHF tout en restaurant leurs capacités de se lier aux tubulines 

et de promouvoir leur assemblage pour former les microtubules (Wang et al., 2007). (Pour 

revue, voir : (Sontag and Sontag, 2014)). 
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1.1.3.1.3. Tauopathies 

L’étude de la pathologie tau dans la MA a connu un regain d’intérêt avec la découverte 

en 1998 de mutations dans le gène MAPT (Hutton et al., 1998), qui code pour la protéine tau, 

dans certaines démences fronto-temporales qui font partie d’un groupe de maladies nommées 

« tauopathies ». Ces mutations entraînent une pathologie tau similaire à celle observée dans la 

MA mais en l’absence de dépôts amyloïdes. Par conséquent, cela démontrait que la protéine 

tau pouvait induire, à elle seule, une maladie neurodégénérative. La recherche sur la MA a en 

effet longtemps privilégié l’étude de la pathologie amyloïde, étant donné que la forme familiale 

de la MA résulte de mutations dans les gènes impliqués dans le métabolisme de l’amyloïde. 

Néanmoins, le nombre et la localisation des DNF, et non les plaques amyloïdes, sont fortement 

corrélées avec la sévérité des troubles cognitifs et par conséquent avec les symptômes cliniques 

(Alafuzoff et al., 1987, Duyckaerts et al., 1987, Dickson et al., 1988, Arriagada et al., 1992, 

Giannakopoulos et al., 2003). De plus, le nombre de plaques amyloïdes chez des sujets en bonne 

santé est souvent comparable à celui trouvé chez des personnes du même âge atteintes de la 

MA (Mann et al., 1989). Enfin, les échecs consécutifs des essais cliniques ciblant le peptide 

amyloïde ont poussé nombre de chercheurs à reconsidérer l’implication de la protéine tau dans 

le déclin cognitif observé dans la MA. 

Les tauopathies sont un groupe de maladies neurodégénératives caractérisées par la 

présence de dépôts anormaux de la protéine tau dans le cerveau. Le terme « tauopathie » a été 

introduit pour la première fois en 1997 pour décrire une démence présénile à transmission 

autosomique dominante caractérisée par une pathologie tau en l’absence d’une pathologie 

amyloïde (Spillantini et al., 1997). Les différents symptômes cliniques des tauopathies sont 

associés aux zones cérébrales affectées par les DNF. Les DNF présentes dans ces tauopathies 

sont composées des 6 isoformes de la protéine tau, des formes 4R ou 3R uniquement. La 

maladie d’Alzheimer (AD), le syndrome de Down (DS), le syndrome de Guam (ALS/PDC), 

l’encéphalopathie traumatique chronique (ETC), le syndrome parkinsonien post-encéphalitique 

(PEP) et certaines formes de démence fronto-temporale (FTDP-17) sont des exemples de 

tauopathies qui impliquent les 6 isoformes de la protéine tau. Les tauopathies avec des 

isoformes 4R comprennent la dégénérescence corticobasale (CBD), la paralysie supranucléaire 

progressive (PSP) et certaines formes de démences fronto-temporales (FTDP-17). La maladie 

de Pick est une tauopathie qui engendre l’agrégation uniquement des isoformes 3R. L’analyse 

par western blotting des PHF et/ou des filaments droits montre des profils typiques de migration 

avec 3 bandes majeures observées à 69, 64 et 55 kDa dans les tauopathies qui impliquent les 6 

isoformes de la protéine tau telles que la MA tandis que les formes 4R de tauopathies montrent 

2 bandes majeures à 69 et 64 kDa comme dans la CBD ou la PSP. Les formes 3R telles que la 

maladie de Pick montrent 2 bandes majeures à 64 et 55 kDa (Fig. 8). L’accumulation de 

protéines tau anormales est présente dans les neurones mais peut également être observée dans 

les astrocytes et les oligodendrocytes comme dans la PSP et la CBD mais également dans les 

démences fronto-temporales  (Mirra et al., 1999, Rizzu et al., 2000). 
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Fig. 8 : Profils typiques de migration par western blotting des protéines tau isolées de cerveaux 

humains atteints de différentes tauopathies à l’aide de l’anticorps AD2 (Buée-Scherrer et al., 1996) 

qui met en évidence les protéines tau hyperphosphorylées et formant des PHF. Les bandes obtenues 

par western blotting sont illustrées à gauche et les isoformes qui composent ces bandes sont représentées 

schématiquement à droite (insert jaune : 1N, insert jaune et vert : 2N, insert rouge : 4R et P : 

(hyper)phosphorylation). Les 6 isoformes de la protéine tau sont impliquées dans la maladie 

d’Alzheimer (AD) et forment un triplet typique (Tau 55, 64 et 69) avec une bande mineure à 74 kDa 

(Tau 74). Ce motif est également observé avec le syndrome de Down (DS), le syndrome parkinsonien 

post-encéphalitique (PEP), le syndrome de Guam (ALS/PDC) et certaines formes de démence fronto-

temporale (FTDP-17). Les tauopathies qui impliquent les isoformes 4R montrent un doublet typique à 

69 et 64 kDa (Tau 69 et 64) et sont la dégénérescence corticobasale (CBD), la paralysie supranucléaire 

progressive (PSP) et certaines formes de FTDP-17. La maladie de Pick est une tauopathie qui implique 

les isoformes 3R et qui montre un doublet typique à 64 et 55 kDa (Tau 64 et 55). Figure modifiée de 

(Buee et al., 2000). 

Bien que la plupart des tauopathies sont sporadiques, certaines résultent de mutations 

dans le gène MAPT (Fig. 9), ce sont les démences fronto-temporales liée au chromosome 17 

(en anglais « FTDP-17 pour familial frontotemporal dementia with Parkinsonism linked to 

chromosome-17 »). Les démences fronto-temporales sont caractérisées par la présence de 

filaments de tau dans les neurones et parfois dans les cellules gliales des lobes frontaux et 

temporaux du cortex accompagnés par une atrophie de ces régions cérébrales (Ghetti et al., 

2015). Plus de 50 mutations ont été découvertes dans approximativement 150 familles (Strang 

et al., 2019). L’âge d’apparition des symptômes est compris entre 20 et 70 ans avec une 

moyenne de 49 ans, comme observé dans les cas sporadiques (Ghetti et al., 2015). 

Les mutations (Fig. 9) entraînent différents effets sur la protéine tau en modifiant ses 

propriétés physiologiques. Ainsi, les mutations (P301L, V337M et R406W) réduisent la 

capacité de la protéine tau à promouvoir l’assemblage des microtubules (Hasegawa et al., 1998, 

Hong et al., 1998) probablement en favorisant l’hyperphosphorylation de tau (Alonso Adel et 

al., 2004) qui entraîne son agrégation (Nacharaju et al., 1999, Barghorn et al., 2000, von Bergen 

et al., 2001). Certaines mutations (I260V) entraînent une pathologie 4R uniquement (Grover et 
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al., 2003) tandis que d’autres (P301L) ne modifient pas le ratio 4R/3R (Rizzu et al., 2000). 

Quelques mutations, telles que la mutation N279K, peuvent augmenter le ratio 4R/3R en 

favorisant directement l’épissage de l’exon 10 (Hong et al., 1998). Aussi, plusieurs mutations 

conférent, aux protéines tau, des capacités élevées à s’(auto-)agréger, en particulier les 

mutations ΔK280 et P301L (Barghorn et al., 2000). Ces effets peuvent également se cumuler 

dans le cas de certaines mutations (ΔN296 et N296H) (Yoshida et al., 2002). D’autres 

mécanismes pourraient aussi jouer un rôle, par exemple, certaines mutations (P301L, P301S, 

V337M et R406W) entraînent une capacité moindre de la protéine tau à se lier à la phosphatase 

2A (PP2A) (Goedert et al., 2000).  

 

Fig. 9 : Schéma représentant certaines mutations de la protéine tau rencontrées dans les démences 

fronto-temporales (FTDP-17). L’image illustre la plus longue isoforme de la protéine tau humaine 

(441 acides aminés) qui comprend quatre domaines de liaison aux microtubules (R1 à R4), entourés de 

régions riches en prolines (P1, P2 et P’) et deux inserts (I1 et I2) situés à l’extrémité N-terminale. Le 

domaine de liaison aux microtubules R2 et les deux inserts (I1 et I2) peuvent être absents en fonction 

de l’épissage alternatif. La majorité des mutations de la protéine tau ont été identifiées dans les domaines 

de liaisons aux microtubules (R1 à R4). Les mutations présentent dans le domaine R2 affectent, par 

conséquent, uniquement les isoformes 4R de la protéine tau. Image modifiée de (Barghorn et al., 2000). 

La découverte de ces mutations dans le gène MAPT a conduit rapidement à la 

production de lignées murines transgéniques qui reproduisent l’essentiel de la pathologie 

cérébrale observée dans les tauopathies. (Pour un aperçu des différentes lignées murines 

existantes, consulter la page web suivante : https://www.alzforum.org/research-models 

(Alzforum)). Dans ce projet de recherche, nous avons utilisé les souris transgéniques « Tg22 » 

(Schindowski et al., 2006) et « Tg30 » (Leroy et al., 2007a) qui expriment une protéine tau 

mutée aux acides aminés G272V et P301S. Ces souris développent une pathologie tau dans 

l’hippocampe (Fig. Sup. 2) et le cortex. Les caractéristiques de ces souris sont plus amplement 

discutées dans le paragraphe [3.1.5.1.] du matériel et méthodes. 

1.1.3.2. La pathologie amyloïde 

1.1.3.2.1. Physiopathologie de la protéine amyloïde 

La protéine précurseur de l’amyloïde-β (APP) est une protéine transmembranaire de 695 

à 770 acides aminés encodée par le gène APP situé sur le chromosome 21 dans l’espèce 

humaine. Il existe deux voies métaboliques de l’APP, la voie « non-amyloïdogénique » et la 

voie « amyloïdogénique » qui entraînent respectivement, la production du peptide sAPPα qui 

aurait des propriétés neuroprotectrices et la production du peptide Aβ notamment (Fig. 10). 

Dans la voie « non-amyloïdogénique » (Fig. 10), l’APP transmembranaire est clivée par 

l’enzyme α-sécrétase qui libère un fragment soluble sAPPα et produit un fragment 

transmembranaire C83/α-CTF. Ce dernier est ensuite clivé par l’enzyme γ-sécrétase (composée 
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de 4 sous-unités : PSEN1/2, nicastrin, Aph-1 et Pen-2) pour donner un fragment P3 

extracellulaire et un fragment AICD intracellulaire.  

Par la voie « amyloïdogénique » (Fig. 10), l’APP transmembranaire est clivée par 

l’enzyme β-sécrétase pour produire un fragment soluble sAPPβ et un fragment 

transmembranaire C99/β-CTF qui sera à son tour clivé par l’enzyme γ-sécrétase pour libérer le 

peptide Aβ dans l’espace extracellulaire et le facteur de transcription AICD dans l’espace 

intracellulaire. La longueur du fragment Aβ est déterminée par la position du clivage par la γ-

sécrétase qui conduit à la génération de peptides ayant de 38 à 42 acides aminés. 

 

Fig. 10 : Métabolisme du précurseur de la protéine amyloïde (APP). L’APP est une protéine 

transmembranaire clivée par l’enzyme α-sécrétase dans la voie « non-amyloïdogénique » ou par 

l’enzyme β-sécrétase dans la voie « amyloïdogénique » pour donner les fragments solubles sAPP (α ou 

β) et les fragments transmembranaires C83 ou C99. Les fragments C83 et C99 sont ensuite clivés par 

l’enzyme γ-sécrétase pour donner le peptide intracellulaire AICD dans les 2 voies et pour libérer le 

peptide p3 dans la voie non-amyloïdogénique ou le peptide Aβ dans la voie amyloïdogénique. 

L’accumulation et l’agrégation des peptides Aβ forment les plaques amyloïdes dans la maladie 

d’Alzheimer. Figure de (Ristori et al., 2020). 

Parmi les protéines Aβ produites, l’Aβ40 est le peptide majoritairement sécrété (80 à 90 

% des protéines Aβ) en conditions physiologiques alors que le peptide Aβ42, qui compte pour 

10 % des protéines Aβ totales, est le peptide qui constitue majoritairement les plaques 

amyloïdes dans un cerveau atteint de la MA, cela étant dû à ses propriétés d’agrégation 

(Iwatsubo et al., 1994). En conditions physiologiques, l’APP est principalement protéolysée par 

la voie non-amyloïdogénique et le peptide Aβ est constitutivement généré à des taux faibles. La 

voie amyloïdogénique n’est donc pas la voie pathologique du métabolisme de l’APP, ce sont 

les changements au niveau du ratio des peptides Aβ40/42 produits et au niveau des propriétés 

physico-chimiques des peptides qui d’une nature soluble deviennent agrégés qui sont 

pathologiques. 

Dans le complexe formant la γ-sécrétase, la préséniline 1 ou 2 remplit le rôle de sous-

unité catalytique. Le gène de la préséniline 1 (PSEN1), situé sur le chromosome 14, contient ± 

84 kb et contient 13 exons (Rogaev et al., 1997) tandis que le gène de la préséniline 2 (PSEN2), 

situé sur le chromosome 1, est constitué de ± 25 kb et possède 12 exons (Levy-Lahad et al., 



Introduction 

 40 

1996). Les présénilines sont des protéines de respectivement 467 et 441 acides aminés et qui 

partagent 67 % d’homologie. 

Les présénilines sont exprimées dans différents organes dont le cerveau (Suzuki et al., 

1996), bien que, l’expression de la PSEN2 est remarquablement faible dans celui-ci (Brouwers 

et al., 2008). Les présénilines sont principalement exprimées dans les neurones (Kovacs et al., 

1996). 

1.1.3.2.2. Théorie de la cascade amyloïde  

C’est en 1984 que le composant majeur des plaques séniles a été identifié comme le 

peptide amyloïde (Aβ) (Glenner and Wong, 1984). Il a ensuite été découvert que les formes 

familiales de la maladie d’Alzheimer, à début précoce, étaient d’origine génétique et 

impliquaient les gènes qui codent l’APP et les présénilines (cf. [1.1.2.2.1.1.]). Les mutations 

identifiées dans ces gènes favorisent la production du peptide Aβ, ce qui fut un argument majeur 

pour la théorie de la cascade amyloïde qui prédit que l’accumulation du peptide amyloïde 

entraîne une cascade d’événements qui aboutissent à la démence (Hardy and Higgins, 1992). 

De plus, les personnes affectées par le syndrome de Down, dû à 3 copies du chromosome 21 

(qui contient le gène de l’APP), développent une MA, cette observation a renforcé l’idée qu’un 

taux élevé d’Aβ jouait un rôle majeur dans la pathogenèse de la MA. Brièvement, selon cette 

théorie, l’accumulation de peptides Aβ déclencherait des réponses inflammatoires (activation 

des cellules microgliales et des astrocytes) et entraînerait progressivement des altérations des 

synapses et des neurones avec une hyperphosphorylation de la protéine tau conduisant à une 

démence associant les pathologies amyloïde et tau (Barage and Sonawane, 2015).  

1.1.3.3. Interactions des pathologies tau et amyloïde 

Bien que la distribution neuroanatomique des lésions de la pathologie tau et de la 

pathologie amyloïde ne coïncident pas dans les stades précoces de la MA (cf. section [1.2.1. 

Séquence spatio-temporelle de la pathologie tau]), il semblerait pourtant que les deux lésions 

s’influencent l’une l’autre. En effet, l’injection de fibrilles de protéines Aβ42 dans le cerveau 

de souris P301L, qui expriment une protéine tau humaine mutée, provoque une augmentation 

et une accélération de la formation des DNF (Götz et al., 2001). Inversement, l’injection de 

PHF-tau isolés de cerveaux atteints de la MA dans le cerveau de souris transgéniques (5xFAD) 

qui expriment une protéine amyloïde mutée accélère la propagation de la pathologie tau (He et 

al., 2018, Vergara et al., 2019). Le croisement entre des lignées transgéniques qui expriment 

une protéine tau mutée avec des lignées transgéniques qui expriment une protéine amyloïde 

APP mutée (en présence ou non d’une protéine PS1 mutée) ont montré également une 

exacerbation de la pathologie tau dans ces souris (Lewis et al., 2001, Hurtado et al., 2010, 

Héraud et al., 2014, Pooler et al., 2015, Bennett et al., 2017). Dans le cadre de notre étude, nous 

avons utilisé des souris transgéniques 5xFAD Tg30 (Héraud et al., 2014) qui co-expriment des 

protéines tau, APP et PS1 mutées. Ces souris développent des pathologies amyloïde (Fig. Sup. 

1) et tau (Fig. Sup. 2) dans le cerveau. La figure supplémentaire 2 (Fig. Sup. 2) permet 

d’apprécier l’exacerbation de la pathologie tau dans l’hippocampe de cette lignée murine par 

rapport au modèle transgénique « Tg30 » qui développe une pathologie tau en l’absence d’une 

pathologie amyloïde. Des informations supplémentaires sur la lignée 5xFAD Tg30 sont 

présentes dans le paragraphe [3.1.5.5.] du matériel et méthodes. 
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1.1.3.4. Neuroinflammation 

La neuroinflammation est un processus régulé par les cellules microgliales, les 

macrophages qui résident dans le cerveau. En conditions physiologiques, lorsque les stimuli 

pro-inflammatoires ont été éliminés, l’inflammation disparaît et les cellules microgliales 

reviennent à un état homéostatique. A l’inverse, en conditions pathologiques, les cellules 

microgliales restent activées et créent une inflammation chronique, qui est délétère pour le bon 

fonctionnement du cerveau. Aussi, lorsque les cellules microgliales ont été « primo-activées », 

des stimuli inflammatoires supplémentaires peuvent induire une exacerbation de la réponse 

inflammatoire (Cunningham et al., 2005). 

Dans la MA, les peptides Aβ (Meda et al., 1995) et la protéine tau pathologique (Perea 

et al., 2020) activent la microglie. En conditions physiologiques, les cellules microgliales sont 

capables de dégrader les peptides amyloïdes (Ries and Sastre, 2016) mais l’activation à long 

terme de ces cellules pourraient avoir des effets néfastes dû à la libération de médiateurs pro-

inflammatoires. De plus, les cellules microgliales activées pourraient éliminer les synapses et 

conduire à une neurodégénérescence (Hansen et al., 2018). La protéine Iba1, utilisée 

historiquement comme un marqueur spécifique des cellules microgliales (Imai et al., 1996), est 

néanmoins également exprimée par les macrophages associés au cerveau (« brain-associated 

macrophages »), ces cellules se trouvant à l’interface entre le cerveau et les tissus périphériques 

(Mildenberger et al., 2022), et les macrophages dérivés des monocytes sanguins qui peuvent 

infiltrer le parenchyme cérébral durant la progression (notamment) de certaines maladies 

neurodégénératives. Les cellules microgliales était autrefois divisées en deux grands 

phénotypes nommés M1 et M2. Les sous-groupes M1 et M2 ont été classés comme pro-

inflammatoire ou anti-inflammatoire respectivement  selon que les cellules réagissaient, in 

vitro, à des molécules induisant (LPS) ou limitant (IL-4) une réponse immunitaire innée 

(Gordon, 2003) et en sécrétant des cytokines pro- (IL-1β, TNF-α (« tumor necrosis factor-α »)) 

ou anti-inflammatoires (IL-10, IL-4) (Varnum and Ikezu, 2012). Cependant, les avancées 

technologiques telles que les analyses « single-cell » ont montré que les phénotypes des cellules 

microgliales sont bien plus complexes et cette nomenclature dichotomique (Paolicelli et al., 

2022) n’est plus adaptée pour les répertorier (Ransohoff, 2016). Les termes « activé » et « au 

repos » (en opposition au premier terme) sont également rencontrés dans la littérature mais cette 

nomenclature a le défaut de suggérer que ces cellules n’ont qu’une forme de réponse alors 

qu’elles sont continuellement actives, en surveillant le parenchyme cérébral avec leurs 

prolongements. Cette terminologie n’est donc pas non plus la plus adaptée pour représenter 

l’hétérogénéité des cellules microgliales (Paolicelli et al., 2022). Néanmoins, dans un souci de 

simplification, le terme « activé » pour les cellules microgliales sera, dans la suite de ce 

manuscrit, utilisé pour décrire un état de la cellule associé à des conditions pathologiques qui 

induisent des changements transcriptomiques et/ou protéomiques pouvant être observés au sein 

des cellules tels qu’une augmentation de l’expression de la protéine Iba1. Un sous-type de 

cellules microgliales dénommées « DAM » pour « Disease Associated Microglia » a été 

identifié dans la maladie d’Alzheimer. Ces cellules microgliales sont localisées autour des 

plaques amyloïdes et possèdent des activités phagocytaires accrues (Keren-Shaul et al., 2017). 

L’expression de la protéine Iba1 (qui participe aux processus de phagocytose) est ainsi 

augmentée dans ces cellules microgliales (Kenkhuis et al., 2022). Dans la maladie d’Alzheimer, 

les cellules microgliales sont donc observées autour des plaques amyloïdes et pourraient être 

responsable de la formation initiale de ces plaques. En effet, en phagocytant les peptides Aβ, 

ceux-ci se retrouvent dans des lysosomes où leur concentration augmente dans un milieu à pH 
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acide, ce qui favorise l’agrégation des monomères de peptides Aβ (Spangenberg et al., 2019). 

D’autre part, les cellules microgliales pourraient aussi contribuer au développement des 

plaques, notamment en augmentant la production et l’activité de la β-sécrétase via l’action des 

cytokines, ce qui résulte en une augmentation de la production de peptides Aβ (Sastre et al., 

2003). La neuroinflammation peut aussi avoir un effet délétère sur la pathologie tau. En effet, 

les cytokines libérées (telles que l’IL-6 et l’IL-1) peuvent activer des voies de signalisation 

dépendantes de la CDK5 et de la MAPK (« mitogen-activated protein kinase »), résultant en 

une augmentation de la phosphorylation de la protéine tau (Calsolaro and Edison, 2016). Les 

cellules microgliales sont également impliquées dans la propagation de la pathologie tau en 

sécrétant des lysosomes qui contiennent des protéines tau à la suite de leur phagocytose (Asai 

et al., 2015). L’implication des cellules microgliales et de l’inflammation résultante dans le 

développement de la MA a également été montré par des études génétiques. Des analyses 

GWAS (« genome-wide association studies ») ont ainsi mis en évidence une relation entre 

certains composants du système immunitaire inné et l’incidence de MA sporadiques. Par 

exemple, des variants du gène TREM2 (« triggering receptor expressed on myeloid cells 2 ») 

ont une prévalence plus élevée chez les patients atteints de la MA (Karch and Goate, 2015). Le 

gène TREM2 est exprimé par les cellules microgliales et les macrophages et encode un 

récepteur qui stimule la phagocytose. De plus, des études épidémiologiques ont montré une 

association inverse entre l’utilisation prolongée d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS) 

et la MA (McGeer and McGeer, 2007). Des études réalisées sur des souris triple-transgéniques 

ont ainsi montré une diminution des plaques amyloïdes et de la phosphorylation de la protéine 

tau lorsque ces souris ont été traitées avec un inhibiteur de la Cox-1 (Cyclooxygenase-1), une 

enzyme impliquée dans les processus inflammatoires (Choi et al., 2013).  

Les astrocytes jouent également un rôle dans la neuroinflammation. Dans le cerveau de 

patients atteints de la MA, les astrocytes réactifs entourent les dépôts amyloïdes et les 

phagocytent (Nagele et al., 2003). L’expression de la protéine GFAP, un filament intermédiaire, 

est essentielle pour les réactions astrogliales et pour la formation des cicatrices gliales. La 

protéine GFAP est classiquement utilisée comme un marqueur des astrocytes en 

immunohistochimie. Lorsque que les astrocytes sont activés, l’expression de la protéine GFAP 

est augmentée et reflète ainsi la présence d’une inflammation dans le cerveau. Les astrocytes 

peuvent être activés par certaines cytokines telles que l’IL-1β et le TNF-α (Morales et al., 2014) 

qui sont produites par les cellules microgliales activées (Liddelow et al., 2017). La perturbation 

ou la perte des fonctions normales astrocytaires par les astrocytes réactifs pourrait conduire à 

une neurodégénération (Sofroniew and Vinters, 2010). Les astrocytes sont en effet des cellules 

macrogliales qui remplissent de nombreuses fonctions intervenant dans la synaptogenèse, la 

neurotransmission, la formation et le maintien de la BHE, etc… Les astrocytes sont également 

impliqués dans l’élimination des peptides Aβ. De manière analogue aux cellules microgliales, 

les astrocytes ont été classés en deux phénotypes différents nommés A1 et A2 et qui 

représentent le phénotype pro-inflammatoire (neurotoxique) et le phénotype anti-inflammatoire 

(protecteur) respectivement (Fan and Huo, 2021). Cependant, comme pour les cellules 

microgliales, ces termes ne reflètent pas la diversité phénotypique des astrocytes et sont 

également soumis à une réflexion pour réviser leur nomenclature (Escartin et al., 2021). A 

l’instar des cellules microgliales, le terme « activé » ou « réactif » sera utilisé dans la suite de 

cette thèse pour décrire des astrocytes qui subissent des changements cellulaires, tels qu’une 

augmentation de l’expression de la protéine GFAP, en réponse à des situations pathologiques.  
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Les maladies à prions (décrites dans la section [1.2.2.1]), comme la MA, sont des 

maladies neurodégénératives caractérisées par une accumulation de protéines « amyloïdes »3 et 

qui présentent une réponse microgliale importante, associée à une inflammation chronique. 

Dans les maladies à prions, l’inflammation semble être un événement précoce qui précède la 

neurodégénérescence (Eikelenboom et al., 2002). Dans la MA, la neuroinflammation pourrait 

également apparaître très tôt et son intensité augmenterait avec l’accumulation des pathologies 

amyloïde et tau au cours de la progression de la maladie (Calsolaro and Edison, 2016).  

1.1.4. Diagnostic 

On estime que la MA commence 20 ans ou plus avant l’apparition des premiers 

symptômes, c’est le stade « pré-clinique » de la maladie (Morris, 2005, Sperling et al., 2014). 

Concrètement, les premiers symptômes, qui constituent la phase « clinique » de la 

maladie comprennent des difficultés à se rappeler de conversations, de noms ou d’événements 

récents. L’apathie et la dépression sont également des symptômes précoces. Ensuite, des 

troubles de la communication apparaissent, ainsi que de la confusion, une désorientation, des 

troubles du jugement, des changements de comportement et finalement des difficultés à parler, 

déglutir et marcher se présentent (Alzheimer's association, 2021). 

D’un point de vue clinique, le diagnostic pour la MA est un diagnostic de MA 

« probable ». En effet, le seul diagnostic définitif est un examen post-mortem du tissu cérébral. 

La combinaison des DNF et des plaques amyloïdes est nécessaire pour établir ce diagnostic 

selon les critères du NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984, Dubois et al., 2007). 

En outre, plus de la moitié des personnes affectées par la MA aurait une ou plusieurs 

autres causes de démence telles qu’une maladie neurovasculaire ou une maladie à corps de 

Lewy. On parle alors de « démence mixte ». 

De nos jours, le diagnostic clinique repose principalement sur les antécédents médicaux 

du patient et de sa famille, sur les comportements du patient relatés par un proche et sur une 

évaluation cognitive réalisée par le médecin, au besoin à l’aide de différents tests recommandés 

pour le diagnostic de la MA. Des examens médicaux peuvent être également proposés mais ils 

sont surtout employés pour exclure d’autres causes de démence. Néanmoins, des taux anormaux 

de protéines β-amyloïdes dans le cerveau peuvent être visualisées par un PET-scan et détectées 

dans le liquide céphalo-rachidien (LCR). Les protéines tau totales et phosphorylées (pThr181 

et pThr231) peuvent être également mesurées dans le LCR. Le PET-scan peut aussi révéler une 

diminution du métabolisme du glucose dans le cerveau.  

Différents biomarqueurs sont actuellement recherchés dans le LCR et le plasma pour 

détecter la maladie et poser un diagnostic. Aussi, différents traceurs de la protéine tau 

pathologique sont en cours de développement pour évaluer, par PET-scan, la distribution et la 

sévérité de la pathologie tau dans le cerveau. 

 
3 Les protéines qui adoptent une conformation en feuillets β plissés et qui s’agrègent pour former des 

fibres insolubles sont appelées « amyloïdes ». Historiquement, le terme « amyloïde » provient de l’identification 

erronée de cette substance par l’anatomopathologiste Virchow (1821-1902) qui a cru y reconnaitre une forme 

d’amidon. Les protéines « amyloïdes » comprennent notamment les protéines β-amyloïdes (dérivées de la protéine 

APP) et la protéine tau dans la maladie d’Alzheimer et la protéine prion pathologique (PrPSc) dans la maladie de 

Creutzfeldt-Jakob. 
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1.1.5. Traitement 

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif de la MA.  

En juin 2021, la FAD (« Food and Drug Administration ») aux Etats-Unis a autorisé, de 

manière accélérée, la mise sur le marché de l’«Aduhelm (aducanumab)», un nouveau 

médicament pour le traitement de la MA produit par la firme « Biogen » 

(https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-grants-accelerated-approval-

alzheimers-drug ; https://investors.biogen.com/news-releases/news-release-details/fda-grants-

accelerated-approval-aduhelmtm-first-and-only?cid=aff-aduhelm-hp_cta_biogen-

app_news_release). Cela faisait 18 ans qu’aucun médicament n’avait été approuvé à la suite 

des nombreux échecs des essais cliniques. L’Aduhelm est un anticorps monoclonal humain 

dirigé contre l’amyloïde-β qui réduit les plaques amyloïdes dans le cerveau des patients atteints 

de la MA. Néanmoins, si les bénéfices cliniques (tels que l’amélioration des capacités 

cognitives) ne sont pas prouvés d’ici 2030, la FDA engagera une procédure pour retirer 

l’approbation du médicament. En Europe, l’EMA (« European Medicines Agency ») a refusé 

la commercialisation du médicament en décembre 2021 car d’une part, le lien entre la réduction 

des plaques amyloïdes et l’amélioration des symptômes cliniques n’a pas été établie et d’autre 

part, car le traitement n’a pas montré qu’il était suffisamment sûr. De plus, les résultats des 

premières études étaient parfois contradictoires et n’ont pas montré d’efficacité sur les stades 

précoces de la maladie. Depuis, l’entreprise Biogen qui avait sollicité une seconde évaluation 

de leur demande de commercialisation de l’Aduhelm a retiré cette demande le 20 avril 2022, 

avant la fin de ce ré-examen.  Biogen a déclaré que leurs données ne seraient pas suffisantes 

pour convaincre l’EMA qui est toujours d’avis que les avantages du médicament ne 

l’emportaient pas sur les risques (https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/withdrawn-

applications/aduhelm). 

Par conséquent, à présent, la seule médication proposée aux patients est principalement 

composée d’inhibiteurs de la cholinestérase (rivastigmine (Exelon), galantamine (Réminyl), 

donépézil (Aricept)) qui permettent d’améliorer la qualité de vie en agissant sur les symptômes 

mais qui ne permettent pas d’agir sur l’évolution de la maladie ou sur la vitesse du déclin des 

capacités cognitives. L’acétylcholine est le neurotransmetteur majeur du système cholinergique 

qui est impliqué entre autres dans les processus de mémoire et d’apprentissage. Dans la maladie 

d’Alzheimer, ce système cholinergique est altéré dû principalement à une perte progressive des 

neurones cholinergiques situés dans le noyau basal de Meynert et dont les axones se projettent 

dans le cortex cérébral. L’inhibition de l’enzyme cholinestérase qui dégrade l’acétylcholine 

permet de maintenir son activité dans les synapses cholinergiques et d’améliorer les facultés 

cognitives (Hampel et al., 2018). 

La mémantine (Ebixa), un antagoniste non compétitif du récepteur NMDA, est 

également utilisée pour éviter l’excitotoxicité neuronale induite par un dysfonctionnement du 

système glutaminergique. La mémantine est recommandée dans les formes modérées à sévères 

de la MA, seule (Reisberg et al., 2003) ou en combinaison avec le donépéxil (Howard et al., 

2012). 

 

 

https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-grants-accelerated-approval-alzheimers-drug
https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-grants-accelerated-approval-alzheimers-drug
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1.1.6. Contribution de l’immunohistochimie dans l’étude de la neuropathologie de 

la maladie d’Alzheimer 

L’étude de la maladie d’Alzheimer a commencé par l’analyse histologique du cerveau 

et reste actuellement la seule méthode pour poser un diagnostic définitif. Ainsi, les DNF 

peuvent être observées grâce à différentes colorations et méthodes immunohistochimiques. 

Depuis plus de 100 ans, colorants et anticorps sont développés et utilisés pour étudier la 

neuropathologie de la MA. Les colorations et les anticorps utilisés dans ce projet de recherche 

seront préférentiellement cités dans les explicatifs liés aux différents stades des DNF dans la 

suite de cette introduction. Des exemples supplémentaires d’anticorps employés pour l’analyse 

histopathologique des DNF sont présentés dans la figure 12 (Fig. 12). 

1.1.6.1. Evolution des dégénérescences neurofibrillaires 

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) sont des structures dynamiques, qui 

évoluent dans le temps. Ces changements peuvent être visualisés grâce à différentes colorations 

et à différents anticorps qui marquent les DNF à différents stades de maturation. Les DNF sont 

rangées en trois stades : « pré-tangles », « tangles matures » et « tangles fantômes » (Bancher 

et al., 1989, Moloney et al., 2021). Néanmoins, dans le reste de ce travail, le terme « DNF » 

englobe les différents stades de maturation sans distinction (sauf mention contraire). Aussi, la 

traduction française de « tangles » est « enchevêtrements » mais ce terme n’est pas très utilisé. 

Par conséquent, pour plus de clarté, le terme anglophone est privilégié. 

1.1.6.1.1. Stade « Pré-Tangles » 

Au stade « pré-tangles », les protéines tau hyperphosphorylées et anormalement 

phosphorylées s’accumulent (Bancher et al., 1989) et forment de petites inclusions visibles sous 

forme de granulations dans le compartiment somato-dendritique du neurone (Li et al., 2011) 

(Fig. 11) comparé à la localisation préférentiellement axonale de la protéine tau observée dans 

des conditions physiologiques (Higuchi et al., 2002). Cette accumulation pourrait être un 

mécanisme de protection du neurone qui accumule les protéines tau anormales, à l’image des 

lipofuscines qui sont des lysosomes remplis de lipides que la cellule ne parvient plus à dégrader. 

A l’instar des lipofuscines, ces inclusions de protéines tau semblent ne pas entraîner directement 

la mort du neurone. En effet, les neurones avec des DNF peuvent survivre plus de 20 ans 

(Morsch et al., 1999) et rester fonctionnels (Kuchibhotla et al., 2014). Néanmoins cette théorie 

est controversée. Au niveau ultrastructurel, les protéines tau contenues dans les inclusions sont 

sous forme de PHF et de filaments droits (Bancher et al., 1989). A ce stade, les protéines tau 

sont dépourvues d’ubiquitine (Bancher et al., 1989, Bancher et al., 1991) et ne sont en général 

pas de nature argyrophile (elles ne sont pas colorées par le Gallyas) mais sont immunoréactives 

aux anticorps AT8 (pS202/pT205) (Braak et al., 1994) et MC1 (Fig. 12) qui est un anticorps 

conformationnel reconnaissant les a.a. 7-9 du domaine N-terminal et les a.a. 312-322 présents 

dans le domaine de liaison aux microtubules de la protéine tau (Jicha et al., 1997). 

1.1.6.1.2. Stade « Tangles Matures » 

Les tangles « matures » sont argyrophiles et ont été décrits pour la première fois par 

Alzheimer en 1907 qui les a observés à l’aide de la coloration Gallyas. Les tangles prennent la 

forme du neurone qu’ils occupent, ainsi, les tangles dans les neurones pyramidaux ont 

généralement une forme de flamme (Fig. 11). Le noyau est déplacé ou rétréci dans la cellule. 

A ce stade, les filaments de tau sont pourvus d’ubiquitine (Perry et al., 1987) et principalement 
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immunoréactifs à l’anticorps PHF-1 (pSer396/404) mais ils peuvent également réagir aux 

anticorps AT8 et MC1 (Fig. 12). Les colorations à la Thioflavine S, au Rouge Congo et au 

Rouge Thiazine mettent en évidence ces tangles (Fig. 12) en se liant aux feuillets β plissés.  

1.1.6.1.3. Stade « Tangles Fantômes » (« Ghost Tangles ») 

Le stade tangles « fantômes » ou « ghost tangles » est le stade de maturité le plus avancé 

des tangles. Les ghost tangles ont également été décrits par Alzheimer comme les filaments de 

tau restants après la désintégration du noyau et du neurone (Fig. 11). Ces tangles sont moins 

argyrophiles que les tangles matures et sont aussi pourvus d’ubiquitine. A l’instar des tangles 

matures, ils sont également colorés par la Thioflavine S, au Rouge Congo et au Rouge Thiazine 

(Fig. 12). 

1.1.6.2. La pathologie tau dans les prolongements neuronaux 

Les dégénérescences neurofibrillaires font référence à l’apparence des fibres de tau qui 

se forment à l’intérieur du corps cellulaire, aussi appelé soma, des neurones. Néanmoins, la 

pathologie tau peut également être observée dans les neurites (prolongements neuronaux). Ces 

neurites qui ont accumulés des protéines tau anormales sont visibles sous forme de 

prolongements dans le neuropile (« neuropil threads »), de neurites dystrophiques formant des 

plaques neuritiques (« neuritic plaques ») et d’amas de neurites (« TANCs : Tangle Associated 

Neuritic Clusters ») (Fig. 11). 

Les prolongements (« neuropil threads ») sont de type dendritique (Braak and Braak, 

1988) (majoritairement) ou axonale (Perry et al., 1991). Ces prolongements sont marqués par 

les différentes colorations et les différents anticorps utilisés pour mettre en évidence les DNF.  

Les neurites dystrophiques entourent une plaque amyloïde et l’ensemble forme une 

plaque neuritique. Les neurites dystrophiques sont composés de dendrites ou d’axones (Probst 

et al., 1983) avec toutefois une prédominance de ces derniers (Kosik et al., 1987, Su et al., 1993) 

et sont marqués par différents anticorps anti-tau. 

Les amas de neurites (« TANCs ») ont d’abord été identifiés autour de tangles fantômes 

(Munoz and Wang, 1992). Néanmoins, tous les tangles fantômes ne sont pas associés à cet amas 

de neurites qui sont mis en évidence par différents anticorps anti-tau. 
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Fig. 11 : Morphologie des différents stades de maturité des dégénérescences neurofibrillaires au 

niveau du CA1 de la corne d’Ammon de l’hippocampe. Les protéines tau s’accumulent dans le 

compartiment somato-dendritique du neurone et sont visibles sous forme de granulations au stade 

« prétangles ». Au stade « tangles matures », les agrégats de protéines tau (les tangles) prennent la forme 

du neurone dans lequel ils se trouvent (il s’agit souvent d’une forme de flamme). Lors du stade « ghost 

tangles » ou « tangles fantômes », les agrégats de protéines tau sont situés dans l’espace extracellulaire 

à la suite de la mort du neurone. Les prolongements neuronaux situés dans le neuropile (« neuropil 

threads ») accumulent également des protéines tau anormales. L’accumulation de neurites dystrophiques 

forment les plaques neuritiques (« neuritic plaques »). L’accumulation de neurites peut également être 

observée sous forme d’amas (« TANCs : Tangle Associated Neuritic Clusters »). L’anticorps AT8 

(pS202/pT205) met en évidence les prétangles, l’accumulation de protéines tau dans les prolongements 

neuronaux (« neuropil threads ») et les amas de neurites (« TANCs »). L’anticorps PHF-1 marque les 

tangles matures et les plaques neuritiques. L’anticorps Ab39, qui reconnait la protéine tau sous une 

conformation anormale, montre les tangles fantômes. Les immunohistochimies ont été contre-colorées 

à l’hématoxyline. Les flèches montrent les lésions marquées par les différents anticorps. La parenthèse 

montre la plaque neuritique. Barre d’échelle : 25 µm. Figure de (Moloney et al., 2021). 
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Fig. 12 : Résumé de colorations et d’anticorps utilisés pour évaluer le degré de maturité des 

dégénérescences neurofibrillaires. Certains stades sont dits intermédiaires car ils ne remplissent pas 

totalement les critères établis pour un stade donné. Les prétangles et les tangles matures sont 

intracellulaires tandis que les tangles fantômes (« ghost tangles ») sont extracellulaires. Les prétangles 

sont principalement constitués des isoformes 4R de la protéine tau tandis que les tangles fantômes sont 

surtout composés des formes 3R. Les colorations à la Thioflavine S ou au Rouge Thiazine montrent 

préférentiellement les tangles matures et fantômes. Les anticorps CP13, AT8, Alz50 et MC1 

reconnaissent particulièrement les stades précoces des DNF. Les anticorps PHF-1, pS396 et TauC3 

marquent surtout les tangles matures. Enfin, les anticorps Ab39, GT-38 et MN423 identifient des stades 

avancés des DNF. Barre d’échelle : 25 µm. Figure de (Moloney et al., 2021). 
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1.2. Théorie de la propagation de type « prion-like » de la protéine tau 

1.2.1. Séquence spatio-temporelle d’apparition de la pathologie tau 

Alors que les plaques amyloïdes sont distribuées de façon diffuse et variable dans tout 

le cortex cérébral et dans les structures sous-corticales (Duyckaerts et al., 1986, Delaère et al., 

1991), les DNF sont observées dans certaines populations neuronales vulnérables. Les DNF 

sont ainsi présentes dans les cellules pyramidales de l’hippocampe4 et du cortex entorhinal et 

dans les couches II, III, V et VI des aires associatives tandis que les aires sensorielles et le 

cortex moteur sont relativement épargnés (Arnold et al., 1991, Braak and Braak, 1991), 

suggérant que la MA n’est pas une maladie globale du cerveau (Hyman and Gomez-Isla, 1994).  

Les DNF furent ainsi utilisées par Braak et Braak en 1991 (Braak and Braak, 1991) pour 

mesurer la progression de la maladie d’Alzheimer. Les auteurs ont défini six stades nommés 

les stades de Braak qui sont largement utilisés en recherche et pour préciser le diagnostic de la 

MA (Fig. 13). Ils ont utilisé la méthode Gallyas, qui est une technique d’imprégnation 

argentique, pour observer les DNF. Tandis que les DNF sont distribuées de manière 

caractéristique entre les individus, avec peu de variations inter-individuelles, les plaques 

neuritiques, quant à elles, sont distribuées de façon irrégulière et par conséquent, ne représentent 

pas un bon outil pour identifier différents stades (Braak and Braak, 1991).  

Au stade I, les DNF sont confinées au cortex transentorhinal. Le stade II est une 

aggravation du stade I qui montre de nombreuses DNF dans le cortex transentorhinal. Quelques 

DNF sont également présentes dans le cortex entorhinal et la région CA1 de l’hippocampe. Par 

conséquent, les auteurs ont appelé ces stades, les « stades transentorhinals ».  

Au stade III, les DNF ont envahi les régions transentorhinal et entorhinal et des tangles 

fantômes commencent à apparaître dans la région transentorhinal. Les cellules pyramidales du 

subiculum commencent à développer des DNF. 

Le stade IV est caractérisé par de nombreux tangles fantômes dans les régions 

transentorhinal et entorhinal. La région CA1 de l’hippocampe développe de plus en plus de 

DNF. Quelques DNF sont présentes dans la région CA4 de la corne d’Ammon, dans certaines 

régions du putamen, dans le noyau accumbens et dans certains noyaux thalamiques. Les stades 

III et IV sont résumés comme les « stades limbiques ». 

Au stade V, les tangles fantômes deviennent plus abondants. Toutes les régions de 

l’hippocampe sont affectées par des DNF et quelques cellules granulaires du gyrus denté 

peuvent présenter des DNF. L’isocortex est sévèrement atteint. Ce dernier point constitue la 

principale caractéristique du stade V. L’isocortex temporal est particulièrement touché. Les 

noyaux sous-corticaux (mentionnés au stade IV) sont de plus en plus envahis de DNF et 

présentent des tangles fantômes. 

Dans le stade VI, les DNF sont davantage présentes. Certains tangles fantômes peuvent 

être dégradés et remplacés par des cellules gliales. La formation hippocampique est envahie de 

DNF dont les cellules granulaires du gyrus denté (ce qui permet de distinguer le stade VI du 

stade V). Le CA1 est caractérisé par une perte importante de neurones. Toutes les régions 

 
4 Un schéma explicatif de l’hippocampe qui illustre les différentes régions et les connectivités entre ces 

régions est proposé en figure supplémentaire 3 (Fig. Sup. 3). 
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isocorticales et sous-corticales sont sévèrement atteintes. Quelques DNF sont observées dans 

les aires primaires sensorielles (couche V). A l’inverse, le cortex primaire moteur est 

pratiquement dépourvu de DNF. Le stade VI est caractérisé également par l’atteinte du système 

extrapyramidal. Les stades V et VI sont les stades « isocorticaux ». 

Les symptômes cliniques sont corrélés avec la présence des DNF dans les différentes 

zones cérébrales. Les stades transentorhinales (I et II) correspondent à la phase pré-clinique de 

la maladie. Les premiers symptômes apparaissent avec les stades limbiques tandis que les stades 

isocorticaux sont responsables de la démence associée à la MA. 

Bien que le cortex transentorhinal a été identifié comme le point de départ des DNF et 

de la MA, celui-ci est remis en question avec le locus coeruleus, un noyau sous-cortical situé 

dans le tronc cérébral qui envoie des projections notamment vers l’hippocampe, l’amygdale et 

le cortex cérébral. En effet, Braak et son équipe ont observé des lésions associées à la MA dans 

les neurones noradrénergiques du locus coeruleus chez des sujets prépubères ou chez de jeunes 

adultes, ce qui suggère que la formation des DNF ne commencerait pas dans le cortex cérébral 

mais plutôt dans des noyaux sous-corticaux (Braak and Del Tredici, 2011, Braak et al., 2011). 

 

Fig. 13 : Stades de Braak. Ces stades permettent d’évaluer la progression des DNF et la sévérité de la 

MA. Aux stades I et II, les DNF s’observent dans le cortex transentorhinal. Aux stades III et IV, les 

DNF progressent dans le cortex transentorhinal, l’hippocampe et le cortex temporal (associatif). Aux 

stades V et VI, les DNF continuent leur progression dans le cortex associatif et peuvent envahir les aires 

primaires et secondaires. Les symptômes cliniques apparaissent aux stades III et IV et aux stades V et 

VI, des déficits cognitifs sévères sont présents. L’intensité de la couleur (du plus clair au plus sombre) 

illustre la sévérite des atteintes dans les zones mises en évidence par cette couleur. Figure modifiée de 

(Braak et al., 2011). 

A l’inverse des DNF, les plaques amyloïdes dans la MA sont d’abord observées 

exclusivement dans le néocortex (phase 1) puis dans l’allocortex qui comprend le système 

olfactif et l’hippocampe (phase 2). Ensuite, à la phase 3, le diencéphale, le striatum et les noyaux 

cholinergiques présentent des dépôts amyloïdes. A la phase 4, le tronc cérébral est affecté et, 

finalement, à la phase 5, des dépôts amyloïdes sont observés dans le cervelet (Thal et al., 2002). 

Les phases 3, 4 et 5 sont uniquement observées chez des sujets atteints de la MA (Thal et al., 

2002). 
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1.2.2. Propriétés « prion-like » des protéines tau pathologiques 

1.2.2.1. Similitudes avec les protéines à prions 

Les observations faites par les époux Braak en 1991 (Braak and Braak, 1991) 

suggéraient que la pathologie tau n’apparaissait pas au hasard dans le cerveau mais suivait des 

voies neuroanatomiquement connectées. Cela sous-entendait que les protéines tau 

pathologiques devaient se répliquer et se propager à travers ces réseaux neuronaux, ce qui 

évoquait des mécanismes attribués aux protéines prions. Néanmoins, les maladies à prions sont 

caractérisées par leur transmission et à ce jour, aucune étude n’a montré que les maladies 

neurodégénératives pouvaient être contagieuses. Par conséquent, les mécanismes des protéines 

pathologiques furent nommés « prion-like » pour évoquer des propriétés physico-chimiques 

similaires aux prions mais en l’absence de transmission entre individus. 

Le terme « prion » (acronyme de « proteinaceous infectious particles ») a été inventé 

par Stanley Prusiner en 1982 (Prusiner, 1982). Les prions sont composés de protéines PrPc 

modifiées appelées PrPSc. Les protéines prions sont exprimées physiologiquement (PrPc) dans 

les cellules du SNC (neurones et cellules gliales) et par les cellules du système immunitaire et 

peuvent être converties en une forme anormale composées de feuillets β plissés (PrPSc) (Pan et 

al., 1993). Les prions sont caractérisés par l’identification de la protéine comme étant l’agent 

infectieux et l’existence de différentes souches qui possèdent des propriétés propres à chacune, 

par leur transmissibilité entre individus d’une même espèce et dans certains cas entre espèces, 

par leur capacité à induire une conformation anormale et à agréger les protéines 

correspondantes dans le SNC, par une longue période d’incubation asymptomatique et par leur 

résistance aux protéases, aux UV, à la chaleur et aux méthodes classiques de décontamination.  

Les maladies à prions sont des maladies neurodégénératives rares qui apparaissent dans 

l’espèce humaine et dans d’autres espèces animales. Citons la tremblante du mouton (scrapie), 

la vache folle (encéphalopathie spongiforme bovine (ESB)) et la maladie débilitante chronique 

(« chronic wasting disease ») qui touchent les cervidés d’Amérique du Nord. Dans l’espèce 

humaine, les maladies à prions apparaissent de façon sporadique ou génétique, ou à la suite 

d’une transmission (formes acquises).  

Bien que les maladies à prions aient été majoritairement connues du grand public 

notamment par la crise de la vache folle au Royaume-Uni dans les années 1990, la majorité des 

cas de maladie de Creutzfeldt-Jakob sont sporadiques (sCJD), comptant pour plus de 85 % des 

cas de maladies à prions chez les humains (Ladogana et al., 2005). Les formes génétiques 

proviennent de mutations dans le gène PRNP qui code pour la protéine prion cellulaire (PrPc) 

et incluent la maladie de Creutzfeldt-Jakob (gCJD), l’insomnie fatale familiale et le syndrome 

de Gerstmann-Straeussler-Scheinker (GSS). Les formes acquises sont induites par la 

transmission de prions et comprennent le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vCJD), 

qui est causé par des prions d’origine bovine ; la CJD iatrogène (iCJD) qui est transmisse à la 

suite de procédures médicales et le kuru en Papouasie Nouvelle-Guinée qui était transmis au 

cours de rituels cannibales. 

 Plusieurs maladies neurodégénératives impliquent une conformation anormale et une 

agrégation de protéines qui se propagent telles que les protéines tau (cf. [1.2.2.2.]) et amyloïde 

dans la MA et les α-synucléines dans la maladie de Parkinson (Irwin et al., 2013, Spires-Jones 

et al., 2017).  
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En résumé, certaines maladies neurodégénératives et les maladies à prions partagent un 

mécanisme commun (Fig. 14) d’auto-propagation de la maladie dans lequel des protéines de 

conformation anormale qui, en interagissant avec leurs homologues cellulaires, induisent la 

formation de feuillets β plissés au sein de ces protéines qui vont s’agréger. Ces nouvelles 

protéines agrégées vont se propager de cellule en cellule à travers des voies neuroanatomiques 

bien définies. 

 

Fig. 14 : Mécanisme de conversion de protéines physiologiques par des protéines pathologiques 

qui conduit à l’agrégation de ces protéines. Mécanisme commun aux maladies à prions et à 

certaines maladies neurodégénératives (maladies d’Alzheimer et de Parkinson). Les protéines de 

conformation anormale (pathologiques) induisent ce changement de forme chez les protéines normales 

(physiologiques) qui vont s’agréger. La fragmentation génère de nouvelles protéines pathologiques qui 

vont accélérer la formation des agrégats. Les filaments représentent le stade le plus agrégé des protéines. 

Figure modifiée de (Goedert, 2015). 

1.2.2.2. Arguments en faveur des propriétés « prion-like » de la protéine tau 

in vitro et in vivo 

L’hypothèse de propagation « prion-like » de la protéine tau (Mudher et al., 2017) inclut 

par conséquent deux mécanismes : la nucléation et la propagation. Les mécanismes de 

nucléation (utilisé ici pour définir le processus de conversion d’une conformation protéique 

physiologique en une conformation pathologique) et d’agrégation sont encore mal connus ainsi 

que les formes de la protéine tau qui possèdent ces propriétés (appelées « seeds » en anglais ; 

les termes « propagon »  (Colin et al., 2020) et « prionoide » (Aguzzi, 2009, Scheckel and 

Aguzzi, 2018) sont également utilisés). Le mécanisme de propagation implique une libération 

des protéines tau dans l’espace extracellulaire et une internalisation de ces protéines par les 

cellules suivantes. Les mécanismes proposés (Mudher et al., 2017, Colin et al., 2020) sont la 

libération des protéines tau par diffusion à travers la membrane cellulaire, par exocytose, via 

des exosomes ou des ectosomes ou via des nanotubes. A l’exception des nanotubes qui 

connectent directement les cellules entre-elles, les autres mécanismes impliquent que les 

protéines tau sont relâchées dans l’espace extracellulaire sous forme libre ou à l’intérieur de 

vésicules. Une autre cellule pourrait alors internaliser ces protéines tau par 

endocytose/macropinocytose, via la fusion des vésicules avec la membrane plasmique ou via 

des récepteurs membranaires. 
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 Des études in vitro ont montré que la phosphorylation de la protéine tau était importante 

pour sa sécrétion, son internalisation et sa propagation. Ainsi, les protéines tau anormalement 

phosphorylées sont sécrétées de manière plus efficace que les protéines non-phosphorylées dans 

des cellules en culture (Katsinelos et al., 2018). Une autre étude a montré que les protéines de 

haut poids moléculaire et hyperphosphorylées isolées de cerveaux atteints de la MA étaient 

préférentiellement internalisées dans des cultures primaires de neurones corticaux murins 

(Takeda et al., 2015). Ainsi, les formes hyperphosphorylées de la protéine tau sont internalisées 

10 fois plus facilement comparé aux formes peu phosphorylées dans des cellules en culture 

(Wauters et al., 2016). Une autre étude a montré que des fibrilles de tau recombinantes étaient 

internalisées par endocytose et induisaient l’agrégation des protéines tau exprimées dans des 

cellules en culture (Frost et al., 2009). Ces protéines tau agrégées peuvent ensuite être 

transférées dans d’autres cellules comme observé à l’aide de co-cultures (Frost et al., 2009, 

Kfoury et al., 2012). De plus, les protéines tau hyperphosphorylées et agrégées contenues dans 

la fraction sarkosyl insoluble isolée d’un cerveau murin exprimant la protéine tau mutée 

(P301S) semblent posséder plus de capacités de nucléation, d’une part, par rapport à la fraction 

soluble (contenant des formes monomériques de tau) et d’autre part, par rapport à des agrégats 

de tau recombinants dans des cultures cellulaires (Falcon et al., 2015).   

La maladie d’Alzheimer est la preuve la plus convaincante d’une propagation d’un 

« prionoide5 » avec la protéine tau à travers des circuits neuronaux, notamment avec les stades 

de Braak décrits au paragraphe [1.2.1.]. De plus, une autopsie d’une patiente atteinte de la MA 

qui, à la suite d’une chirurgie pour enlever un méningiome, avait subi des lésions importantes 

de la substance blanche menant à une déconnection d’une partie du cortex frontal, montrait des 

plaques amyloïdes et des DNF dans le cerveau à l’exclusion de la zone corticale déconnectée 

qui, cependant, bien que présentant des plaques amyloïdes, n’avait pas de DNF (Duyckaerts et 

al., 1997). Ces observations suggéraient que la présence des DNF était donc déterminée par les 

connections neuronales. 

En 2009, Clavaguera et son équipe (Clavaguera et al., 2009) ont démontré in vivo les 

capacités de nucléation et de propagation de la protéine tau en injectant dans l’hippocampe de 

souris transgéniques qui expriment l’isoforme humaine sauvage 2N4R (lignée ALZ17), des 

homogénats de cerveau de souris transgéniques exprimant l’isoforme 0N4R humaine mutée 

(P301S). A la suite de l’injection intracérébrale, ils ont observé le développement d’agrégats de 

tau (sous forme de DNF) qui se propageaient du point d’injection vers des zones 

anatomiquement connectées. Par la suite, de nombreuses équipes ont analysé les capacités de 

nucléation et de propagation de différentes formes de tau, isolées de cerveaux murins ou 

humains ou synthétiques/recombinantes (p. ex. les PFFs (« preformed fibrils »)) (Iba et al., 

2013) par cette méthode d’injection intracérébrale. Ainsi, en 2014, l’injection d’homogénats de 

cerveaux de souris transgéniques P301S âgées de 5,5 mois dans le cerveau de souris de la même 

lignée âgées de 2 mois ont montré une exacerbation et une survenue plus rapide de la pathologie 

tau (Ahmed et al., 2014). De plus, l’injection d’homogénats de cerveaux humains atteints de 

différentes tauopathies dans le cerveau de souris transgéniques ALZ17 (Clavaguera et al., 2013) 

ou non-transgéniques (Clavaguera et al., 2013, Narasimhan et al., 2017) provoque des lésions 

caractéristiques de chaque tauopathie. Ce qui suggère l’existence de différentes souches 

 
5 Rappel : le terme « prionoide » est utilisé pour définir une protéine qui possède des propriétés en 

commun avec les prions (mécanismes « prion-like ») mais dont le caractère infectieux n’a pas été démontré 

(transmission entre individus). 
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pathologiques (différentes conformations) de la protéine tau qui induisent différentes 

tauopathies à l’instar des protéines prions. De plus, l’injection de PHF isolés de cerveaux 

humains atteints de la MA par la méthode sarkosyl dans l’hippocampe de souris sauvages (wild-

type) induit une pathologie tau beaucoup plus importante (Guo et al., 2016) que celle observée 

avec l’utilisation d’homogénats qui n’étaient pas enrichis en PHF (Clavaguera et al., 2013). 

Notre laboratoire a également démontré que l’injection intracérébrale de PHF humains dans 

l’hippocampe de souris sauvages induit une pathologie tau composée d’isoformes murines 4R 

(Audouard et al., 2016). L’induction d’une pathologie tau dans des souris sauvages par des PHF 

humains pourrait s’expliquer par la séquence de la protéine tau nécessaire à la formation des 

PHF-tau et des filaments droits qui comprend les acides aminés 306 à 378, cette séquence étant 

identique chez la souris et l’être humain (Fitzpatrick et al., 2017). De plus, la phosphorylation 

présente sur la protéine tau dans les PHF semble être nécessaire pour induire une pathologie 

tau. En effet, des protéines tau isolées d’un cerveau atteint de la MA et déphosphorylées (à 

l’aide de la protéine phosphatase 2A (PP2A)) n’induisent pas de DNF après leur injection dans 

l’hippocampe de souris transgéniques (hTau) qui expriment la protéine tau humaine sauvage 

(Hu et al., 2016). Ces observations démontrent les propriétés de nucléation et de propagation 

des PHF et l’injection de ceux-ci dans des lignées murines non-transgéniques permet d’obtenir 

un modèle pour l’étude des tauopathies sporadiques. 

De plus, la diversité des phénotypes observés dans la MA pourrait s’expliquer par des 

formes variables de la protéine tau pathologique qui posséderaient différentes propriétés 

« prion-like » (Dujardin et al., 2020, Li et al., 2021). 
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1.3. Transmission iatrogène de maladies à prions par des voies extracérébrales  

Le plus grand nombre de cas de maladies de Creutzfeldt-Jakob iatrogènes (iCJD) se sont 

déclarés à la suite de l’utilisation d’hormones de croissance ou gonadotropes contaminées, 

dérivées de glandes pituitaires prélevées sur des cadavres humains (Brown, 1988) ou à la suite 

de greffes de dures-mères (Brown et al., 2012). Depuis lors, les hormones et les dures-mères 

d’origine humaine ont été remplacées par des hormones pituitaires recombinantes et par des 

prothèses de substitution pour les dures-mères. Cependant, des cas de transmissions ont été 

également observés ou suspectés à la suite de transfusions sanguines ou de chirurgies oculaires. 

1.3.1. Transmission par voie sanguine 

1.3.1.1. Transmission de maladies à prions par voie sanguine 

Depuis 2004 au Royaume-Uni, des études épidémiologiques ont associé des 

transmissions du variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) avec des transfusions 

sanguines (Llewelyn et al., 2004, Wroe et al., 2006, Urwin et al., 2016) tandis que la 

transmission de la forme sporadique n’a pas été démontrée (Dorsey et al., 2009, Molesworth et 

al., 2011) mais le risque de contamination pourrait être sous-estimé (Puopolo et al., 2011).  

1.3.1.2. La protéine tau dans le sang 

La protéine tau est présente dans le sang à des taux très faibles (de l’ordre du pg/ml) et 

est difficilement détectable. Elle peut néanmoins être décelée par des méthodes ultrasensibles 

(Yang et al., 2017). La détection de la protéine plasmatique est d’un intérêt majeur pour la 

clinique puisqu’elle pourrait devenir un biomarqueur permettant un diagnostic précoce de la 

MA. Plusieurs protéines sont actuellement à l’étude, citons p-tau181 (Guo et al., 2021, Moscoso 

et al., 2021) et p-tau217 (Thijssen et al., 2021). Les méthodes développées pourraient également 

être utilisées pour détecter la protéine tau dans les produits sanguins destinés aux transfusions.  

La protéine tau est détectée dans le sang des individus en bonne santé et sa concentration 

plasmatique augmente progressivement avec la présence de troubles cognitifs légers6 et la MA 

(Chiu et al., 2014). Les mêmes observations ont été montrées avec la forme phosphorylée de la 

protéine tau (pThr181) (Yang et al., 2018, Moscoso et al., 2021). De plus, lors du vieillissement 

normal, le taux plasmatique de la protéine tau augmente en association avec l’âge de l’individu 

(Chiu et al., 2017, Lue et al., 2019) et les sujets porteurs de l’ApoE4 présentent un taux 

plasmatique de la protéine tau plus élevé par rapport aux non-porteurs de l’ApoE4 (Chiu et al., 

2017). Néanmoins, une autre étude n’a pas trouvé de différence du taux plasmatique de la 

protéine tau entre les porteurs et les non-porteurs de l’ApoE4 (Lue et al., 2019). 

1.3.1.3. Transmission de la pathologie tau par voie sanguine 

La transmission de protéines tau pathologiques par la voie sanguine est incertaine, étant 

donné que les études épidémiologiques n’ont pas montré d’association entre le risque pour la 

MA et les produits sanguins (O'Meara et al., 1997, Edgren et al., 2016) ou, au contraire, ont 

montré une augmentation du risque (Lin et al., 2019). 

 

 
6 La déficience cognitive légère (« mild cognitive impairment (MCI) ») désigne un état de transition entre 

les changements cognitifs normaux liés au vieillissement normal et ceux liés à une démence à un stade très précoce. 
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1.3.2. Transmission par le système visuel 

1.3.2.1. Le système visuel chez l’homme et la souris 

L’œil appartient au SNC et est composé de plusieurs structures dont la rétine qui est la 

partie sensible à la lumière et qui est capable de transmettre cette information au cerveau avec 

lequel elle est connectée. La rétine est composée de plusieurs couches de cellules qui possèdent 

un phénotype neuronal. L’organisation de la rétine est présentée dans la figure 15 (Fig. 15).  

 

Fig. 15 : Schéma de la rétine (à gauche) et section histologique d’une rétine de souris (à droite). La 

rétine est composée de cinq couches très organisées. La couche des cellules ganglionnaires (GCL) 

contient les neurones dont les axones vont former le nerf optique. Les couches plexiformes interne et 

externe sont formées de neurites. La couche nucléaire interne possède des cellules bipolaires et la couche 

nucléaire externe contient les cellules photoréceptrices (cônes et bâtonnets). Le schéma illustre 

également l’épithélium pigmenté, qui doit son nom aux grains de mélanine qu’il contient, la choroïde 

qui est riche en vaisseaux sanguins et la sclère qui est une membrane protectrice recouvrant l’œil. Des 

cellules amacrines (en rose) et horizontales (en mauve) sont aussi représentées schématiquement, elles 

se situent dans la couche plexiforme interne et externe respectivement. Les abréviations font référence 

aux dénominations anglaises des couches : GCL : ganglion cell layer ; IPL : inner plexiform layer ; 

INL : inner nuclear layer ; OPL : outer plexiform layer ; ONL : outer nuclear layer. Image (à gauche) 

créée avec BioRender.com. Image (à droite) : photo personnelle ; coupe colorée à l’hématoxyline (mise 

en évidence des noyaux cellulaires en bleu). 

Les neurones ganglionnaires forment la couche la plus interne de la rétine, située autour 

de la chambre postérieure de l’œil qui contient l’humeur vitrée. Les neurones ganglionnaires 

envoient leurs axones qui quittent l’œil par la papille optique pour former le nerf optique. Les 

nerfs optiques se croisent au niveau du chiasma optique et forment des connections avec deux 

zones cérébrales : le colliculus supérieur et le corps genouillé latéral. Les neurones présents 

dans ces deux zones envoient à leur tour des prolongements vers le cortex visuel primaire où 

les informations visuelles sont traitées (Fig. 16). Plus précisément, au niveau du chiasma 

optique, environ 50% des axones du nerf optique de chaque œil sont décussés (partent vers le 
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côté contralatéral) et les autres 50 % restent du côté ipsilatéral7 (Kupfer et al., 1967). Le corps 

genouillé latéral est situé dans le thalamus. Il reçoit 80 à 90 % des prolongements axonaux 

rétiniens dans l’espèce humaine (Gupta and Yücel, 2007) et forme une zone relais qui se 

connecte au cortex visuel primaire, formant la voie rétino-géniculo-corticale (voie visuelle 

primaire). Les 10 à 20 % restants se projettent sur le colliculus supérieur dans le mésencéphale 

(Perry and Cowey, 1984), dont le rôle est de coordonner les mouvements des yeux et de la tête 

vers les objets d’intérêt, c’est la voie rétino-tectale8.  

En plus des cellules neuronales, la rétine contient, comme le cerveau, des cellules 

gliales. Les astrocytes sont présents uniquement dans la couche des fibres du nerf optique (ce 

sont les premiers segments des prolongements axonaux des cellules ganglionnaires), cette 

couche est située au-dessus de la couche des cellules ganglionnaires (Fig. 15). Les cellules 

microgliales résident dans la couche des cellules ganglionnaires et dans les couches plexiformes 

(interne et externe). 

 

Fig. 16 : Schéma du système visuel (murin). Les axones des cellules ganglionnaires de la rétine 

forment les nerfs optiques (ON) qui se croisent au niveau du chiasma optique (OC) et vont se connecter 

aux neurones du corps genouillé latéral (LGN) et au colliculus supérieur (SC) via le tractus optique 

(OT). La partie contralatérale fait référence à la partie cérébrale opposée à l’œil examiné et la partie 

ispsilatérale est la partie du cerveau située du même côté que l’œil considéré. Les abréviations font 

référence aux termes anglais : SC : superior colliculus ; LGN : lateral geniculate nucleus ; OT : optic 

tract ; OC : optic chiasm ; ON : optic nerve. Image modifiée de http://www.rebsam.org/research ; © 

Alexandra Rebsam (Institut de la vision, Inserm, France). 

 
7 Les fibres axonales issues des zones temporales de la rétine sont directes tandis que celles venant des 

zones nasales sont envoyées du côté controlatéral.  
8 La voie est dénommée rétino- « tectale » en référence au tectum optique qui est l’équivalent du colliculus 

supérieur chez les vertébrés non-mammifères.  

http://www.rebsam.org/research
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L’œil de la souris est similaire à celui de l’être humain, à l’exception du cristallin qui 

est une lentille biconvexe chez l’humain et qui ressemble à une bille chez le rongeur. Le 

cristallin de la souris occupe la majeure partie de la chambre vitrée de l’œil tandis que l’humeur 

vitrée occupe environ 80 % du volume total de l’œil chez l’humain. De plus, chez la souris, 85 

à 90 % des fibres du nerf optique partent du côté contralatéral au niveau du chiasma optique et 

10 à 15 % restent du côté ipsilatéral (Levkovitch-Verbin, 2004). Aussi, la principale cible des 

axones rétiniens chez l’humain est le corps genouillé latéral (CGL) alors qu’elle est le colliculus 

supérieur chez la souris. En effet, 90 à 98 % des fibres du nerf optique projettent dans cette aire 

(Forrester and Peters, 1967, Chiu et al., 2008) et par conséquent, 2 à 10 % sont envoyés dans le 

CGL chez le rongeur (Fig. 17). 

 

Fig. 17 : Schéma des projections des fibres du nerf optique chez la souris. Explications dans le texte. 

CGL : Corps genouillé latéral. 

1.3.2.2. Transmission de maladies à prions par le système visuel 

Le premier cas de maladie de Creutzfeldt-Jakob iatrogène (iCJD) a été reporté en 1974 

avec un patient ayant reçu une greffe de cornée contaminée qui avait été prélevée sur un cadavre 

humain (Duffy et al., 1974). Un cas similaire a été reporté par la suite (Heckmann et al., 1997). 

Des cas de transmission de iCJD ont également été décrits après des procédures 

neurochirurgicales avec l’utilisation d’instruments (Bernoulli et al., 1977, Will and Matthews, 

1982) ou d’électrodes contaminées (Gibbs et al., 1994). 

1.3.2.3. Propagation de la protéine prion via des connections neuronales 

Les maladies à prions se transmettent naturellement par des voies périphériques. Les 

protéines prions se répliquent dans les organes lymphoïdes avant d’atteindre le cerveau par la 

moëlle épinière (Aguzzi et al., 2008). Les protéines prions n’entrent donc pas dans le système 

nerveux par la circulation sanguine mais par des nerfs, majoritairement de nature sympathique 

(Glatzel et al., 2001, Prinz et al., 2003). 
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Au niveau expérimental, certaines observations semblent démontrer que les protéines 

prions peuvent se propager en suivant d’autres connections neuronales. Ainsi, l’ingestion de 

protéines prions par des hamsters suggèrent que celles-ci se propagent vers le cerveau par le 

nerf vague plutôt que le long de la moëlle épinière (Beekes et al., 1998).  

Aussi, deux études ont montré que l’injection de protéines prions dans l’œil atteignent 

le colliculus supérieur et le corps genouillé latéral qui sont, comme nous l’avons vu 

précédemment (cf. [1.3.2.1.] et Fig. 16), des zones cérébrales neuroanatomiquement connectées 

à la rétine. (Fraser, 1982, Brandner et al., 1996). 

1.3.2.4. Expression des protéines tau et APP normales dans l’œil 

L’analyse immunohistologique à l’aide d’un anticorps reconnaissant la forme 

déphosphorylée de la protéine tau dans la rétine humaine montre un marquage intense dans la 

CNI et dans la CPI, un marquage plus faible dans la CPE et la CCG et aucun marquage dans la 

CNE (Löffler et al., 1995). La forme phosphorylée de la protéine tau a été observée, avec un 

marquage faible, dans la CPI et la CCG (Löffler et al., 1995). Aucun changement relatif à l’âge 

n’a été observé (Löffler et al., 1995). Une autre étude a confirmé ces observations. Cependant, 

cette étude a montré une corrélation positive entre l’âge et la présence de cellules ganglionnaires 

marquées avec un anticorps anti-tau indépendant de l’état de phosphorylation de la protéine. 

De plus, l’étude ne rapporte aucun marquage des rétines humaines avec un anticorps anti-tau 

phosphorylé (Leger et al., 2011). Une étude de 2008 a également décrit un marquage des CNI 

et CPI et un marquage variable de la CCG dans la rétine humaine en utilisant un anticorps anti-

tau (Gupta et al., 2008).  

La protéine APP est aussi présente dans la rétine humaine comme l’indiquent plusieurs 

études. Elle apparaît majoritairement dans la CCG lorsqu’elle est observée à la suite d’un 

immunomarquage sur une rétine humaine et l’intensité du marquage semble augmenter avec 

l’âge de l’individu (Löffler et al., 1995). 

Dans la rétine de souris adultes sauvages (WT), la protéine tau est détectée 

principalement dans le corps cellulaire et les axones (couche des fibres optiques) des cellules 

ganglionnaires, dans la couche nucléaire interne et dans les couches plexiformes (Rodriguez et 

al., 2020). La protéine APP est également exprimée dans toutes les couches de la rétine des 

souris sauvages à l’exception de la couche nucléaire externe (CNE) (Ho et al., 2012a). 

1.3.2.5. La pathologie tau dans la rétine dans la maladie d’Alzheimer 

Plusieurs changements pathologiques ont été observés dans la rétine de patients atteints 

de la MA tels qu’une perte de cellules ganglionnaires (Blanks et al., 1996) et une réduction de 

l’épaisseur de la couche des fibres du nerf optique (Hedges et al., 1996). La dégénérescence des 

cellules ganglionnaires de la rétine humaine est observée en l’absence de DNF et de plaques 

amyloïdes (Hinton et al., 1986, Blanks et al., 1989). 

L’analyse post-mortem de rétines humaines ont montré des inclusions marquées par 

l’anticorps AT8 (pSer202/Thr205) dans la CCG, les couches plexiformes et la CNI. Néanmoins 

ces protéines tau hyperphosphorylées ne sont pas agrégées comme l’indiquent l’absence de 

coloration au Gallyas et à la Thioflavine S ou l’utilisation de différents anticorps anti-tau 

(AT100, AT180, AT270 ou PHF-1) (Schön et al., 2012). Des observations similaires ont été 

obtenues par l’équipe de (den Haan et al., 2018). En effet, ils ont montré, par des analyses 

immunohistologiques, la présence de la protéine tau dans les couches plexiformes (IPL et OPL), 
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en accord avec les observations de (Löffler et al., 1995) et la protéine tau phosphorylée a été 

également été détectée dans ces couches avec les anticorps anti-tau phosphorylé AT8, AT100 

et AT270. Les mêmes observations ont été reportées par l’équipe de (Grimaldi et al., 2019) 

pour les anticorps AT8 et AT-100. En concordance avec l’étude de (Schön et al., 2012), la 

protéine tau n’a pas été observée sous une forme agrégée puisqu’aucun marquage avec les 

anticorps MC1 et anti-tau pS422 n’a été observé, ces anticorps détectant les protéine tau sous 

forme de PHF. De plus, les structures typiques formées par la protéine tau dans le cerveau telles 

que les DNF, les plaques neuritiques et les neurites marqués dans le neuropile ne sont pas 

retrouvées dans la rétine (den Haan et al., 2018). Aussi, la présence de la protéine tau 

phosphorylée dans la rétine permet de discriminer les rétines de patients atteints de la MA et 

les rétines de sujets contrôles, contrairement à la présence de dépôts amyloïdes (den Haan et 

al., 2018). Cependant, d’autres études n’ont pas détecté de protéine tau hyperphosphorylée dans 

la rétine de patients décédés de la MA (Ho et al., 2014, Williams et al., 2017).  

La phosphorylation de la protéine tau dans la rétine, analysée par western blotting, 

apparaît d’abord sur les épitopes reconnus par les anticorps AT8 et PHF-1 et ensuite sur 

l’épitope S199 tandis que la conformation de la protéine n’est pas modifiée (MC1 négative) 

dans un modèle murin transgénique qui co-exprime une protéine amyloïde humaine mutée 

(APPswe/PS1-M146V) et une protéine tau humaine mutée (P301L) (Chiasseu et al., 2017). 

L’analyse immunohistologique de ces souris triple transgéniques a montré l’expression de la 

protéine tau dans toutes les couches de la rétine à l’exception de la CNE et l’intensité du 

marquage augmente avec l’âge de la souris particulièrement dans la CPI et dans le corps 

cellulaire des cellules ganglionnaires de la rétine (Chiasseu et al., 2017). Les souris 

transgéniques qui expriment une protéine tau humaine mutée (P301S) montrent également une 

expression de la protéine tau dans le corps cellulaire et les neurites (Gasparini et al., 2011). 

D’autres études ont aussi observé la protéine tau phosphorylée par immunohistochimie sur les 

épitopes reconnus par AT8 et AT100 (Gasparini et al., 2011, Schön et al., 2012) et sur les 

épitopes PHF-1 et AT-180 (Gasparini et al., 2011) dans un modèle murin qui exprime une 

protéine tau mutée (P301S).  L’épitope reconnu par l’anticorps AT-100 est considéré comme 

mettant en évidence une forme fibrillaire (agrégée) de la protéine tau (Gasparini et al., 2011, 

Schön et al., 2012). Aussi, l’équipe de (Gasparini et al., 2011) a observé la présence de protéines 

tau hyperphosphorylées dans la fraction sarkosyl insoluble de la rétine des souris transgéniques 

analysée par western blotting et des filaments semblables à ceux isolés du cerveau ont été 

observés par microscopie électronique. De plus, la pathologie tau dans la rétine est détectée 

avant l’apparition de la pathologie tau corticale dans des modèles murins qui surexpriment une 

protéine tau humaine mutée (Schön et al., 2012, Chiasseu et al., 2017). 

L’accumulation de protéines tau hyperphosphorylées a également été observée dans la 

rétine de patients souffrant de glaucome9 (Gupta et al., 2008). Certaines études suggèrent qu’un 

lien  pourrait exister entre ces deux maladies neurodégénératives (Wostyn et al., 2009). 

 

 

 

 
9 Le glaucome est caractérisé par une perte progressive des cellules ganglionnaires de la rétine et une 

atrophie du nerf optique qui conduisent à une perte visuelle, voire à la cécité. 
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1.3.2.6. La pathologie amyloïde dans la rétine dans la maladie d’Alzheimer 

La protéine APP est exprimée dans les cellules ganglionnaires de la rétine (CCG) et le 

peptide β-amyloïde est présent dans la couche des fibres optiques dans différents modèles 

transgéniques qui surexpriment une protéine amyloïde humaine mutée (Ning et al., 2008, Liu 

et al., 2009). Les plaques amyloïdes ont été détectées dans le modèle murin APPswe/PS1ΔE9, 

surexprimant une protéine amyloïde humaine mutée (Perez et al., 2009, Koronyo-Hamaoui et 

al., 2011) et dans un modèle murin triple transgénique (APPswe/PS1M146V/MAPTP301L) 

(Grimaldi et al., 2018). Les dépôts amyloïdes dans la rétine sont observés avant le 

développement de la pathologie amyloïde dans le cerveau murin pour l’étude de (Koronyo-

Hamaoui et al., 2011) ou après l’apparition des dépôts amyloïdes cérébraux pour l’étude de 

(Perez et al., 2009). Une étude a également montré que la présence de plaques amyloïdes dans 

la rétine était liée à une hyperphosphorylation (AT8) de la protéine tau murine endogène dans 

un modèle murin (Tg2576) qui surexprime une protéine amyloïde humaine mutée (APPswe) (Liu 

et al., 2009). Cependant, une étude a analysé, par western blotting, l’état de phosphorylation de 

la protéine tau dans le modèle murin APPswe/PS1ΔE9 sur les épitopes T181 et S262 et n’a pas 

trouvé de phosphorylation sur ces sites (Chidlow et al., 2017). L’analyse protéique des taux 

d’Aβ40 et Aβ42 par ELISA dans la rétine de souris transgéniques a montré une expression 

élevée dans le génotype 5xFAD par rapport aux génotypes Tg2576, 3xTg-AD et PSAPP et les 

taux mesurés dans les souris 5xFAD sont similaires à ceux détectés dans la rétine humaine 

atteinte de MA (Alexandrov et al., 2011). De plus, les taux d’Aβ42 détectés dans la rétine de 

différents modèles transgéniques exprimant une protéine amyloïde humaine mutée sont 

inférieurs à ceux mesurés dans le cerveau (Dutescu et al., 2009, Alexandrov et al., 2011). 

Cependant, certaines études n’ont pas détecté la présence de dépôts amyloïdes dans la rétine de 

souris transgéniques surexprimant une protéine amyloïde humaine mutée (Schön et al., 2012, 

Chidlow et al., 2017). 

Des plaques amyloïdes ont également été détectées post-mortem dans les rétines 

humaines de patients atteints de la MA au niveau des couches internes (Koronyo-Hamaoui et 

al., 2011, Grimaldi et al., 2019). Néanmoins, la majorité des études indiquent l’absence de 

plaques amyloïdes dans la rétine humaine de patients atteints de la MA (Hinton et al., 1986, 

Blanks et al., 1989, Schön et al., 2012, Ho et al., 2014, Williams et al., 2017). Les divergences 

de résultats peuvent s’expliquer par les différentes méthodologies utilisées dans les études et 

notamment les anticorps choisis pour détecter la pathologie amyloïde. En effet, une étude de 

2018 (den Haan et al., 2018) montre que les rétines humaines prélevées sur des patients décédés 

de la MA développent des dépôts amyloïdes qui sont mis en évidence par certains anticorps 

anti-Aβ et pas par d’autres. Un marquage intracellulaire des cellules ganglionnaires de la rétine 

et de la CNI et des plaques extracellulaires dans les CCG et CNI ont été observés avec 

l’anticorps anti-Aβ « 6E10 » mais l’utilisation de l’anticorps anti-Aβ « 4G8 » ou du colorant 

Thioflavine S ne permet pas de visualiser de plaques extracellulaires. Cependant, ces 

observations ne permettent pas de distinguer des rétines de patients atteints de la MA ou de 

sujets contrôles.  
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1.3.3. Transmission de la pathologie tau par voie extracérébrale dans des modèles 

expérimentaux 

L’administration périphérique, par une injection intrapéritonéale de protéines tau 

pathologiques isolées de cerveaux de souris transgéniques exprimant une isoforme humaine 

mutée de la protéine tau (P301S) a conduit à une exacerbation de la pathologie tau cérébrale 

chez ces souris, 9 mois après l’injection (Clavaguera et al., 2014), ce qui suggère qu’une 

transmission vers le cerveau peut avoir lieu à la suite d’une contamination périphérique.
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2. Objectifs 

Etant donné que la protéine tau partage des propriétés avec les protéines prions (Mudher 

et al., 2017) et que des cas de transmission iatrogène de la maladie de Creutzfeldt-Jakob ont été 

rapportés ou suspectés à la suite de transfusions sanguines (Llewelyn et al., 2004, Wroe et al., 

2006) ou de chirurgies oculaires (Heckmann et al., 1997, Mehta and Franks, 2002), nous avons 

voulu éprouver l’hypothèse qu’une transmission de la pathologie tau au cerveau était peut-être 

possible par des voies extra-cérébrales similaires à celles utilisées par les protéines prions. Dans 

le cadre de ce travail de thèse, nous avons étudié les voies sanguines et visuelles comme voies 

de transmission et de propagation de la pathologie tau. 

2.1. Propagation de la pathologie tau par voie sanguine 

Chez des sujets humains, le développement d’une pathologie tau à la suite de l’injection 

intraveineuse d’hormones de croissance d’origine humaine et contaminées par des protéines tau 

pathologiques suggère qu’une transmission de la pathologie tau est possible par voie sanguine 

(Duyckaerts et al., 2018). Nous avons étudié l’effet d’une injection intraveineuse de protéines 

tau pathologiques (PHF-tau) isolées à partir de cerveaux de sujets atteints de la maladie 

d’Alzheimer sur la propagation de la pathologie tau dans le cerveau de modèles murins 

sauvages (WT) ou transgéniques. 

2.2. Propagation de la pathologie tau par le système visuel 

La protéine prion pathologique est rencontrée dans les couches plexiformes de la rétine 

de cas sporadiques de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Head et al., 2003, Head et al., 2005) et 

de cas du variant de la CJD (vCJD) (Head et al., 2003). La protéine prion pourrait, dès lors, être 

transmise par des instruments chirurgicaux contaminés après un contact avec des tissus infectés 

lors de procédures en neurochirurgie ou en chirurgie ophtalmologique (Mehta and Franks, 2002, 

S-Juan et al., 2004). Par conséquent, si la protéine tau partage des propriétés avec la protéine 

prion et puisque la pathologie tau a été détectée dans la rétine (den Haan et al., 2018) et dans 

les fluides de l’œil (Gijs et al., 2021, Romaus-Sanjurjo et al., 2022) dans la maladie 

d’Alzheimer, la propagation de la pathologie tau à partir de la rétine au cerveau est-elle possible 

à la suite d’une contamination ophtalmique ? Nous avons étudié l’effet d’une injection 

intraoculaire de protéines tau pathologiques (PHF-tau) isolées à partir de cerveaux de sujets 

atteints de la maladie d’Alzheimer sur la propagation de la pathologie tau par la voie retino-

tectale dans différents modèles murins sauvages (WT) ou transgéniques. 
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3. Matériel et Méthodes 

3.1. Matériel 

3.1.1. Anticorps primaires 

Les différents anticorps primaires utilisés pour les immunomarquages 

(immunohistochimie) et en western blotting sont repris et détaillés dans le tableau 1. Les 

différentes dilutions ainsi que les pré-traitements éventuels, nécessaires pour démasquer les 

épitopes des antigènes d’intérêt en immunohistochimie, sont également mentionnés. Les pré-

traitements consistent à immerger les coupes histologiques dans du tampon citrate 0,01 M 

(acide citrique monohydraté 0,01 M ; citrate de Na dihydraté 0,01 M ; pH 6) et les chauffer à 

ébullition dans une cocotte à pression pendant 20 minutes. 

La mise en évidence des protéines amyloïdes nécessitent de pré-traiter les coupes 

histologiques en les immergeant dans de l’acide formique 99% pendant 15 minutes. L’acide 

formique détruit les fonctions aldéhydes créées par la fixation et rend les sites antigéniques plus 

accessibles pour les anticorps. 
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3.1.2. Anticorps secondaires 

Les anticorps secondaires sont choisis en fonction de l’espèce animale chez laquelle les 

anticorps primaires ont été produits. Les anticorps secondaires utilisés en immunohistochimie 

sont couplés à de la biotine et les anticorps secondaires utilisés en western blotting sont, quant 

à eux, couplés directement à l’enzyme peroxydase (HRP). L’ensemble des anticorps 

secondaires sont mentionnés dans le tableau 2. 

 

Tableau 2 : Liste des anticorps secondaires utilisés en immunohistochimie (technique ABC/DAB) 

et en western blotting. 

3.1.3. Cerveaux humains 

Les cerveaux humains utilisés dans ce projet sont issus de la banque de cerveaux (« brain 

bank ») du Pr Jean-Pierre Brion au sein du laboratoire d’histologie, de neuroanatomie et de 

neuropathologie (Agrément n° BB190052). Les cerveaux ont été prélevés à l’autopsie chez un 

patient dément diagnostiqué cliniquement comme ayant la MA (femme de 60 ans, délai post-

mortem de 24 heures) et chez un sujet sain, non-dément (homme de 67 ans, délai post-mortem 

de 24 heures) qui servira de contrôle. Pour chaque cerveau, un des hémisphères a été fixé dans 

du formol 10 % et enrobé de paraffine et l’autre a été congelé et stocké à -80°C. L’examen 

neuropathologique réalisé sur des coupes histologiques a confirmé la présence de DNF et de 

plaques amyloïdes chez le patient MA (stade de Braak VI, stade de Thal 4) et leurs absences 

chez le patient non-dément. Les études sur ce matériel humain ont été réalisées en conformité 

et avec l’accord du comité éthique de la faculté de Médecine de l’Université Libre de Bruxelles 

(numéro de protocole éthique P2009/015). 

3.1.4. Culture cellulaire  

3.1.4.1. Culture de CHO 

Les cellules CHO (« Chinese Hamster Ovary ») sont une lignée de cellules épithéliales 

issues d’ovaires de hamster de Chine qui n’expriment pas la protéine tau. Ces cellules sont 

maintenues dans du milieu F12 (21765-029, Gibco) agrémenté de 10% (v/v) de FBS (sérum 

fœtal bovin) (10500-064, Gibco) et d’1% (v/v) de L-glutamine (25030-024, Gibco) 

(concentration finale de 2 mM) et complété par des antibiotiques (15140-122, Gibco) (100 U 

de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine). Les cellules sont gardées dans un incubateur à 

37°C avec 5% de CO2 et sont passées une fois par semaine, lorsqu’elles atteignent 90 à 100% 

de confluence.  

3.1.4.2. Culture primaire de neurones corticaux murins 

Les cultures primaires de neurones corticaux murins sont réalisées à partir d’embryons 

prélevés chez une souris au 18ième jour de gestation. La souris gestante est sacrifiée et le chapelet 

d’embryons est prélevé. Le placenta est ôté et chaque embryon est à son tour sacrifié avant de 

prélever stérilement les cortex qui sont d’abord placés dans un milieu D1 (NaCl 0,13 M ; KCl 
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5 mM ; Na2HPO4 0,2 mM ; KH2PO4 0,2 mM, sucrose 44 mM, glucose 33 mM ; Hepes 10 mM). 

Les méninges sont alors retirées des cortex et ceux-ci sont ensuite placés dans un milieu 

Neurobasal (21103-049, Gibco) enrichi avec 2% (v/v) de B27 (17504-044, Gibco) et 0,5 mM 

de Glutamax (35050-061, Gibco), qui contient des dipeptides de L-alanyl-L-glutamine. Ce 

milieu favorise la survie des cellules neuronales. Des antibiotiques (15140-122, Gibco) sont 

également ajoutés au milieu (140 U de pénicilline et 140 µg/ml de streptomycine). Les cortex 

sont homogénéisés à l’aide de pipettes en verre rodées afin de dissocier les cellules, qui sont 

comptées en utilisant une cellule de Neubauer. Les cellules sont remises en suspension à une 

concentration de 400 000 à 600 000 cellules par millilitre dans des plaques de culture cellulaire 

multipuits préalablement recouvertes de poly-L-Lysine (10 µg/ml) (P1399, Sigma). Les 

cultures sont maintenues dans un incubateur à 37°C et 5% de CO2. Après trois ou quatre jours 

de culture, la moitié du milieu est changé. Ensuite, le milieu est changé tous les trois jours. Les 

cultures primaires de neurones peuvent ainsi être maintenues environ deux semaines.  

3.1.4.3. Culture de cellules FRET 

La capacité de nucléation (« seeding ») des PHF-tau humains, a été évaluée, in vitro, en 

utilisant des cellules « FRET » (Tau RD P301S FRET Biosensor (ATCC CRL-3275)). 

Le principe de la méthode est basé sur le système « FRET » qui utilise le transfert 

d’énergie par résonance de fluorescence. Des cellules monoclonales HEK 293T qui expriment 

de manière stable les domaines répétitifs de liaison aux microtubules de la protéine tau portant 

la mutation P301S fusionnés à des molécules fluorescentes CFP (RD-CFP) ou YFP (RD-YFP) 

produisent un signal FRET lorsque ces protéines RD-CFP et RD-YFP s’agrègent après que les 

cellules ont internalisés des protéines ayant des capacités de nucléation (Furman et al., 2015). 

Ces protéines sont appelées « seeds » en anglais et correspondent aux PHF-tau dans nos 

expériences. Lorsque les PHF-tau sont internalisés par la cellule, les protéines tau exprimées 

(RD-CFP et RD-YFP) dans celle-ci sont « recrutées » par les PHF-tau, les protéines RD-CFP 

et RD-YFP sont dès lors assez proches pour permettre à la molécule fluorescente CFP, 

lorsqu’elle est excitée à une longueur d’onde de 405 nm, de transférer son énergie à la molécule 

fluorescente YFP qui se met alors à émettre une fluorescence verte (425/50 nm). Les PHF-tau 

ont donc la capacité d’agréger les protéines tau endogènes, le phénomène étant mis en évidence 

par la florescence verte comme décrit précédemment (Fig. 18). 

Les cellules FRET ont été 

mises en culture à une densité de 

400 000 cellules par puits d’une 

plaque six puits. 18 heures plus 

tard, les cellules ont été 

transfectées avec des liposomes 

qui contiennent des fractions 

sarkosyl provenant de cerveaux 

humains sains (CTL) ou atteints 

de la MA (AD) à une 

concentration de 1 µg/ml. La 

formation des liposomes est 

rendue possible grâce à l’ajout 

d’un réactif de transfection (X-

tremeGENE HP, Roche). La 

Fig. 18 : Représentation du système FRET utilisé dans des 

cellules HEK 293T. Explications dans le texte. Image créée 

avec BioRender.com. 
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préparation des liposomes est réalisée dans du milieu Opti-MEM (Thermo Fisher) et est laissée 

pendant 20 minutes à température ambiante (pour permettre la formation des liposomes) avant 

d’être ajoutée dans le milieu de culture des cellules (Milieu DMEM (41965-039, Gibco) ; 10% 

(v/v) FBS (Gibco) ; 1% (v/v) Glutamax (Gibco) ; 1% (v/v) Pen Strep (Gibco) (100 U de 

pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine)). Les cellules sont observées 24 heures après la 

transfection au microscope à fluorescence (Zeiss Axioplan). 

3.1.5. Souris transgéniques 

Les souris ont été maintenues sur un cycle de lumière/obscurité de 12 heures avec 

nourriture et eau ad libitum. Toutes les études ont été réalisées en conformité et après 

approbation du comité d’éthique pour le bien-être et l’utilisation des animaux de laboratoire de 

la faculté de médecine de l’Université Libre de Bruxelles (numéros d’autorisation 682N et 

599N). 

Les modèles transgéniques utilisés sont décrits ci-dessous et listés dans un tableau 

récapitulatif (tableau 3). La présence (ou l’absence) de pathologies amyloïde et tau dans 

l’hippocampe de ces souris peut être visualisé dans les figures supplémentaires 1 (Fig. Sup. 1) 

et 2 (Fig. Sup. 2) respectivement. 

Les différentes lignées murines sont toutes maintenues sur un fond génétique C57BL/6. 

 

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des modèles murins utilisés dans le projet de recherche et leurs 

caractéristiques principales. 

3.1.5.1. Tg22 et Tg30 : Lignées de souris exprimant une isoforme de la protéine 

tau humaine mutée 

Les souris Tg22 et Tg30, également connues sous le nom de « THY-Tau22 » 

(Schindowski et al., 2006) et « Tg30tau » (Leroy et al., 2007a) respectivement, expriment 

l’isoforme 1N4R de la protéine tau humaine mutée aux positions G272V et P301S, sous le 

contrôle du promoteur Thy1.2 (Fig. 19). Ce dernier conduit à l’expression du transgène 

exclusivement dans les neurones, à partir du 6ième jour de vie post-natale. Les souris expriment 

aussi les protéines tau murines. La différence entre les deux modèles murins se situe dans le 

nombre de copies et les positions d’intégration du transgène dans le génome murin. Les souris 
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Tg30 montrent notamment une expression plus importante du transgène dans la moëlle épinière 

par rapport aux souris Tg22. Seules les souris hétérozygotes pour l’expression de la protéine 

tau humaine ont été utilisées dans le projet de recherche. Les mutations G272V et P301S ont 

été décrites dans des formes familiales de démence fronto-temporale avec syndrome 

Parkinsonien lié au chromosome 17 (FTDP-17) (cf. [1.1.3.1.3. Tauopathies]) et se situent dans 

le premier et le second domaine de liaison aux microtubules de la protéine tau respectivement. 

Ces mutations diminuent la capacité de tau à se fixer aux microtubules et lui confère des 

propriétés pro-agrégantes. L’analyse histologique du cerveau montre une hyperphosphorylation 

de tau sur des épitopes impliqués dans la maladie d’Alzheimer (AT8, AT180, …) et des 

dégénérescences fibrillaires mises en évidence par l’anticorps MC1 et la coloration Gallyas. 

Ces lésions apparaissent entre 3 et 6 mois d’âge dans le cortex et l’hippocampe et s’aggravent 

avec le temps. Le phénotype des souris Tg30 montre d’importants troubles moteurs qui évoluent 

vers une atrophie puis une paralysie des membres postérieurs. Les souris Tg30 ont une survie 

moindre que les souris Tg22 à cause de ces troubles moteurs que les souris Tg22 ne présentent 

pas. On pourrait reprocher à ce modèle murin d’être un modèle de tauopathie telle que la FTDP-

17 plutôt qu’un modèle AD. Néanmoins, la pathologie tau développée par ces souris est proche 

de celle observée dans la MA. De plus, à ce jour, aucune mutation n’a été découverte dans le 

gène MAPT dans la MA, il est donc impossible de créer un modèle murin qui reproduirait la 

pathologie tau de la MA à partir de mutations.  

 

Fig. 19 : Construction du transgène exprimé par les souris Tg22 et Tg30 (Schindowski et al., 2006). 

3.1.5.2. TauKO : Lignée de souris n’exprimant aucune protéine tau 

Les souris TauKO (Tucker et al., 2001) n’expriment aucune protéine tau, excepté un 

fragment contenant les 31 premiers acides aminés et fusionné à une protéine EGFP. En effet, 

une cassette encodant la protéine EGFP couplée au gène de résistance à la néomycine a été 

intégrée dans l’exon 1 du gène tau murin (Mapt) (Fig. 20). 

Fig. 20 : Construction du transgène exprimé par les souris TauKO (Tucker et al., 2001). 
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Ces souris ne montrent pas de phénotype particulier et la morphologie du SNC et du 

SNP est normale. Les souris homozygotes ont été utilisées dans ce projet de recherche. D’autres 

protéines de liaison aux microtubules, les protéines MAP, et plus spécifiquement la protéine 

MAP1A, permettrait de compenser l’absence de tau, surtout lors de l’embryogenèse (Harada et 

al., 1994, Dawson et al., 2001). 

3.1.5.3. hTau : Lignée de souris exprimant les six isoformes de la protéine tau   

humaine sauvage  

Les souris expriment, à l’âge adulte, trois isoformes 4R de la protéine tau tandis que 

chez l’homme, on identifie six isoformes exprimées, trois isoformes 3R et trois isoformes 4R 

avec un ratio de 1:1. Le modèle murin hTau a été développé pour correspondre plus exactement 

à la réalité humaine. En effet, ces souris expriment un transgène tau humain sauvage qui permet 

l’expression des six isoformes en l’absence de l’expression des protéines tau murines. 

Brièvement, ces souris ont été générées en croisant deux lignées, la lignée 8c (Duff et al., 2000) 

qui surexprime, de manière hétérozygote, un transgène qui code pour la protéine tau humaine 

sauvage sous le contrôle du promoteur du gène tau et la lignée TauKO (Tucker et al., 2001) qui 

n’exprime aucune protéine tau. Les souris utilisées dans notre étude sont de génotype hTau+/- et 

tau murin-/-. Andorfer et son équipe (Andorfer et al., 2003, Andorfer et al., 2005) ont observé 

une accumulation anormale de protéines tau phosphorylées dans le corps cellulaire et les 

dendrites des neurones hippocampiques et corticaux à partir de trois mois d’âge et ils ont montré 

que cette accumulation augmente avec le vieillissement de la souris. 

3.1.5.4. 5xFAD : Lignée de souris exprimant les protéines APP et PS1 humaines 

mutées 

Les souris transgéniques 5xFAD (Oakley et al., 2006) , aussi connues sous le nom de 

Tg6799, surexpriment les protéines β-amyloïdes 42 (Aβ42) et développent des plaques 

amyloïdes, similaires à celles observées dans la MA. Ces souris ont été générées à l’aide de 

deux transgènes, tous deux sous le contrôle du promoteur Thy-1 qui permet l’expression des 

protéines dans les neurones. Le premier transgène contient le gène APP qui porte les 

mutations « Swedish » (K670N/M671L), « Florida » (I716V), et « London » (V717I). Le 

second transgène contient le gène PS1 qui porte les mutations M146L et L286V (Fig. 21). Ces 

mutations ont été découvertes dans des formes familiales de la MA (« FAD » voulant dire 

« Familial Alzheimer’s Disease ») (cf. [1.1.2.2.1.2. Mutations génétiques liées aux formes 

familiales]) et provoquent une augmentation de la production du peptide Aβ42, impliqué dans 

la formation de fibrilles insolubles, qui, en s’accumulant, forment les plaques amyloïdes, une 

des caractéristiques de la MA. Le peptide Aβ provient du clivage protéolytique de l’APP, la 

protéine précurseur de l’amyloïde, par l’action de deuxprotéases, les β- et γ-sécrétases (cf. 

[1.1.3.2.1. Physiopathologie de la protéine amyloïde]). En conditions pathologiques, une 

majorité de peptides Aβ42 est produite, ceux-ci ayant une propension plus importante à former 

des fibrilles insolubles que les peptides Aβ40, formés en conditions physiologiques. La 

préséniline 1 ou PS1 est impliquée dans la régulation de l’activité du complexe enzymatique 

formantla γ-sécrétase. Les mutations de la PS1 conduisent également à une production accrue 

du peptide Aβ42. 

Les souris 5xFAD développent très rapidement, à partir de deux mois d’âge, une 

pathologie amyloïde notamment dans le cortex et l’hippocampe, semblable à celle observée 

dans la MA. Le phénotype de ces souris comprend des plaques amyloïdes extracellulaires 
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composées de peptides Aβ42 agrégés, une gliose associée aux plaques amyloïdes, une 

neurodégénération et des troubles de la mémoire.  

Les souris 5xFAD utilisées dans le présent projet sont hétérozygotes pour les deux 

transgènes (APP+/- et PS1+/-). 

 

Fig. 21 : Construction des transgènes utilisés pour générer les souris 5xFAD (Oakley et al., 2006). 

3.1.5.5. 5xFAD Tg30 : Lignée de souris exprimant les protéines APP, PS1 et tau 

humaines mutées  

Les souris 5xFAD Tg30 (Héraud et al., 2014) ont été générées en croisant deux lignées 

préexistantes, les lignées 5xFAD (Oakley et al., 2006) et Tg30 (Schindowski et al., 2006, Leroy 

et al., 2007a) décrites ci-avant. Les souris 5xFAD Tg30 ont été obtenues en croisant des souris 

hétérozygotes 5xFAD avec des souris hétérozygotes Tg30.  

Ce modèle a été créé pour produire et étudier de façon concomitante les deux lésions 

neuropathologiques typiques de la MA, les plaques séniles, composées de protéines amyloïdes 

et les DNF, composées de PHF-tau. En effet, les souris 5xFAD qui surexpriment les gènes APP 

et PS1 humains mutés développent des plaques amyloïdes en l’absence de DNF et inversement, 

les souris Tg30 qui expriment une protéine tau humaine mutée présentent des DNF en l’absence 

de plaques séniles. 

Les souris 5xFAD Tg30 produisent des plaques amyloïdes mais dans une moindre 

quantité que celle observée chez les souris 5xFAD (Tableau 4 et Fig. Sup. 1). En revanche, la 

quantité de DNF est plus importante chez les souris 5xFAD Tg30 par rapport aux souris Tg30 

(Tableau 4 et Fig. Sup. 2). La distribution neuroanatomique des protéines tau et amyloïde chez 

les souris 5xFAD Tg30 est similaire à celles observées chez les souris Tg30 et 5xFAD pour les 

protéines tau et amyloïde respectivement (Fig. Sup. 1 et 2). L’analyse du tau insoluble montre 

une augmentation de la phosphorylation et de la conformation pathologique de la protéine tau 

et le recrutement du tau murin est augmenté chez les souris 5xFAD Tg30 par rapport aux souris 

5xFAD. Aussi, le déficit moteur est encore aggravé chez les souris 5xFAD Tg30 par rapport 

aux souris Tg30 (Tableau 4) et leur espérance de vie est également diminuée.  

 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des caractéristiques des lignées 5xFAD Tg30, Tg30 et 5xFAD 

observées au sein de notre laboratoire, dans l’étude de Héraud et al., 2014 (Héraud et al., 2014). 
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3.2. Méthodes 

3.2.1. Préparation des fractions sarkosyl enrichies en PHF-tau humains 

insolubles 

La préparation des fractions sarkosyl est basée sur des protocoles déjà décrits dans la 

littérature scientifique (Ksiezak-Reding et al., 1990, Brion et al., 1991, Audouard et al., 2016).  

Le fractionnement biochimique utilisé ici permet d’enrichir une fraction insoluble à un 

détergent, en l’occurrence le N-lauroyl-sarcosine de sodium ou sarkosyl (Sigma L-5750), à 

partir d’un homogénat cérébral post-mortem. Le sarkosyl solubilise les protéines natives dans 

le cerveau sans solubiliser les agrégats de protéines tels que les PHF-tau. 

Un échantillon de cortex frontal humain, débarrassé des méninges, de la substance 

blanche et des vaisseaux sanguins visibles est homogénéisé dans un tampon H (EDTA 1mM ; 

Tris 10 mM (pH 7,4) ; sucrose 10% (m/v) ; NaCl 0,8 M) dont le volume ajouté correspond à 10 

x le poids de l’échantillon cérébral (1g/10 ml). L’homogénéisation s’effectue à l’aide d’un 

broyeur de tissu de type Potter-Elvehjem (dont le principe est décrit dans la section [3.2.1.2.1. 

Préparation des homogénats tissulaires]). L’homogénat obtenu est ensuite centrifugé à 15 000x 

g pendant 20 minutes à 4°C.  

Après la centrifugation, le sarkosyl (Sigma L-5750) est ajouté au surnageant pour 

obtenir une concentration finale de 1% (m/v) (10 mg/ml). Le tube contenant l’homogénat et le 

sarkosyl est ensuite placé sur un rotor qui est mis à tourner à une vitesse légère durant une nuit 

(O/N) en chambre froide à 4°C.  

Le lendemain, l’homogénat est ultracentrifugé à 180 000x g pendant 30 minutes à 4°C. 

Par la suite, le surnageant, qui correspond à la fraction sarkosyl soluble est retiré et le 

culot, qui équivaut à la fraction sarkosyl insoluble, est tout doucement lavé avec du PBS 

(AM9624, Invitrogen). Le culot est ensuite resuspendu dans du PBS (AM9624, Invitrogen) à 

raison de 0,25 ml de PBS par un gramme de tissu cérébral de départ.  

Un dosage protéique (méthode de Bradford, Bio-Rad) de la fraction sarkosyl insoluble 

est réalisé et la concentration protéique est ajustée à 1 µg/µl (le plus souvent) en ajoutant du 

PBS (AM9624, Invitrogen), ce qui correspond à 3,5 mg de tissu cérébral de départ. La solution 

est ensuite aliquotée et conservée à -20°C. Une analyse biochimique de la fraction sarkosyl 

insoluble par westen blotting est aussi réalisée en utilisant les anticorps B19 (tau total) et PHF-

1 (pSer396/Ser404). 

La présence des PHF-tau dans la fraction sarkosyl insoluble est vérifiée visuellement en 

microscopie électronique.  

3.2.2. Coloration négative des PHF-tau par microscopie électronique 

L’ultrastructure des PHF-tau (filaments) contenus dans la fraction sarkosyl insoluble a 

été caractérisée par microscopie électronique en transmission (TEM).  

Le matériel à analyser est absorbé sur des grilles recouvertes de formvar et de carbone 

puis une coloration négative avec du phosphotungstate de potassium est effectuée (Brion et al., 

1991) avant l’observation du matériel au microscope électronique (Zeiss EM 809T) à 80 kV.  
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La longueur moyenne des filaments de tau est estimée en mesurant ± 200 filaments à 

l’aide du logiciel ImageJ. 

3.2.3. Tests de viabilité cellulaire/cytotoxicité sur des cellules traitées avec des 

PHF-tau humains 

La cytotoxicité des PHF-tau humains a été estimée en évaluant la viabilité de cellules 

en culture qui ont été traitées avec ces PHF-tau humains. Deux tests et deux types cellulaires 

ont été utilisés. 

3.2.3.1. Test MTT sur cellules CHO 

La viabilité des cellules CHO qui ont été traitées avec des PHF-tau humains a été 

évaluée à l’aide d’une solution de MTT (M2128, Sigma). Le bleu de thiazolyl tétrazolium ou 

MTT qui produit une solution de couleur jaune est converti en formazan de couleur bleu foncé 

par les déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes. 

Les cellules CHO ont été ensemencées à une concentration de 30 000 cellules par 

millilitre dans une plaque 96 puits. 24 heures après la mise en culture, une fraction sarkosyl qui 

contient les PHF-tau humains (AD) ou une fraction sarkosyl contrôle (CTL) qui n’en contient 

pas a été ajoutée dans le milieu de culture à une concentration de 10 µg/ml. Les cellules ont été 

traitées pendant trois, six (temps courts), 24, 48 ou 72 heures (temps longs). Après le temps de 

traitement, la solution de MTT est ajoutée dans le milieu de culture pour obtenir une 

concentration finale d’un milligramme de MTT par millilitre. Les cellules sont incubées à 37°C 

pendant 30 minutes puis le milieu est aspiré des puits et 100 µl de diméthylsulfoxyde (DMSO) 

sont ajoutés dans chaque puits de la plaque 96 puits. Le DMSO est utilisé pour solubiliser les 

cristaux de formazan qui sont insolubles dans l’eau. L’intensité de la coloration (densité 

optique) est mesurée grâce à un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 540 nm. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage de cellules vivantes par rapport à des cellules non-

traitées et qui représentent 100%. 

3.2.3.2. Test Calcéine-Propidium iodide sur neurones 

La viabilité des neurones qui ont été traités avec des PHF-tau humains a été évaluée à 

l’aide d’un kit (04511, Sigma) qui contient une solution de calcéine AM et une solution de 

propidium iodide qui colorent les cellules vivantes et mortes respectivement. Brièvement, la 

calcéine AM qui est hautement lipophile, traverse la membrane plasmique et, sous l’action de 

l’enzyme estérase dans une cellule vivante, va émettre une fluorescence verte. Le propidium 

iodide (PI), qui ne peut pas passer la membrane plasmique d’une cellule vivante, met en 

évidence le noyau des cellules mortes en s’intercalant dans l’ADN et en émettant une 

florescence rouge. 

Les neurones, qui ont été ensemencés en plaque six puits, ont été, au 10ième jour qui suit 

la mise en culture, soit non traités, soit traités avec des PHF-tau humains, directement ajoutés 

dans le milieu de culture, à une concentration de 0,5 ou 10 µg/ml pendant 24 heures. 

Les neurones ont été ensuite rincés plusieurs fois avec du PBS (AM9624, Invitrogen) 

puis incubés avec les solutions de calcéine AM et de PI. Deux microlitres de la solution A et 

un microlitre de la solution B, contenues dans le kit, ont été mélangés dans un millilitre de PBS 

(AM9624, Invitrogen), puis, deux millilitres de milieu de culture ont été ajoutés à la solution. 

Les neurones ont été incubés avec un millilitre (par puits) de ce mélange pendant 15 minutes à 
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37°C puis les cellules mortes et vivantes ont été observées et comptées (dix champs par 

condition) au microscope inversé à fluorescence (Zeiss Axiovert). Les résultats sont exprimés 

en pourcentage de cellules vivantes par condition. 

3.2.4. Génotypage  

3.2.4.1. Extraction de l’ADN 

L’ADN est extrait d’un échantillon tissulaire de queue ou d’oreille de souris de ± un 

mm³ à l’aide du kit « KAPA express extract DNA extraction kit with PCR ready mix (Kapa 

biosystems, KK7152) ». 

Brièvement, pour un échantillon de ± un mm³, 2,5 µl de « 10X KAPA Express Extract 

Buffer », 0,5 µl de « 1U/µl KAPA Express Extract Enzyme » et 22 µl d’eau distillée autoclavée 

sont mélangés (volume total de 25 µl). L’échantillon est ensuite incubé dans un thermocycleur 

et subit un cycle de lyse à 75°C pendant 11 minutes suivi d’un cycle à 95°C pendant 5 minutes 

afin d’inactiver les protéases. L’échantillon peut être stocké à 10°C en attendant la procédure 

de PCR. Pour un stockage à moyen terme (± 1 mois), les échantillons sont stockés à 4°C et pour 

un stockage à long terme, les échantillons sont stockés à -20°C. 

 

Tableau 5 : Liste des amorces utilisées en PCR, pour le génotypage des souris transgéniques. 

3.2.4.2. Amplification de l’ADN par PCR 

L’ADN est amplifié à l’aide du kit « KAPA Taq EXtra HotStart ReadyMix (Kapa 

biosystems, KK3605) ». 

Pour un échantillon d’ADN d’un µl, un µl (contenant 250 pmol) de chaque amorce (sens 

et anti-sens) ciblant le gène d’intérêt (Tableau 5) et un µl (contenant 250 pmol) de chaque 

amorce (sens et anti-sens) ciblant un gène de référence (qui servira de contrôle positif) sont 

ajoutés dans une solution de 10 µl de « Ready Mix » et de l’eau distillée autoclavée vient 

compléter la solution pour obtenir un volume final de 20 µl. Le « Ready Mix » contient 

notamment une ADN polymérase, des nucléotides (dNTP) et du chlorure de magnésium 

(MgCl2) nécessaires à la réplication des fragments d’ADN d’intérêts. Le « mix » contient 

également deux colorants qui permettent de charger directement les produits de PCR sur des 

gels d’agarose sans ajouter une solution de « loading buffer ». Ces colorants permettent de 

visualiser la migration de l’ADN pendant l’électrophorèse. 

Les échantillons sont ensuite placés dans un thermocycleur et subissent des cycles 

successifs de dénaturation, d’hybridation et d’élongation selon un protocole établi pour chaque 

gène d’intérêt à amplifier (Tableau 6). 



Matériel et méthodes 

 76 

 

Tableau 6 : Descriptif des cycles de PCR pour chaque gène d’intérêt, utilisé pour le génotypage 

des différents modèles murins. 

3.2.4.3. Migration de l’ADN par électrophorèse sur gel d’agarose 

Un gel d’agarose 2,5% est préparé en diluant 2,5 grammes d’agarose (Eurogentec) dans 

100 ml de Tampon TAE (Tris 4 mM ; EDTA (pH 8) 1 mM ; acide acétique 0,1% (v/v)). La 

solution est chauffée au micro-ondes (350 W, 4 min.) puis versée dans un portoir avec 0,01% 

(v/v) (10 µl) d’un intercalant de l’ADN (RotiGelStain, 3865.2, Roth) et les peignes sont ajoutés. 

Lorsque le gel a figé, il est déposé avec le portoir dans une cuve de migration, remplie 

de tampon TAE (Tris 4 mM ; EDTA (pH 8) 1 mM ; acide acétique 0,1% (v/v)). 20 µl de chaque 

produit PCR sont déposés dans un puits du gel et 10 µl d’un marqueur de bandes (SmartLadder 

SF MW-1800-04, Eurogentec) sont également ajoutés. La migration est effectuée à 120 volts 

pendant 15 minutes. 

3.2.4.4. Révélation de l’ADN 

L’ADN ayant migré dans le gel d’agarose est visualisé grâce à un intercalant 

(RotiGelStain, 3865.2, Roth) précédemment ajouté dans le gel d’agarose et qui, exposé aux UV 

(Vilber Lourmat), donne un signal fluorescent. La taille des bandes des échantillons est alors 

comparée au marqueur de bandes (SmartLadder SF MW-1800-04, Eurogentec) pour s’assurer 

que la taille des amplicons soit celle attendue (Tableau 5). 

3.2.5. Anesthésie préopératoire des souris 

En vue des injections intracérébrales (stéréotaxiques), décrites plus loin, les souris sont 

préalablement anesthésiées avec 5% de xylazine (Rompun 2%, Bayer) et 10% de kétamine 

(Nimatek 10%) dilués dans du sérum physiologique (B. Braun Vet Care Ringer Lactate 

Hartmann sol). 100 µl de la solution d’anesthésiques/10 g de poids corporel sont injectés en IP 

(intrapéritonéal).  

La dose finale d’anesthésiques est de 10 mg/kg de xylazine et de 100 mg/kg de 

kétamine.  

En ce qui concerne les injections IV et IO décrites ci-après, les souris sont préalablement 

anesthésiées avec 5% de xylazine (Rompun 2%, Bayer) et 7,5% de kétamine (Nimatek 10%) 

dilués dans du sérum physiologique (B. Braun Vet Care Ringer Lactate Hartmann sol). 100 µl 

de la solution d’anesthésiques/10 g de poids corporel sont injectés en IP (intrapéritonéal).  
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La dose finale d’anesthésiques est de 10 mg/kg de xylazine et de 75 mg/kg de 

kétamine.  

L’état de conscience de l’animal est évalué en lui pinçant modérément la plante du pied 

pour rechercher l’absence de réponse à ce stimulus nociceptif. Lorsque l’animal est 

profondément endormi, on peut procéder à l’injection.  

L’anesthésie générale conduit à une hypothermie. Il faut donc veiller à réchauffer les 

souris afin de maintenir une bonne température corporelle (ex. : tapis chauffant). La 

température ambiante de la pièce joue également un rôle dans la prévention d’une trop forte 

hypothermie. 

3.2.6. Injection intracérébrale (stéréotaxique) 

La stéréotaxie est une technique neurochirurgicale qui permet de cibler avec précision 

une zone cérébrale grâce à des coordonnées en trois dimensions (X, Y et Z) et d’y accéder pour 

procéder, par exemple, à une injection, comme réalisée dans notre étude.  

Lorsque la souris est profondément endormie, à la suite de l’anesthésie générale 

détaillée au paragraphe [3.2.5.], la souris est placée sur un appareil de stéréotaxie (Kopf 

Instruments (Tunjunda, Californie, Etats-Unis)) et fixée à l’aide d’un « pince-nez ». 

Brièvement, la langue est poussée hors de la bouche (à gauche) et le pince-nez est inséré, en 

plaçant les incisives supérieures dans les trous prévus. Une vis permet ensuite de serrer le pince-

nez afin de maintenir le nez en place (en évitant tout de même d’appliquer trop de pression sur 

celui-ci). De plus, la tête de la souris est maintenue fermement grâce à deux barres (« ear 

bars »), qui sont perpendiculaires au corps de la souris et positionnées sur le crâne, en avant 

des conduits auditifs. La peau du crâne est désinfectée avec de l’isopropanol 70%, ce qui permet 

également de regrouper les poils. Une incision au milieu de la peau du crâne est ensuite 

pratiquée dans l’axe longitudinal à l’aide d’un scalpel sur ± 1,5 cm. Des écarteurs sont placés 

pour maintenir la peau de part et d’autre de l’os du crâne, qui est maintenant visible (Fig. 22).  
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Fig. 22 : Appareil de stéréotaxie et souris recevant une injection. Les annotations sont expliquées 

dans le texte (mots en gras). 

Les coordonnées du bregma, qui 

correspond au point d’intersection des sutures 

sagittale et coronale du crâne murin et situé ± 

au centre de l’os, sont prises pour chaque souris 

à l’aide des verniers présents sur l’appareil de 

stéréotaxie. Le bregma est considéré comme le 

point de référence, de coordonnées (0:0:0), 

dans les atlas du cerveau murin en coordonnées 

stéréotaxiques (Franklin and Paxinos, 2008).  

Les coordonnées stéréotaxiques d’une 

région  cérébrale sont ainsi déterminées à partir 

du bregma (Tableau 7). La position du point 

d’injection (Fig. 24) est alors calculée et l’os 

du crâne est ensuite percé à l’aide d’une foreuse (Foredom, Bethel, CT 06801/USA) (Fig. 23). 

L’injection du matériel d’intérêt (1 µg de fraction sarkosyl AD ou CTL) est ensuite réalisée 

avec une microseringue Hamilton 10 µl (HAM7635-01-1EA) et une aiguille Hamilton de 33G 

(7803-05 HAM RN Needle) à une vitesse de 100 nl/min pour un volume total injecté d’un 

microlittre et d’une durée totale d’injection de 10 minutes grâce à une pompe à seringue (KD 

Scientific Legato, 78-8130) (Fig. 22). L’ensemble des procédures est visualisée de manière 

adéquate à l’aide d’une caméra (Dino-Lite). 

 

Tableau 7 : Coordonnées stéréotaxiques de deux régions cérébrales utilisées dans le projet de 

recherche pour des injections. 

Fig. 23 : Illustrations du bregma et du point 

d’injection. Explications dans le texte. 
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L’aiguille est ensuite lentement retirée et la peau du crâne de la souris est suturée (fil 

SMI 8151512) avec trois points simples de trois nœuds. La souris est remise dans sa cage pour 

se rétablir et surveillée jusqu’à son sacrifice. Un anti-inflammatoire non-stéroïdien (carprofène, 

Rimadyl) peut être administré en IP si la souris présente des signes de souffrance post-injection. 

 

Fig. 24 : Point d’injection théorique pour le hile du gyrus denté de l’hippocampe selon les 

coordonnées stéréotaxiques (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordonates (Franklin and Paxinos, 

2008)). 

3.2.7. Injections périphériques 

3.2.7.1. Injection intravasculaire (rétro-orbitaire) 

Après l’anesthésie générale, les souris ont été injectées en IV (intravasculaire), dans le 

plexus veineux sous-orbitaire, avec 10 µg de fraction sarkosyl isolée d’un cerveau humain 

atteint de la MA (AD) ou d’un cerveau humain sain (CTL) dilués dans du sérum physiologique 

(B. Braun Vet Care Ringer Lactate Hartmann sol) pour un volume total de 100 µl. L’injection 

a été réalisée à l’aide d’une aiguille biseautée d’une gauge de 27 (27G).  

Pour procéder à l’injection, écarter délicatement les 

tissus qui entourent l’œil afin de le faire ressortir très 

légèrement. L’aiguille est alors introduite, biseau vers le bas, 

dans le canthus médial (commissure de l’œil se trouvant du 

côté du nez) avec un angle de 30°. L’aiguille suit le bord du 

globe oculaire jusqu’à ce que la pointe de celle-ci touche l’os 

sphénoïde (os de la cavité orbitaire), on procède ensuite 

lentement à l’injection. Lorsque l’injection est terminée, 

l’aiguille est doucement retirée. Ainsi procédé, il n’y a que peu 

ou pas de saignement (Fig. 25) (Yardeni et al., 2011). 

La souris est ensuite replacée dans sa cage pour se 

rétablir. L’état de l’œil et l’état général de la souris sont par la 

suite surveillés jusqu’à ce qu’elle soit sacrifiée.  

 

 

Fig. 25 : Injection 

intraveineuse                  

(rétro-orbitaire)          

(Yardeni et al., 2011). 
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3.2.7.2. Injection intraoculaire (intravitréenne) 

Après l’anesthésie générale et avant l’injection, une goutte d’anesthésique local 

(oxybuprocaïne chlorydrate 0,4% (4 mg/ml) (Unicaïne, Théa)) est appliqué sur l’œil de la 

souris, ce qui permet une analgésie supplémentaire pendant et après la procédure.  

Les souris ont été injectées en IO (intraoculaire), dans l’humeur vitrée de la chambre 

postérieure de l’œil, avec deux microgrammes de fraction sarkosyl isolée d’un cerveau humain 

atteint de la MA (AD) ou avec un microgramme de fraction sarkosyl isolée d’un cerveau humain 

sain (CTL) dans un volume total d’un microlitre.  

Pour la validation de la méthode d’injection et pour visualiser la toxine du choléra le 

long du système visuel comme décrit précédemment dans la littérature (Angelucci et al., 1996), 

une solution d’1 µl contenant 2 µg de la sous-unité B de la toxine du choléra (ThermoFisher) a 

été injectée dans la chambre postérieure de l’œil de souris WT. 

L’injection intraoculaire a été réalisée, sous un stéréomicroscope, à l’aide d’une aiguille 

biseautée de 33G (7803-05 HAM RN Needle) et d’une microseringue Hamilton de cinq 

microlitres (7634-01, Model 75 RN, Hamilton).  

L’œil est légèrement sorti de son orbite en 

repoussant la peau autour de l’œil. Le globe 

oculaire est ainsi maintenu en dehors de son orbite 

en poussant la peau autour de l’œil avec le pouce 

et l’index. L’aiguille est insérée, biseau vers le 

haut, dans l’humeur vitrée, sous la rétine, de 

manière perpendiculaire à la sclère (de manière 

parallèle par rapport à la cornée et à la paupière 

inférieure). L’aiguille est légèrement repoussée 

par la pression intraoculaire. Le matériel est 

injecté lentement dans l’œil puis l’aiguille est 

retirée délicatement (Fig. 26) (Venkatesh et al., 

2013). 

La souris est ensuite replacée dans sa cage pour se rétablir. L’état de l’œil et l’état 

général de la souris sont par la suite surveillés jusqu’à ce qu’elle soit sacrifiée. 

3.2.8. Sacrifice et dissection des souris injectées 

Les souris injectées en IC ou en IO ont été sacrifiées par dislocation cervicale et 

disséquées afin de prélever les cerveaux, et, pour les souris injectées en IO, les yeux ont 

également été prélevés.  

Les souris injectées en IV ont, quant à elles, été anesthésiées, avant sacrifice, avec 5% 

de xylazine (Rompun 2%, Bayer) et 7,5% de kétamine (Nimatek 10%) dilués dans du sérum 

physiologique (B. Braun Vet Care Ringer Lactate Hartmann sol), injectés en IP (100 µl de la 

solution d’anesthésiques/10 g de poids corporel ; dose finale d’anesthésiques : 10 mg/kg de 

xylazine et 75 mg/kg de kétamine). Lorsque les souris étaient profondément endormies, le sang 

a été récupéré par une ponction intracardiaque. Celle-ci a été réalisée à l’aide d’une aiguille 

biseautée de 23G (Terumo Neolus Needle) (ayant un diamètre assez large pour éviter 

l’hémolyse des GR) et d’une seringue d’un millilitre. L’aiguille, biseau orienté vers le haut, est 

Fig. 26 : Injection intraoculaire 

(intravitréenne) (Venkatesh et al., 2013). 
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insérée dans le cœur, parallèlement à celui-ci, à travers le diaphragme ou perpendiculairement 

au cœur, à travers les côtes. Environ la moitié du volume total sanguin peut être prélevé par 

ponction intracardiaque, soit, pour une souris de 25 g, cela correspond à ± un millilitre de sang.  

Après la ponction, l’aiguille est retirée de la seringue (pour éviter à nouveau un 

maximum l’hémolyse des globules rouges) et le sang est transféré dans un Eppendorf. Le sang 

est laissé à coaguler (10 min. à RT) puis est centrifugé pendant 10 minutes à 1000x g à RT. Le 

sérum, qui correspond au surnageant dans le tube, est récolté et placé dans un nouvel Eppendorf 

puis stocké à -20°C. 

La souris est sacrifiée par dislocation cervicale directement après la ponction 

intracardiaque et le cerveau est ensuite prélevé. 

Pour les analyses histologiques, les cerveaux et les yeux sont fixés dans un volume de 

formol (Merck) 10% (formaldéhyde 3,7%), correspondant à dix fois le volume de l’échantillon, 

pendant 24 heures à RT (température ambiante). Les échantillons sont ensuite rincés à l’eau de 

ville pendant deux heures et placés dans de l’isopropanol 70%. Les échantillons sont ensuite 

placés dans un Histokinet (Thermo Scientific Microm STP 120 Spin Tissue Processor) avec un 

cycle standard de 18h. Les échantillons sont ainsi déshydratés à l’aide de bains d’alcools de 

concentration croissante (isopropanol (IPA) 70% [2 x 1h30] ; IPA 90% [2 x 1h30] et IPA 100% 

[3 x 1h] et de bains de toluène [3 x 1h] avant d’être imprégnés de paraffine liquide (Paraplast 

Plus, 39602004, Leica) à 60°C [4 x 1h30]. Les échantillons sont ensuite inclus dans un bloc de 

paraffine à l’aide d’une console d’enrobage des tissus (Tissue-Tek, TEC 5, Sakura). 

Les prélèvements en paraffine sont coupés à l’aide d’un microtome à glissière (Reichert, 

Vienne, Autriche) à une épaisseur de sept microns et les coupes sont déposées sur des lames 

porte-objet adhérentes SuperFrost Plus (J1800AMNZ, Epredia). 

Pour les analyses biochimiques, les cerveaux et les yeux ont été plongés, directement 

après dissection, dans de l’azote liquide ou de l’isopentane (Sigma) puis stockés à -80°C. 

3.2.9. Immunohistochimie 

Les techniques d’immunomarquages permettent de mettre en évidence des protéines 

d’intérêt grâce à des anticorps qui reconnaissent de manière spécifique ces protéines. 

Avant de procéder à une coloration ou à un immunomarquage, les coupes histologiques 

sont déparaffinées grâce à deux bains de toluène [5 min./bain] suivis de deux bains 

d’isopropanol 100% [2 min./bain]. Les coupes destinées à un immunomarquage des protéines 

amyloïdes sont également, à la suite des bains d’isopropanol 100%, plongées dans un bain 

d’isopropanol 90% et un bain d’isopropanol 70% [2 min./bain] pour les réhydrater. Ces 

traitements sont nécessaires car les colorations ou les solutions utilisées pour réaliser un 

immunomarquage sont hydrophiles et la paraffine est hydrophobe. L’activité de la peroxydase 

endogène est ensuite inactivée à l’aide d’un bain de peroxyde d’hydrogène (H2O2) 0,3% dilué 

dans du méthanol [30 min.] car le protocole d’immunomarquage utilise cette enzyme 

peroxydase pour détecter les protéines d’intérêt. Les lames sont ensuite rincées dans de l’eau 

distillée [5 min.]. 

Selon l’anticorps primaire utilisé, un démasquage préalable des épitopes est parfois 

nécessaire. Pour ce faire, les lames sont immergées dans une solution de tampon citrate 0,01 M 

(acide citrique monohydraté 0,01 M ; citrate de Na dihydraté 0,01 M ; pH 6) et mises à chauffer 
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dans une cocotte-minute pendant 20 minutes. Lorsque la solution a refroidi, les lames sont 

rincées rapidement dans de l’eau distillée puis dans du TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 0,15 M ; pH 

7,4) [10 min.]. En ce qui concerne la mise en évidence des peptides amyloïdes, les coupes sont 

immergées dans un bain d’acide formique 99% pendant 15 minutes puis rincées dans de l’eau 

distillée et du TBS comme décrit précédemment. Les coupes sont ensuite traitées avec un sérum 

10%, dilué dans du TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 0,15 M ; pH 7,4), de cheval (NHS) ou de chèvre 

(NGS) (Gibco), selon la nature (l’espèce) de l’anticorps secondaire pendant une heure. Cette 

étape est primordiale pour éviter des liaisons non-spécifiques de l’anticorps sur le tissu. Les 

coupes sont ensuite incubées toute la nuit (O/N) à température ambiante (RT) avec l’anticorps 

primaire dilué dans le même sérum utilisé à l’étape précédente mais à une concentration de 1%. 

Les différentes dilutions utilisées pour les anticorps primaires sont reprises dans le tableau 1.  

Le lendemain, les coupes sont rincées trois fois dix minutes dans du TBS (Tris 0,01 M ; 

NaCl 0,15 M ; pH 7,4) puis incubées avec un anticorps secondaire couplé à des molécules de 

biotine et dilué à nouveau dans le même sérum 1% que précédemment pendant 30 minutes. Les 

coupes sont ensuite rincées trois fois dix minutes puis incubées pendant 20 minutes avec la 

solution ABC (Vectastain ABC Kit, PK-6100, Vector Labs) qui contient de l’avidine et de la 

peroxydase biotinylée. L’avidine est une glycoprotéine qui possède une forte affinité pour la 

biotine. Ce système permet une amplification du marquage à l’instar de l’utilisation de deux 

anticorps pour montrer la protéine d’intérêt (« méthode indirecte »). 

Les coupes sont ensuite lavées trois fois dix minutes avec du TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 

0,15 M ; pH 7,4) puis le substrat de la peroxydase, la DAB (3,3’ diaminobenzidine) (K3468, 

DAKO) est ajoutée. La peroxydase transforme la DAB en un précipité brun visible en 

microscopie optique. Cette réaction peut être suivie au microscope. Lorsque que le chromogène 

apparaît, la réaction est arrêtée en plongeant les lames dans de l’eau distillée (Fig. 27). 

Une contre-coloration à l’hématoxyline (4302, Merck) est réalisée et les lames sont 

ensuite déshydratées à l’aide de bains d’isopropanol de concentration croissante (70%, 90% et 

2 x 100%) et de trois bains de toluène [2 min./bain] puis les lames sont montées à l’aide du 

milieu de montage DPX (HX90969979, Merck). 

 

Fig. 27 : Technique d’immunomarquage indirecte utilisant le kit ABC 

(https://vectorlabs.com/vectastain-abc-kit-standard.html#description). 

https://vectorlabs.com/vectastain-abc-kit-standard.html#description
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3.2.10. Colorations de coupes histologiques 

3.2.10.1.  Hématoxyline 

L’hématoxyline est un colorant basique (acidophile) qui colore en bleu les composants 

cellulaires acides (basophiles) tels que l’ADN dans le noyau. 

Les coupes utilisées dans le projet de recherche ont été contre-colorées à l’hématoxyline 

après les immunomarquages. Les coupes sont plongées ± une minute dans une solution 

d’hématoxyline de Mayer. Le surplus de colorant est éliminé en rinçant les coupes avec de l’eau 

courante, laissée à couler le temps du lavage, pendant 10 minutes. Les lames sont ensuite 

transférées dans de l’eau distillée puis déshydratées et montées. 

3.2.10.2.  Gallyas 

La coloration Gallyas est une méthode d’imprégnation argentique inventée par Gallyas 

(Gallyas, 1971). Elle permet notamment de mettre en évidence les agrégats de tau qui 

composent les DNF dans la maladie d’Alzheimer et a été utilisée par Braak (Braak and Braak, 

1991) pour définir les stades de Braak qui décrivent la localisation des DNF dans le cerveau 

humain au fur et à mesure de l’avancement de la MA. La position des DNF est hautement 

corrélée avec les symptômes cliniques de la maladie. Après la coloration, les DNF apparaissent 

en noir sur les coupes histologiques. 

Les coupes histologiques sont déparaffinées grâce à deux bains de toluène [5 min./bain] 

puis réhydratées à l’aide de bains d’isopropanol de concentration décroissante (2 x 100%, 90% 

et 70%), [2 min./bain]. Les coupes sont ensuite immergées dans une solution de permanganate 

de potassium (KMnO4) 0,3% pendant 10 minutes et sont ensuite lavées avec de l’eau de ville 

pendant cinq minutes puis avec de l’eau distillée pendant une minute. Les coupes sont alors 

blanchies avec une solution d’acide oxalique 1% [1 min.] puis lavées avec de l’eau de ville 

pendant cinq minutes suivies d’un lavage avec de l’eau distillée pendant une minute. Les coupes 

sont ensuite traitées avec une solution alcaline d’iodide d’argent (NaOH 1 M ; KI 0,6 M ; 3,5% 

(v/v) AgNO3 1%) pendant une minute et la réaction est neutralisée avec de l’acide acétique 

0,5% [3 x 1 min.]. La coloration est révélée grâce à un développeur (Na2CO3 anhydre 0,25 M ; 

NH4NO3 13 mM ; AgNO3 6 mM ; acide tungstosilicique 2 mM ; 0,002% (v/v) formaldéhyde 

40%) (préparé juste avant son utilisation) en sept à dix minutes et visualisée au microscope. Les 

coupes sont ensuite lavées avec de l’acide acétique 0,5% pendant trois minutes puis traitées 

avec du chlorure d’or 1% pendant cinq minutes. Après ce traitement, les coupes sont lavées 

avec de l’eau distillée [4 x 1 min.] et fixées à l’aide de thiosulfate de sodium 1% pendant cinq 

minutes puis lavées à nouveau avec de l’eau distillée [5 min.]. Les lames sont ensuite contre-

colorées à l’hématoxyline (4302, Merck), puis déshydratées à l’aide de bains d’isopropanol de 

concentration croissante (70%, 90% et 2 x 100%) et de trois bains de toluène [2 min./bain] et 

enfin, les lames sont montées au DPX (HX90969979, Merck). 

3.2.10.3.  Rouge Congo 

La coloration rouge Congo se dépose dans les feuillets β plissés qui composent la 

structure des plaques amyloïdes et des DNF dans la MA et qui apparaissent alors en rouge-

orangé-rose à la lumière transmise et en vert à la lumière polarisée. 

Dans ce projet de recherche, les coupes ont été contre-colorées au rouge Congo après 

un immunomarquage et une contre-coloration à l’hématoxyline.  
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Après le rinçage de l’hématoxyline à l’eau courante [10 min.], les coupes sont placées 

dans de l’eau distillée. Les coupes sont ensuite immergées dans une première solution saturée 

de NaCl dans de l’éthanol 80% et 0,01% (v/v) de NaOH 1% pendant 15 minutes. Les coupes 

sont ensuite contre-colorées dans une seconde solution saturée de Rouge Congo dans de 

l’éthanol 80% ; 0,0025% (v/v) de NaOH 1% et 0,01% (v/v) de la première solution, pendant 15 

minutes. Les deux solutions ont été filtrées avant leur utilisation. Les coupes sont par après 

mises dans de l’eau distillée puis déshydratées rapidement dans un bain d’isopropanol 90% [10 

sec.], deux bains d’isopropanol 100% [30 sec. et 2 min.] et trois bains de toluène [2 min./bain]. 

Finalement, les lames sont montées au DPX (HX90969979, Merck). 

3.2.10.4.  Thioflavine S 

La thioflavine S (ThS) est un fluorophore classiquement utilisé pour mettre en évidence 

les plaques β-amyloïdes et les DNF dans la MA. En présence d’agrégats protéiques (peptide Aβ 

et tau), la fluorescence de la ThS augmente et les agrégats apparaissent colorés en vert au 

microscope à fluorescence. 

Les coupes déparaffinées sont plongées dans une solution de Thioflavine S (T1892, 

Sigma) diluée à 0,0125% (m/v) dans de l’eau distillée, pendant huit minutes. Les coupes sont 

ensuite passées dans de l’éthanol 80% pendant une minute et rincées à l’eau distillée. Les 

coupes sont ensuite montées au Glycergel (C0563, DAKO).  

3.2.10.5. DAPI 

Le DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) est un fluorophore qui se lie aux bases 

adénine et thymine de l’ADN, donnant une coloration bleue aux noyaux, visible au microscope 

à fluorescence. 

Le DAPI a été utilisé ici en parallèle de la coloration à la Thioflavine S. Le DAPI (32670, 

Sigma), dilué 10 000x dans du TBS est laissé pendant 15 minutes sur les coupes. 

3.2.11. Quantification de la pathologie tau sur coupes histologiques 

3.2.11.1. Quantification des pathologies tau et amyloïde et de la 

neuroinflammation dans l’hippocampe des souris injectées en IV 

Différents marqueurs de la MA ont été quantifiés dans le gyrus denté de l’hippocampe 

chez les souris ayant reçu une injection intravasculaire de fractions sarkosyl AD ou CTL. Les 

anticorps anti-GFAP et anti-Iba1 ont été utilisés pour évaluer la neuroinflammation, une 

expression augmentée des protéines GFAP et Iba1 mettant en évidence les astrocytes activés et 

les cellules microgliales activées respectivement. La pathologie amyloïde a été estimée en 

utilisant les anticorps anti-Aβ40 et anti-Aβ42 et à l’aide de la coloration des plaques amyloïdes 

avec la Thioflavine S. Les anticorps anti-tau pThr231, AT8 et MC1 ont été employés pour 

estimer la pathologie tau. 

Des images, contenant l’entièreté du gyrus denté de l’hippocampe sur les coupes 

histologiques qui ont été marquées avec les différents anticorps ou colorées, ont été prises avec 

un objectif 2,5X, au microscope Axioplan (Carl Zeiss) équipé d’une caméra Axiocam Hrc et à 

l’aide du logiciel Axiovision (Carl Zeiss). 

La surface totale du gyrus denté a été sélectionnée manuellement et mesurée à l’aide du 

logiciel ImageJ (NIH). Les zones marquées ou colorées dans le gyrus denté ont été quantifiées 
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en mesurant les pixels positifs après avoir déterminé un seuil de détection dans ce même logiciel 

(Héraud et al., 2014, Vanden Dries et al., 2017, Houben et al., 2019). 

3.2.11.2.  Quantification de la pathologie tau dans les relais visuels des souris 

injectées en IO 

Afin d’évaluer la pathologie tau dans le cerveau des souris ayant reçu une injection 

intraoculaire de fractions sarkosyl AD ou CTL, des immunomarquages avec les anticorps anti-

tau AT8, PHF-1, AT-180 et MC1 ont été réalisés sur des coupes histologiques et la densité de 

cellules positives aux différents anticorps dans le corps genouillé latéral et le colliculus 

supérieur, des côtés ipsilatéral et contralatéral, (Fig. 28) a été estimée chez les souris injectées 

avec la fraction sarkosyl AD ou CTL. Le côté ipsilatéral correspond à l’hémisphère situé sur le 

même côté que l’œil injecté, ce qui équivaut à l’hémisphère droit lorsque l’œil injecté est le 

droit. A l’inverse, le côté contralatéral correspond à l’hémisphère situé à l’opposé de l’œil 

injecté, ce qui équivaut à l’hémisphère gauche lorsque l’œil injecté est le droit. 

Trois coupes adjacentes par souris et par région cérébrale ont été analysées. Le logiciel 

« Stereo Investigator » (MBF Bioscience) associé au microscope « Axio Imager » (Zeiss) ont 

permis une analyse automatisée et systématique de l’entièreté des aires cérébrales d’intérêt. La 

surface du corps genouillé latéral ou du colliculus supérieur a été mesurée sur chaque coupe à 

l’aide du logiciel et les cellules positives aux différents anticorps ont été marquées 

manuellement. La surface quantifiée du côté ipsilatéral a été définie en vert et la surface 

quantifiée du côté contralatéral a été définie en rose. Les cellules ont été marquées en jaune ou 

en mauve selon le côté quantifié (ipsilatéral et contralatéral respectivement) (Fig. 29). Le 

résultat obtenu est exprimé en une densité, définie comme le nombre de cellules positives à un 

anticorps sur l’aire étudiée (en mm2). Les résultats utilisés pour les analyses statistiques sont 

les résultats des moyennes des trois coupes. 

Fig. 28 : Illustration des zones cérébrales relais du système visuel quantifiées. A gauche : Zones 

cérébrales (CGL (Corps Genouillé Latéral) et Colliculus Supérieur) quantifiées entourées en rouge (côté 

contralatéral) et en vert (côté ipsilatéral) sur des coupes histologiques. A droite : Zones cérébrales 

quantifiées représentées sur les planches de l’atlas « The Mouse Brain in Stereotaxic Coordonates » 

(Franklin and Paxinos, 2008). 
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Fig. 29 : Exemple d’une coupe histologique quantifiée à l’aide du logiciel « Stereo Investigator » 

(MBF Bioscience) associé au microscope « Axio Imager » (Zeiss). Explications dans le texte. 

3.2.12. Western blotting 

3.2.12.1.  Préparation des homogénats tissulaires 

Les cerveaux et les yeux de souris ont été sortis du -80°C où ils étaient stockés et ont 

été gardés sur glace durant tout le protocole. Les échantillons ont été homogénéisés dans 10 

volumes de tampon RIPA (Tris (pH 7,4) 50 mM ; NaCl 150 mM ; NP 40 1% (v/v) ; 

Désoxycholate de Na 0,25% (v/v) ; inhibiteurs de protéases (Complete, Roche) ; inhibiteurs de 

phosphatases (Phosphatase Inhibitor Cocktail II, Sigma)). Le volume de RIPA utilisé pour 

chaque type d’échantillon est repris dans le Tableau 8. 

 

Tableau 8 : Volume de RIPA utilisé par type d’échantillon. 

Les échantillons ont été homogénéisés à l’aide d’un broyeur de tissu de type Potter-

Elvehjem. L’échantillon tissulaire est placé dans un tube en verre borosilicaté avec la moitié du 

volume de RIPA puis broyé avec un pilon en PTFE (et tige en acier inoxydable) pendant une 

minute et l’opération est recommencée avec l’autre moitié du volume de RIPA. L’homogénat 

de cerveau est transféré dans un tube de 15 ml et l’homogénat d’œil est quant à lui transféré 

dans un Eppendorf. Les tubes et les Eppendorfs sont placés sur un rotor qui est mis en rotation 

à vitesse moyenne pendant une heure à 4°C, en chambre froide. Les homogénats sont ensuite 

centrifugés à 1000x g pendant 10 minutes à 4°C. Les surnageants sont ensuite récupérés et 

conservés à -80°C. Un aliquot de 5-10 µl de chaque surnageant est également congelé et sera 

utilisé pour effectuer le dosage protéique. 
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3.2.12.2.  Dosage des protéines totales 

Les protéines totales ont été dosées selon la méthode colorimétrique de Bradford. 

La courbe étalon a été réalisée à l’aide d’un standard, l’albumine sérique bovine (BSA, 

Sigma). La BSA est diluée dans de l’eau distillée à une concentration finale de 80 µg/ml puis 

des dilutions successives sont réalisées pour obtenir les concentrations de 40, 20 et 10 µg/ml de 

protéines. La concentration de 0 µg/ml, constituée uniquement d’eau distillée, est également 

ajoutée pour créer la courbe étalon et servira également de « blanc ». Les échantillons de 

cerveaux et d’yeux sont dilués 1000 fois dans de l’eau distillée. 

Ensuite, un colorant (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) est dilué cinq 

fois dans chaque échantillon et dans chaque standard. Un « blanc » est aussi réalisé avec 

uniquement de l’eau distillée et du colorant.  

Les standards et les échantillons sont ensuite déposés, en triplicata, dans une plaque 96 

puits. L’absorbance est mesurée au spectrophotomètre (SpectraMax M2, Molecular Devices) à 

la longueur d’onde de 595 nm et les concentrations protéiques des échantillons sont directement 

calculées par le logiciel (SoftMax Pro). 

3.2.12.3.  Séparation des protéines par électrophorèse 

Les échantillons protéiques sont mélangés à du « sample buffer » (SDS 10% (m/v ; 

sucrose 50% (m/v) ; bleu de bromophénol 0,05% (v/v) ; Tris (pH 6,8) 0,125 M ; BME 10% 

(v/v)), dilué cinq fois dans chaque échantillon. Les échantillons sont ensuite dénaturés pendant 

cinq minutes à 100°C dans un bloc chauffant et peuvent être conservés à -20°C, en attente de 

procéder au western blotting. 

100 µg (cerveaux et yeux) de protéines totales et 5 µl de marqueurs de poids moléculaire 

(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, ThermoScientific 26619) sont déposées sur un 

gel de polyacrylamide SDS-PAGE Tris-Glycine (0,75 mm) composé d’un gel de concentration 

à 4% (Tris (pH 6,8) 125 mM ; SDS 0,1% (v/v) ; Acrylamide/Bis-acrylamide (29:1) 3,9% (v/v) 

; APS 0,06% (v/v) ; TEMED 0,12% (v/v)) et d’un gel de séparation à 10% (Tris (pH 8,8) 375 

mM ; SDS 0,1% (v/v) ; Acrylamide/Bis-acrylamide (29:1) 10% (v/v) ; APS 0,06% (v/v) ; 

TEMED 0,06% (v/v)). Le pourcentage du gel, correspondant au pourcentage d’acrylamide, est 

choisi en fonction du poids moléculaire des protéines d’intérêt. Plus le poids moléculaire de la 

protéine est faible, plus le pourcentage en acrylamide du gel doit être élevé pour permettre une 

séparation optimale des protéines. Le gel de séparation à 10% permet la séparation de protéines 

de poids moléculaire entre 50 et 75 kDa, ce qui correspond au poids moléculaire de la protéine 

tau en conditions physiologique et pathologique. L’électrophorèse est réalisée avec un voltage 

constant à 150 Volts dans un tampon de migration (Tris 0,025 M ; Glycine 0,2 M ; SDS 3,5 

mM ; pH 8,3) pendant ± une heure à température ambiante (système Bio-Rad). La migration 

est arrêtée lorsque le front de migration atteint la fin du gel de séparation. 

3.2.12.4.  Transfert sur membrane de nitrocellulose 

Les protéines qui ont migré dans le gel de polyacrylamide doivent être ensuite 

transférées sur une membrane de nitrocellulose pour permettre l’immunodétection. Les 

membranes de nitrocellulose utilisées dans le projet ont des pores de 0,45 µm (ou plus rarement 

de 0,22 µm). 
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Pour ce faire, la membrane de nitrocellulose (UltraCruz) est comprimée sur le gel de 

polyacrylamide à l’aide de deux papiers buvards « Whatman » et de deux éponges de part et 

d’autre du gel et de la membrane dans une cassette de transfert. Les cassettes de transfert sont 

alors immergées dans un tampon de transfert (Tris 0,025 M ; Glycine 0,2 M ; 20 % méthanol 

(v/v)) et l’électrophorèse se déroule avec un ampérage constant de 330 mA pendant une heure 

à 4°C (système Bio-Rad). 

3.2.12.5.  Immunodétection 

Après le transfert, les membranes sont plongées dans une solution qui contient 10 % 

(m/v) de lait demi-écrémé en poudre (Cora) réhydraté avec du TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 0,15 

M ; pH 7,4), pendant deux heures sous agitation constante à RT. Cette étape permet de saturer 

tous les sites de fixation non spécifiques à l’anticorps primaire utilisé. En effet, la fixation non 

spécifique de l’anticorps engendrerait des signaux qui ne correspondent pas à la protéine 

d’intérêt et un bruit de fond élevé. 

Les membranes sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire, dilué de manière 

appropriée dans une solution de TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 0,15 M ; pH 7,4), BSA 2% (m/v) et 

0,13% (m/v) d’azoture de sodium (NaN3) (Tableau 1), O/N sous agitation constante en 

chambre froide, à 4°C. 

3.2.12.6.  Révélation par chémiluminescence (ECL) 

Le lendemain, après l’incubation O/N de l’anticorps primaire, les membranes sont 

rincées avec du TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 0,15 M ; pH 7,4) et 0,05% de Tween 20 (v/v) [3 x 10 

min.] puis incubées avec l’anticorps secondaire adéquat couplé à la peroxydase de raifort (HRP) 

dilué dans du TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 0,15 M ; pH 7,4) (Tableau 2) pendant deux heures, 

avec agitation, à température ambiante. 

Les membranes sont ensuite lavées dans du TBS (Tris 0,01 M ; NaCl 0,15 M ; pH 7,4) 

et 0,05% de Tween 20 (v/v) [3 x 10 min.] suivi d’un lavage de cinq minutes au TBS (Tris 0,01 

M ; NaCl 0,15 M ; pH 7,4). 

L’activité de la peroxydase est détectée grâce à l’ajout d’une solution contenant un 

substrat ECL de l’enzyme, selon les indications fournies par la firme (SuperSignal™ West Pico 

PLUS Chemiluminescent Substrate, ThermoScientific). Après cinq minutes, l’acquisition des 

signaux chémiluminescents est effectuée avec le système Fusion Solo 4S (Vilber Lourmat), 

équipé d’une caméra DARQ-7. Les résultats sont ainsi directement numérisés.  

3.2.12.7.  Quantification des bandes protéiques par ImageJ 

La quantification des bandes révélées en western blot a été réalisée par l’analyse 

densitométrique (pixels) de ces bandes à l’aide du logiciel ImageJ (NIH). 

Les résultats obtenus en western blotting sont semi-quantitatifs car la quantification 

reflète des quantités relatives sous la forme d’un rapport (ratio) de chaque bande protéique par 

rapport au contrôle de charge, l’actine. 

3.2.12.8.  Normalisation des valeurs quantifiées 

Afin de permettre une comparaison des résultats obtenus sur différentes membranes, 

une normalisation des données a été effectuée en utilisant un standard. En effet, les conditions 
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expérimentales peuvent fluctuer d’une membrane à l’autre et compromettre la bonne 

interprétation des résultats.  

Un standard a donc été ajouté pour chaque membrane. Le standard choisi pour les 

analyses de la protéine tau est un homogénat cérébral d’une souris Tg30 et le standard choisi 

pour les analyses des kinases est un homogénat cérébral d’une souris WT. Le standard doit bien 

sûr provenir d’un même échantillon pour l’ensemble des membranes à comparer ! 

Le ratio du standard le plus élevé est pris comme référence. (C’est celui-ci qui est 

représenté sur les western blotting dans les figures de ce manuscrit.) 

Tout d’abord, on normalise les standards. Pour ce faire, le ratio du standard pris comme 

référence est divisé par le ratio des différents standards : Ratio Standard Référence/Ratio 

Standard de chaque membrane. 

Ensuite, on normalise les échantillons. Ainsi, le ratio de chaque échantillon est multiplié 

par le standard normalisé de sa membrane : Ratio échantillon x Standard normalisé de sa 

membrane. 

Pour finir, les résultats obtenus sont transformés en pourcentages. Le ratio normalisé de 

l’échantillon est divisé par le ratio du standard non-normalisé de sa membrane et le quotient 

obtenu est multiplié par 100. (Par conséquent, le ratio du standard pris comme référence est 

égal à 100 %.) 

3.2.13. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software, San Diego, CA). Les comparaisons statistiques ont été réalisées en 

utilisant le test non-paramétrique de Mann-Whitney (Two-Tailed) pour comparer deux groupes 

et le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis suivi d’un test de comparaison multiple de Dunn 

pour comparer trois groupes ou plus. 

Les p-valeurs inférieures à 0,05 ou 0,1 ont été considérées statistiquement significatives 

et sont signalées dans la légende de la figure. Les p-valeurs inférieures à 0,05 sont illustrées sur 

les graphiques par des astérisques (*) et les p-valeurs inférieures à 0,1 sont représentées par des 

étoiles ( ). Le nombre d’échantillons est également indiqué dans la légende de la figure. Les 

résultats sont représentés par des graphiques en nuages de points (scatter plot) dont les barres 

d’erreurs représentent la moyenne ± l’écart-type (SD). 
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4. Résultats 

4.1. Partie 1 : Caractérisation des fractions sarkosyl 

Avant de procéder aux injections périphériques (intraveineuse et intraoculaire), nous 

avons caractérisé les fractions sarkosyl isolées des cerveaux humains atteint de la MA (AD) ou 

sain (CTL) en analysant leur contenu en PHF-tau (analyses biochimiques) et leur cytotoxixité 

in vitro. Nous avons ensuite analysé les capacités de nucléation des PHF-tau (« seeding ») in 

vitro, en utilisant des cellules FRET et in vivo, en réalisant des injections stéréotaxiques dans le 

cerveau de souris wild type (WT).  

4.1.1. Analyses biochimiques 

La présence des PHF-tau dans les fractions sarkosyl insolubles a été vérifiée par western 

blotting et confirmée par microscopie électronique.  

Des bandes 

correspondant aux poids 

moléculaires attendus pour les 

protéines tau pathologiques 

ont été détectées dans la 

fraction sarkosyl « AD », 

isolée d’un cerveau d’un 

patient atteint de la MA par 

l’anticorps anti-tau total. Ces 

bandes ont également été 

détectées avec un anticorps 

reconnaissant la protéine tau 

phosphorylée sur les serines 

396 et 404 (anticorps PHF-1) 

(Fig. 30A).  

Les protéines tau sont 

absentes de la fraction 

sarkosyl isolée d’un cerveau 

humain sain et qui correspond 

à la fraction contrôle (CTL) 

(Fig. 30A). L’observation en 

microscopie électronique, 

après la coloration négative de l’échantillon, a confirmé la présence de filaments torsadés (PHF-

tau) dans la fraction sarkosyl insoluble AD (Fig. 30B). La longueur moyenne des PHF est de 

165,9 ± 7,6 nm. 

 

 

 

 

 

Fig. 30 : Les protéines tau insolubles, isolées d’un cerveau 

atteint de la MA, sont hyperphosphorylées et forment des 

filaments torsadés. A : Western blotting des fractions sarkosyl 

insolubles isolées d’un cerveau humain atteint de la MA (AD) ou 

sain (CTL) avec les anticorps anti-tau et PHF-1. Les protéines tau 

phosphorylées ont été détectées dans la fraction sarkosyl AD mais 

pas dans la fraction sarkosyl CTL. B : La présence des filaments 

torsadés (PHF-tau) a été observée dans la fraction sarkosyl AD en 

microscopie électronique. Barre d’échelle : 50 nm. 
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4.1.2. Etude de la cytotoxicité des PHF-tau humains in vitro 

4.1.2.1. Sur des cellules CHO en culture 

Un test de viabilité cellulaire utilisant le MTT a été réalisé pour évaluer la cytotoxicité 

des PHF-tau humains sur des cellules CHO en culture. Le MTT est métabolisé en un précipité 

bleu par les cellules vivantes. Les cellules ont été traitées avec 10 µg/ml de PHF-tau humains 

pendant 3, 6, 24, 48 ou 72h. Le pourcentage de cellules vivantes a été calculé par rapport à des 

cellules non-traitées (NT) qui représentent 100%. 

La viabilité cellulaire est similaire entre les groupes (Fig. 31), ce qui suggère que les 

PHF-tau ne sont pas cytotoxiques à la concentration de 10 µg/ml et ce, durant les différents 

temps testés. Des résultats homologues ont été observé lorsque les cellules sont traitées avec 

des fractions sarkosyl contrôles (CTL), extraites de cerveaux humains sains (résultats non 

présentés). 

 

Fig. 31 : Les PHF-tau ne sont pas cytotoxiques in vitro sur des cellules CHO en culture. 

Graphique du pourcentage de cellules vivantes traitées avec 10 µg/ml de PHF-tau humains 

pendant 3, 6, 24, 48 ou 72h par rapport à des cellules non-traitées (NT) et qui représentent 

100%. Aucune différence de la viabilité cellulaire n’a été observée entre les groupes ((n = 3) 

par condition). Test de Kruskal-Wallis, p = 0,0707 (résultat non-significatif). 
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4.1.2.2. Sur des cultures primaires de neurones corticaux murins 

La cytotoxicité des PHF-tau isolés de cerveaux AD a également été évaluée en utilisant 

la calcéine et le propidium iodide qui colorent les cellules vivantes en vert et les cellules mortes 

en rouge respectivement (Fig. 32A). La viabilité cellulaire a été évaluée en comptant le nombre 

de cellules mortes et vivantes dans chaque condition testée et a été exprimée en un pourcentage 

de cellules vivantes.  

Les neurones ont été traités pendant 24 heures avec 0,5 µg/ml ou 10 µg/ml de PHF-tau 

humains ou non-traités (condition contrôle). Le pourcentage de cellules vivantes est similaire 

dans chaque condition et est de ± 10 % (Fig. 32B). Ce faible nombre de cellules vivantes est lié 

à l’utilisation d’un milieu permettant la survie sélective des neurones. La majorité des cellules 

mortes sont sans doute des cellules gliales n’ayant pas survécu dans le milieu de sélection pour 

les neurones. Les PHF-tau humains ne semblent donc pas être toxiques pour les neurones en 

culture aux concentrations testées étant donné que la viabilité cellulaire est équivalente dans 

chaque groupe. 

 

Fig. 32 : Les PHF-tau ne sont pas cytotoxiques in vitro sur des neurones corticaux murins en 

culture primaire. Test de cytotoxicité des PHF-tau isolés de cerveaux AD à une concentration de 0,5 

ou 10 µg/ml sur des cultures primaires de neurones corticaux murins (10 jours de culture) traitées durant 

24 heures. Le test utilise la calcéine et le propidium iodide, qui colorent les cellules vivantes en vert et 

les cellules mortes en rouge respectivement. A : Image illustrant un neurone vivant en vert et des noyaux 

de cellules mortes en rouge. Barre d’échelle : 10 µm. B : Graphique du pourcentage de cellules vivantes 

non-traitées (NT) (n = 3), ou traitées avec 0,5 µg/ml (n = 3) ou 10 µg/ml (n = 3) de PHF-tau isolés de 

cerveaux AD. La viabilité cellulaire est similaire entre les différentes conditions testées. Test de Kruskal-

Wallis, p = 0,0777 (résultat non-significatif). 

4.1.3. Etude des capacités de nucléation des PHF-tau humains 

4.1.3.1. in vitro : cellules FRET 

Afin d’évaluer, in vitro, les capacités de nucléation des PHF-tau présents dans la fraction 

sarkosyl insoluble AD, nous avons ajouté ces PHF-tau dans le milieu de culture des cellules 

FRET. Pour optimiser l’internalisation des protéines tau, nous avons préparé des liposomes en 

combinant les protéines tau avec un agent de transfection (X-tremeGENE HP, Roche). 24 

heures après la transfection, nous avons observé les cellules FRET au microscope à 

fluorescence. Les cellules FRET ayant été traitées avec la fraction sarkosyl AD ont montré des 

inclusions fluorescentes vertes, qui correspondent aux signaux FRET, ce qui suggère que les 

protéines tau recombinantes exprimées par les cellules FRET ont pu être « recrutées » par les 

PHF-tau présents dans la fraction sarkosyl AD (Fig. 33B). De plus, aucun signal fluorescent 
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n’a été détecté dans les cellules FRET traitées avec la fraction sarkosyl CTL, ce qui suggère 

que ce sont les PHF-tau qui sont responsables des signaux observés (Fig. 33A). 

 

Fig. 33 : Les PHF-tau sont capables d’induire la nucléation des protéines tau dans des cellules en 

culture. Les cellules ont été traitées avec 1 µg/ml de PHF-tau ou avec 1 µg/ml de fraction CTL pendant 

24 heures. Des signaux fluorescents FRET sont observés dans les cellules traitées avec la fraction 

sarkosyl AD (A) et ne sont pas observés dans les cellules traitées avec la fraction sarkosyl CTL (B). 

Barre d’échelle : 20 µm. 

4.1.3.2.  in vivo : injection intracérébrale (stéréotaxique) dans des souris WT 

Les propriétés de nucléation des PHF-tau ont été également évaluées in vivo, en réalisant 

des injections intracérébrales (stéréotaxiques) dans des souris WT âgées de 6 mois. Les analyses 

ont été effectuées 3 jours, 7 jours et 3 mois après l’injection (Fig. 34). 

 

Fig. 34 : Schéma expérimental temporel des injections intracérébrales. J : jours. 

 Trois jours après l’injection, les PHF-tau humains ont été détectés dans le cerveau des 

souris injectées avec la fraction sarkosyl AD (Fig. 35A) et ne sont plus détectés sept jours après 

l’injection (Fig. 35E). Trois mois après l’injection, des inclusions de protéines tau murines ont 

été détectées dans le cortex cérébral des souris injectées avec la fraction sarkosyl AD (Fig. 

35F). Ces inclusions ont été marquées avec les anticorps PHF-1 (Fig. 35G) et AT8 (Fig. 35H), 

qui reconnaissent la protéine tau phosphorylée sur les Ser396/404 et sur les Ser202/Thr205 

respectivement, ce qui indique qu’elles sont composées de protéines tau dans un état de 

phosphorylation élevé. Le cortex cérébral des souris injectées avec la fraction sarkosyl CTL n’a 

montré aucune structure marquée avec l’anticorps anti-tau murin (Fig. 35B) ou avec les 

anticorps anti-tau phosphorylé (Fig. 35C et D). Ces résultats suggèrent que les PHF-tau 

humains dans notre préparation ont la capacité de recruter les protéines tau murines endogènes 

et d’induire des changements pathologiques, démontrés par la phosphorylation anormale de ces 

protéines tau murines. Ces dernières, en héritant des mêmes propriétés de nucléation, pourraient 

à leur tour « recruter » de nouvelles protéines tau et par conséquent propager la pathologie tau 

dans le cerveau. Les mêmes observations ont été décrites dans des études précédentes au sein 

du laboratoire (Audouard et al., 2016, Vergara et al., 2019). 



Résultats 

 95 

 

Fig. 3510 : Les PHF-tau humains sont capables d’induire la nucléation des protéines tau dans le 

cerveau de souris WT après une injection intracérébrale (stéréotaxique). Cerveaux de souris WT 

injectées stérétotaxiquement avec des PHF-tau humains et immunomarqués 3 jours (A), 7 jours (E) et 3 

mois (B à H) après l’injection avec des anticorps anti-tau humain (A et E), anti-tau murin (B et F) ou 

anti-tau phosphorylé sur les Ser396/404 (PHF-1) (C et G) ou sur les Ser202/Thr305 (AT8) (D et H).  

Les PHF-tau humains ont été détectés trois jours après l’injection intracérébrale de la fraction sarkosyl 

AD (A) et ne sont plus détectés après sept jours (E). Des inclusions de protéines tau murines (F) 

phosphorylées (G et H) ont été visualisées trois mois après l’injection avec la fraction sarkosyl AD. Le 

cortex cérébral des souris injectées avec la fraction sarkosyl CTL ne montre aucune structure marquée 

avec l’anticorps anti-tau murin (B) ou avec les anticorps anti-tau phosphorylé (C et D). Barre d’échelle : 

20 µm. 

  

 
10 Une mise en évidence artéfactuelle des vaisseaux sanguins peut apparaître avec l’emploi d’anticorps 

secondaires anti-anticorps de souris, se reporter à la figure supplémentaire 5 (Fig. Sup. 5). 

En conclusion : 

 Les PHF-tau sont présents dans la fraction sarkosyl (insoluble) isolée d’un cerveau 

humain atteint de la MA et sont absents de la fraction sarkosyl isolée d’un cerveau 

humain sain. 

 Les PHF-tau sont hyperphosphorylés et agrégés sous forme de filaments. 

 Les PHF-tau ne sont pas cytotoxiques in vitro.  

 Les PHF-tau possèdent des propriétés de nucléation, in vitro et in vivo.  
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4.2. Partie 2 : Effets des injections périphériques de PHF-tau humains dans des souris 

transgéniques 

L’objectif de cette partie du travail concerne l’étude de la transmission possible de la 

pathologie tau par des voies extracérébrales. En effet, de nombreux modèles expérimentaux ont 

montré que la pathologie tau pouvait se développer dans le cerveau après une injection 

intracérébrale de PHF-tau isolés de cerveaux humains atteints de la maladie d’Alzheimer. 

Néanmoins, des études supplémentaires étaient nécessaires pour identifier d’autres voies de 

transmission telles que la voie intravasculaire ou à la suite d’une chirurgie de l’œil.  

4.2.1. Injection intravasculaire de PHF-tau humains dans des souris 5xFAD et 

WT 

Nous avons étudié ici l’effet d’une injection intravasculaire de 10 µg de PHF-tau 

humains dans des souris 5xFAD et WT. Le modèle murin transgénique 5xFAD développe des 

plaques amyloïdes dans le cerveau et possède une barrière hémato-encéphalique (BHE) 

endommagée conséquente à la présence de peptides amyloïdes, qui conduit à une augmentation 

de sa perméabilité [cf. 1.1.2.2.1.2. – Altération de la BHE dans la MA et au cours du 

vieillissement]. Ces deux éléments (pathologie amyloïde et BHE perméable) reflètent ce qui est 

observé chez des patients atteints de la MA et au cours du vieillissement normal. Néanmoins, 

la pathologie tau, une des caractéristiques neuropathologiques de la MA (avec la pathologie 

amyloïde) n’est pas rencontrée dans ce modèle. 

Les souris étaient âgées de trois mois lors de l’injection et ont été sacrifiées six mois 

plus tard, à l’âge de neuf mois (Fig. 36). 

 

Fig. 36 : Schéma expérimental temporel des injections intravasculaires. 

4.2.1.1. Analyse de la pathologie tau 

Nous avons tout d’abord étudié l’effet d’une injection intravasculaire de PHF-tau 

humains, contenus dans la fraction sarkosyl AD, sur le développement d’une pathologie tau 

dans le cerveau des souris injectées. Comme contrôle, nous avons injecté des souris avec une 

fraction sarkosyl contrôle (CTL), isolée d’un cerveau humain sain et qui ne contient pas de 

PHF-tau [cf. 4.1.1]. La pathologie tau a été évaluée sur des coupes histologiques des cerveaux 

murins à l’aide des anticorps anti-phosphotau pThr231 et AT8 (pSer202/pThr205) et à l’aide 

de l’anticorps MC1 qui reconnaît la protéine tau uniquement dans une conformation 

pathologique. 

Les protéines tau, reconnues par les anticorps précités, pThr231, AT8 et MC1, ont été 

observées dans les neurites dystrophiques qui se trouvent autour des plaques amyloïdes, mises 

en évidence par la coloration à la thioflavine S (ThS) chez les souris 5xFAD injectées avec la 

fraction sarkosyl AD ou CTL (Fig. 37). L’accumulation de protéines tau phosphorylées n’a 

jamais été observée chez les souris WT injectées avec la fraction sarkosyl AD ou CTL (données 

non montrées). 



Résultats 

 97 

De plus, la surface moyenne couverte par l’immunomarquage dans le gyrus denté de 

l’hippocampe avec les anticorps anti-phosphotau et par l’anticorps conformationnel dans les 

neurites dystrophiques était significativement augmenté dans les souris 5xFAD injectées avec 

la fraction sarkosyl AD comparée aux souris 5xFAD non-injectées ou injectées avec la fraction 

sarkosyl contrôle (CTL) (Fig. 37, J-L). 

 

 

Fig. 37 : L’injection intraveineuse de PHF-tau aggrave la pathologie tau dans des souris 5xFAD. 

Immunomarquage du gyrus denté des souris 5xFAD non-injectées (A1-3, B1-3 et C1-3) ou injectées 

avec une fraction sarkosyl contrôle (CTL) (D1-3, E1-3 et F1-3) ou une fraction sarkosyl AD (G1-3, H1-

3 et I1-3) avec l’anticorps anti-phosphoThr231 (A1-2, D1-2 et G1-2), l’anticorps AT8 (B1-2, E1-2 et 

H1-2) et l’anticorps MC1 (C1-2, F1-2 et I1-2). La quantification des neurites dystrophiques mis en 

évidence par les immunomarquages (en brun) avec pThr231, AT8 et MC1 autour des plaques amyloïdes 

(en vert) a montré une augmentation significative chez les souris 5xFAD injectées avec la fraction 

sarkosyl AD par rapport aux souris injectées avec la fraction sarkosyl CTL ou non-injectées (J, K et L). 
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Test de Kruskal-Wallis, test post hoc de Dunn, p < 0,1.  p = 0,0608 (pThr231), p = 0,0608 (AT8) et p 

= 0,0665 (MC1) ; n = 3 par condition (Non Inj., CTL ou AD). Les coupes ont été contre-colorées avec 

la thioflavine S qui montrent les dépôts amyloïdes en vert. Une coupe de cerveau d’une souris Tg30 a 

servi de contrôle positif pour les différents anticorps anti-tau (cellules immunomarquées illustrées dans 

les petites images en A1, B1 et C1). Barres d’échelle : 20 µm. 

L’augmentation de l’immunoréactivité envers la protéine tau dans les neurites 

dystrophiques associés aux plaques amyloïdes n’a pas été détectée par l’anticorps anti-tau 

humain BR21 (Fig. 38, A-C) dans les souris 5xFAD injectées avec la fraction sarkosyl AD, ce 

qui indique que cette augmentation de l’immunoréactivité envers la protéine tau n’est pas due 

à l’accumulation des protéines tau humaines injectées trois mois plus tôt. La protéine tau 

humaine a été détectée par l’anticorps anti-tau humain BR21 sur des coupes de souris Tg30, qui 

expriment une isoforme de la protéine tau humaine mutée 1N4R, et qui ont été utilisées comme 

contrôle positif. 

 

Fig. 38 : La pathologie tau détectée dans les neurites dystrophiques des souris 5xFAD n’est pas 

composée des PHF-tau humains injectés. Immunomarquage de coupes d’hippocampe de souris 

5xFAD injectées avec la fraction sarkosyl AD avec l’anticorps anti-tau humain (BR21) (A,C) et contre-

colorées avec la Thioflavine S pour mettre en évidence les plaques amyloïdes en vert (B,C). Une coupe 

de cerveau d’une souris Tg30 qui exprime l’isoforme humaine mutée 1N4R a été utilisée comme 

contrôle positif pour l’immunomarquage anti-tau humain (D). Barre d’échelle : 10 µm. 

Parmi les modifications observées au cours de la maturation et la formation de la 

pathologie tau, seule la phosphorylation de tau était présente dans les neurites dystrophiques 

associés aux plaques amyloïdes. En effet, la coloration Gallyas n’a pas mis en évidence des 

agrégats de protéines tau dans ces structures. Aucune dégénérescence neurofibrillaire (DNF) 

n’a été observée dans les souris 5xFAD injectées avec la fraction sarkosyl AD ou CTL. Des 

souris Tg30 (exprimant une isoforme humaine mutée 1N4R) ont été utilisées comme contrôle 

positif pour les DNF, détectées dans les neurones de ce modèle murin (petites images dans la 

Fig. 37A1,B1,C1). 
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4.2.1.2.  Analyse de la pathologie amyloïde 

Nous avons ensuite investigués l’effet d’une injection intravasculaire de PHF-tau 

humains, contenus dans la fraction sarkosyl AD, sur la formation des plaques amyloïde dans le 

cerveau des souris injectées. Pour ce faire, nous avons quantifiés par immunohistochimie la 

surface occupée par les plaques amyloïdes, dans le gyrus denté de l’hippocampe des souris 

5xFAD non-injectées ou injectées avec la fraction sarkosyl AD ou CTL, en utilisant des 

anticorps dirigés contre les peptides Aβ40 ou les peptides Aβ42 ou en se servant de la coloration 

à la Thioflavine S (Fig. 39). 

La surface moyenne couverte par les plaques amyloïdes, mises en évidence par les 

anticorps anti-Aβ40 (Fig. 39A,D,G) ou anti-Aβ42 (Fig . 39B,E,H) était significativement 

augmentée dans le gyrus denté des souris 5xFAD injectées avec la fraction sarkosyl AD, 

comparée aux souris non-injectées ou injectées avec la fraction sarkosyl CTL (Fig. 39J,K). La 

même augmentation significative de la surface occupée par les dépôts amyloïdes dans le 

cerveau des souris 5xFAD injectées aves la fraction sarkosyl AD a aussi été observée à l’aide 

de la coloration à la Thioflavine S (Fig. 39C,F,I,L). 
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Fig. 39 : L’injection intraveineuse de PHF-tau aggrave la pathologie amyloïde dans des souris 

5xFAD. Immunomarquage du gyrus denté des souris 5xFAD non injectées (A-C) ou injectées avec une 

fraction sarkosyl contrôle (CTL) (D-F) ou une fraction sarkosyl AD (G-I) avec l’anticorps anti-Aβ40 

(A,D,G), l’anticorps anti-Aβ42 (B,E,H) et avec la coloration à la Thioflavine S (C,F,I). La 

quantification des plaques amyloïdes mises en évidence par les anticorps anti-Aβ40 et anti-Aβ42 et par 

la coloration à la Thioflavine S a montré une augmentation significative de la surface occupée par les 

plaques amyloïdes dans les souris 5xFAD injectées avec la fraction sarkosyl isolée d’un cerveau humain 

atteint de la MA (AD) comparée aux souris 5xFAD non-injectées ou injectées avec la fraction contrôle, 

isolée d’un cerveau humain sain (CTL) (J-L). Test de Kruskal-Wallis, test post hoc de Dunn, p < 0,1.  

p = 0,0608 (Aβ40), p = 0,0509 (Aβ42) et p = 0,0509 (ThS) ; n = 3 par condition (Non Inj., CTL ou AD). 

Les coupes ont été contre-colorées avec du DAPI qui montrent les noyaux des cellules en bleu sur les 

images C, F et I. Barre d’échelle : 200 µm. 
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4.2.1.3.  Analyse de la neuroinflammation 

Ensuite, pour comprendre l’effet d’une injection intravasculaire de PHF-tau dans les 

souris WT ou 5xFAD, nous avons étudié l’activation gliale dans le gyrus denté de l’hippocampe 

par immunohistochimie à l’aide d’anticorps anti-GFAP, la protéine GFAP est un marqueur des 

astrocytes, et à l’aide d’anticorps anti-Iba1, qui reconnaissent les cellules microgliales (Fig. 40). 

Les protéines GFAP et Iba1 sont exprimées de manière physiologique, dans un contexte non-

inflammatoire. Cependant, lors d’une réaction immunitaire, l’expression cellulaire de ces 

protéines est augmentée et est, dès lors, utilisée comme un marqueur de la présence d’une 

neuroinflammation (en comparaison avec l’expression basale de ces protéines). 

La quantification de la surface occupée par les cellules astrocytaires ou microgliales a 

montré une importante astrocytose (Fig. 40E,H) et une microgliose (Fig. 40M,P) étendue dans 

le gyrus denté des souris 5xFAD injectées avec la fraction sarkosyl AD. Ces réactions gliales 

étaient significativement augmentées dans ces souris par rapport aux souris 5xFAD non-

injectées ou injectées avec la fraction sarkosyl CTL (Fig. 40S,T). Les astrocytes réactifs et les 

cellules microgliales réactives étaient majoritairement localisés autour des plaques amyloïdes 

dans les souris 5xFAD injectées avec les protéines PHF-tau de la fraction sarkosyl AD (Fig. 

40H,P). Aucune différence dans la surface occupée par les astrocytes ou les cellules 

microgliales n’a été observée entre les souris WT injectées avec la fraction sarkosyl AD et les 

souris WT injectées avec la fraction sarkosyl CTL (Fig. 40Q,R). 
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Fig. 40 : L’injection intraveineuse de PHF-tau aggrave la neuroinflammation dans des souris 

5xFAD. Immunomarquage du gyrus denté des souris WT (A-B, I-J) et des souris 5xFAD (C-H3, K-

P3) non injectées (C et F1-3, K et N1-3) ou injectées avec une fraction sarkosyl contrôle (CTL) (A,D 

et G1-3 ; I,L et O1-3) ou une fraction sarkosyl AD (B,E et H1-3 ; J,M et P1-3) avec l’anticorps anti-

GFAP (A-H3) ou l’anticorps anti-Iba1 (I-P3). Les images illustrées en F1, G1, H1, N1, 01 et P1 sont 

des agrandissements du gyrus denté représenté en C, D, E, K, L et M respectivement. Les coupes ont 

été contre-colorées avec la coloration à la Thioflavine S (F3, G3 et H3 ; N3, O3 et P3) qui montrent les 

dépôts amyloïdes en vert. Les astrocytes mis en évidence par l’anticorps GFAP (F1,G1,H1) et les 

cellules microgliales mises en évidence par l’anticorps Iba1 (N1,O1,P1) se situent autour des plaques 

amyloïdes (en vert) (F2,G2,H2 et N2,O2,P2). La quantification de la surface occupée par les astrocytes 

(immunomarquage GFAP) ou par les cellules microgliales (immunomarquage Iba1) dans le gyrus denté 

des souris WT et 5xFAD non injectées ou injectées avec une fraction sarkosyl CTL ou AD a montré une 

augmentation significative de la surface occupée par les astrocytes (S) et par les cellules microgliales 

(T) dans les souris 5xFAD injectées avec la fraction sarkosyl AD comparée aux souris 5xFAD non 

injectées ou injectées avec la fraction sarkosyl CTL. Test de Kruskal-Wallis, test post hoc de Dunn, 

p < 0,1.  p = 0,0794 (GFAP) et p = 0,0509 (Iba1) ; n = 3 par condition (Non Inj., CTL ou AD). Aucune 

différence significative n’a été observée dans les souris WT injectées avec la fraction sarkosyl AD 

comparées aux souris injectées avec la fraction sarkosyl CTL (Q,R). Test de Mann-Whitney (Two-
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Tailed), p = 1 (GFAP) et p = 0,8248 (Iba1); n = 3 par condition (CTL ou AD). Barres d’échelle : A-E 

et I-M : 250 µm ; F1-H1 et N1-P1 : 40 µm ; F2/3-H2-3 et N2/3-P2/3 : 80 µm. 

4.2.1.4. Analyse du sérum des souris injectées à la recherche d’anticorps anti-

tau 

Afin d’évaluer la présence (ou l’absence) d’une réponse immunitaire humorale 

périphérique contre les protéines PHF-tau injectées par voie intraveineuse dans les souris WT 

ou 5xFAD, nous avons utilisé le sérum de ces souris WT ou 5xFAD injectées avec la fraction 

sarkosyl AD ou CTL comme anticorps primaires pour réaliser un immunomarquage sur des 

coupes de cerveaux de patients atteints de la MA. Aucun marquage n’a été observé sur les 

coupes de cerveaux avec les différents sérums (Fig. 41A-D). Une coupe adjacente de cerveau 

Alzheimer a été immunomarquée avec l’anticorps anti-phospho tau AT8, qui met en évidence 

les DNF, pour servir de contrôle positif (Fig. 41E). 

 

Fig. 41 : L’injection intraveineuse de PHF-tau n’induit pas la production d’anticorps anti-tau. 

Immunomarquage de coupes d’hippocampe d’un patient Alzheimer avec le sérum de souris WT (A-B) 

et 5xFAD (C-D) injectées avec une fraction sarkosyl contrôle (CTL) (A,C) ou AD (B,D). Les sérums 

des souris injectées ne montrent aucune immunoréactivité sur les coupes de cerveau de ce patient 

Alzheimer. Un immunomarquage avec l’anticorps AT8 a été utilisé comme contrôle positif (E). Barre 

d’échelle : 10 µm. 

4.2.1.5.  Analyse de la perméabilité de la BHE des souris 5xFAD 

De manière surprenante, l’effet d’une injection intraveineuse de protéines PHF-tau 

(fraction sarkosyl AD) sur les pathologies tau ou amyloïde et sur la neuroinflammation a été 

observé uniquement dans le cerveau des souris 5XFAD et non dans le cerveau des souris WT. 

Des études précédentes ont montré que la barrière hémato-encéphalique (BHE) a une 

perméabilité plus élevée dans le cerveau des souris 5xFAD (Kook et al., 2012, Batarseh et al., 

2017), ce qui suggère que les protéines PHF-tau pourraient plus facilement pénétrer dans le 

cerveau des souris 5xFAD par rapport aux souris WT.  

Pour confirmer cette observation dans notre modèle murin, nous avons analysé la 

présence des immunoglobulines murines autour des vaisseaux sanguins dans le cerveau des 

souris WT ou 5xFAD. Nous avons observé une immunoréactivité diffuse pour les 

immunoglobulines de souris autour des vaisseaux sanguins cérébraux des souris 5xFAD (Fig. 

42B). Dans le cerveau des souris WT, les immunoglobulines murines ont uniquement été 

observées à l’intérieur des vaisseaux sanguins (Fig. 42A). Ces résultats indiquent que la BHE 

des souris 5xFAD possède une perméabilité plus élevée, ce qui conduit à l’extravasation des 

immunoglobulines. Ceci pourrait expliquer l’effet différentiel des injections intraveineuses 

observé entre la souris WT et la souris 5XFAD.  
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Fig. 42 : Des immunoglobulines extravasées ont été détectées dans le cerveau de souris 5xFAD. 

Détection des immunoglobulines (anticorps) murines dans le cerveau de souris WT (A) et 5xFAD (B). 

Un immunomarquage diffus (flèches) a été observé autour des vaisseaux sanguins (étoiles) chez les 

souris 5xFAD (B) tandis qu’aucune extravasation d’immunoglobulines n’a été détectée autour des 

vaisseaux sanguins (étoile) chez les souris WT (A). Barre d’échelle : 50 µm. 

 

 

  

En conclusion : 

 Les PHF-tau injectés en intraveineuse exacerbent les pathologies tau et amyloïde et la 

neuroinflammation dans le cerveau des souris 5xFAD. 

 Les PHF-tau injectés en intraveineuse n’induisent pas la production d’anticorps anti-tau 

dans les souris WT ou 5xFAD. 

 La perméabilité de la BHE des souris 5xFAD est plus élevée. 

 

Les résultats obtenus sur les injections intravasculaires ont fait l’objet d’une publication : 

Houben S, de Fisenne MA, Ando K, Vanden Dries V, Poncelet L, Yilmaz Z, Mansour S, De 

Decker R, Brion JP, Leroy K. Intravenous Injection of PHF-Tau Proteins From Alzheimer 

Brain Exacerbates Neuroinflammation, Amyloid Beta, and Tau Pathologies in 5XFAD 

Transgenic Mice. Front Mol Neurosci. 2020 Jul 14;13:106. doi: 10.3389/fnmol.2020.00106. 

PMID: 32765217; PMCID: PMC7381181. 

L’article de recherche peut être consulté à la fin de ce manuscrit. 
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4.2.2. Injection intraoculaire de PHF-tau humains dans des souris Tg22, WT, 

hTau et TauKO 

Dans cette partie du travail, nous avons étudié l’effet d’une injection intraoculaire de 

PHF-tau humains (fraction sarkosyl AD) (2 µg) dans des souris WT, hTau, Tg22 et TauKO. 

Les souris étaient âgées de 3 à 7 mois lors de l’injection et ont été sacrifiées 6 mois plus 

tard, entre l’âge de 9 et 13 mois (Fig. 43). 

 

Fig. 43 : Schéma expérimental temporel des injections intraoculaires. 

4.2.2.1.  Expression et localisation de la protéine tau dans la rétine 

Dans cette étude, les expériences ont été réalisées avec des souris qui expriment la 

protéine tau murine (souris WT), la protéine tau humaine sauvage en l’absence de la protéine 

tau murine (souris hTau), la protéine tau humaine mutée et la protéine tau murine (souris Tg22) 

ou avec des souris qui n’expriment plus de protéine tau (souris TauKO). Il était avant tout 

primordial de vérifier l’expression des protéines tau dans la rétine car les phénomènes de 

nucléation et de propagation ne peuvent avoir lieu qu’en présence des protéines cibles. 

Pour évaluer la distribution des protéines tau dans la rétine de ces différents modèles 

murins, des immunomarquages ont été effectués avec des anticorps anti-tau total ou anti-tau 

humain sur la rétine des souris WT (Fig. 44A et I), hTau (Fig. 44B et J), Tg22 (Fig. 44C et K) 

et TauKO (Fig. 44D et L). L’illustration d’une coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA 

immunomarquée avec l’anticorps anti-tau total ou anti-tau humain est présentée dans la Fig. 

Sup. 4. 

Les protéines tau (totales) ont été détectées dans la couche des cellules ganglionnaires 

(GCL pour « Ganglion Cell Layer » en anglais), les couches plexiformes interne et externe (IPL 

« Inner Plexiform Layer » et OPL « Outer Plexiform Layer ») et la couche nucléaire interne 

(INL « Inner Nuclear Layer ») de la rétine des souris WT (Fig. 44A), hTau (Fig. 44B) et Tg22 

(Fig. 44C). Dans le cerveau, au niveau du CA1 de la corne d’Ammon de l’hippocampe, les 

protéines tau totales sont localisées dans les prolongements axonaux des neurones des souris 

WT (Fig. 44E) et hTau (Fig. 44F), ce qui se visualise sur les coupes histologiques par une 

coloration brunâtre du neuropile. Dans l’hippocampe des souris Tg22 (Fig. 44G), les protéines 

tau totales sont détectées dans le corps cellulaire des neurones. La translocation des protéines 

tau axonales vers le compartiment somato-dendritique est un marqueur pathologique des 

tauopathies.  

Les protéines tau humaines ont été décelées dans la couche des cellules ganglionnaires 

(GCL) et dans les couches plexiformes interne et externe de la rétine des souris hTau (Fig. 44J). 

Dans la rétine des souris Tg22 (Fig. 44K), les protéines tau humaines étaient seulement 

présentes dans le corps cellulaire des cellules ganglionnaires. Au niveau de l’hippocampe des 

souris Tg22 (Fig. 44O), les protéines tau humaines, exprimées par le transgène, sont observées 

dans le corps cellulaire des neurones. Dans l’hippocampe des souris hTau (Fig. 44N), 

l’expression du transgène, qui code pour les protéines tau humaines sauvages, est visualisée 
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dans le neuropile, reflétant la localisation axonale normale des protéines tau. Les protéines tau 

humaines n’ont pas été détectées ni dans la rétine (Fig. 44I) ni dans le cerveau des souris WT 

(Fig. 44M). Les protéines tau totales (Fig. 44D et H) ou humaines (Fig. 44L et P) n’ont pas 

été observées dans la rétine (Fig. 44D et L) ou le cerveau (Fig. 44H et P) des souris TauKO 

(Fig. 44D et H, L et P), comme attendu.  

De plus, la quantification des bandes obtenues en western blotting avec l’anticorps anti-

tau total (DAKO) et normalisées sur l’actine (Fig. 44Q), a montré que l’expression des 

protéines tau totales dans les souris WT, hTau et Tg22 était significativement plus basse dans 

la rétine par rapport au cerveau (Fig. 44R).  

L’analyse des homogénats de rétine et de cerveau par western blotting à l’aide de 

l’anticorps anti-tau humain (BR21) (sur l’actine) (Fig. 44Q) a également montré que le cerveau 

des souris hTau et Tg22 avait une expression significativement plus élevée des protéines tau 

humaines par rapport à la rétine (Fig. 44S). 
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Fig. 44 : Localisation et expression des protéines tau dans la rétine de souris WT, hTau, Tg22 et 

TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D et I-L) et de l’hippocampe (E-H et M-P) de souris WT 

(A,E,I,M), hTau (B,F,J,N), Tg22 (C,G,K,O) et TauKO (D,H,L,P) avec l’anticorps anti-tau total (A-H) 

ou avec l’anticorps anti-tau humain (I-P). Western blotting d’homogénats d’yeux (« eye ») ou de 

cerveaux (« brain ») de souris WT, hTau, Tg22 et TauKO avec l’anticorps anti-tau total ou avec 

l’anticorps anti-tau humain (Q). L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. La quantification de 
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l’expression des protéines tau totales (R) ou des protéines tau humaines (S) dans les homogénats d’yeux 

et de cerveaux des souris WT, hTau et Tg22 a montré un taux d’expression significativement plus élevé 

dans les cerveaux par rapport aux yeux des différents modèles murins. Les résultats obtenus sont 

exprimés en un pourcentage par rapport à un standard (Std) pris comme référence et qui correspond au 

100 %. Le standard utilisé est un homogénat de cerveau d’une souris Tg30. Test de Mann-Whitney 

(Two-Tailed), **p < 0,01. Total tau : p = 0,0022 (WT), p = 0,0079 (hTau) et p = 0,0022 (Tg22) ; tau 

humain : p = 0,0079 (hTau) et p = 0,0043 (Tg22) ; WT (n=6), hTau (n=5) et Tg22 (n=6). GCL : couche 

des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform 

Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer 

Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : L et P : 

50 µm, petite image en K : 10 µm. 

4.2.2.2. Validation de la méthode d’injection 

Nous avons tout d’abord vérifié notre méthode d’injection intraoculaire. Pour ce faire, 

nous avons injecté une solution contenant la sous-unité B de la toxine du choléra dans la 

chambre postérieure de l’œil (qui contient l’humeur vitrée) de souris WT. Une des difficultés 

techniques réside dans la large taille du cristallin et du petit volume de vitré des souris. En 

comparaison, l’humain possède un cristallin plus petit et un plus grand volume d’humeur vitrée 

(Fig. 45). 

La sous-unité B de la toxine du choléra est la partie de la toxine qui se lie aux 

gangliosides (GM1) présents dans la membrane plasmique des cellules. Une fois liée, la sous-

unité B est endocytée par la cellule. La toxine complète comprend aussi la sous-unité A, qui 

possède une activité enzymatique (toxique) mais n’est pas présente dans la solution 

commerciale utilisée dans ce travail. La sous-unité B est utilisée comme traceur neuronal pour 

le transport antérograde. 

La toxine du choléra a été visualisée par 

immunohistochimie avec l’anticorps anti-toxine du 

choléra 24 heures après l’injection dans la couche 

des cellules ganglionnaires de la rétine (Fig. 

46C,D), dans le corps genouillé latéral (Fig. 46E) et 

dans le colliculus supérieur (Fig. 46F) dans la partie 

contralatérale du cerveau (la partie opposée à l’œil 

injecté) (Fig. 46G,I) comme décrit précédemment 

dans la littérature (Angelucci et al., 1996). Nous 

avons également observé quelques fibres axonales 

dans la partie ipsilatérale du corps genouillé latéral 

(la partie située du côté de l’œil injecté) (Fig. 46H).  

L’analyse du corps genouillé latéral (Fig. 

46L) et du colliculus supérieur (Fig. 46M) ont été 

réalisées par la suite dans les zones cérébrales illustrées dans le schéma de la Fig. 46. Les aires 

cérébrales entourées en vert et en rouge représentent les zones ipsilatérales et les zones 

contralatérales respectivement (Fig. 46L et M). 

 

Fig. 45 : Comparaison de l’œil humain 

et murin. La souris possède un volume 

de vitré réduit dû à son large cristallin. 

Image modifiée de (Skeie et al., 2011). 
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Fig. 46 : Détection de la sous-unité B de la toxine du choléra dans la rétine et le cerveau de souris 

WT injectées en intraoculaire. Immunomarquage des yeux (A-D) et du cerveau (E-J) des souris WT 

injectées dans la chambre vitrée de l’œil avec du sérum physiologique (A) ou avec la sous-unité B de la 

toxine du choléra (C,E,F) avec l’anticorps anti-toxine du choléra. Les images en B et D sont des 

agrandissements de la partie de la rétine qui est encadrée en bleu en A et C respectivement et les images 

en G, H, I et J sont des agrandissements des parties contralatéral (G) et ipsilatéral (H) du corps genouillé 

latéral et des parties contralatéral (I) et ipsilatéral (J) du colliculus supérieur. Les illustrations 

schématiques de coupes coronales du cerveau orienté de manière antéro-postérieure (K) montrent les 

zones contralatérales (entourées en rouge) et les zones ipsilatérales (entourées en vert) utilisées pour 

analyser et quantifier la formation d’une pathologie tau dans le corps genouillé latéral (L) et le colliculus 

supérieur (M). Barres d’échelle : C : 200 µm, D : 20 µm, F : 200 µm et J : 40 µm. 
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4.2.2.3. Analyse de l’internalisation des PHF-tau dans les neurones 

ganglionnaires de la rétine 

Nous avons ensuite vérifié que les protéines PHF-tau pouvaient être internalisées par les 

cellules ganglionnaires de la rétine. En effet, l’internalisation des protéines tau pathologiques 

est une étape fondamentale pour les processus ultérieurs de nucléation et de propagation de ces 

protéines tau pathologiques. 

Nous avons examiné les yeux des souris TauKO, par immunohistochimie, à la recherche 

des PHF-tau injectés en intravitréen 10 min., 30 min., 1, 3, 6, 24 heures et 5 jours après 

l’injection. Nous avons utilisé l’anticorps anti-tau humain BR21 pour mettre en évidence les 

protéines tau injectées. 

3 heures après l’injection, les PHF-tau ont été observés dans la chambre postérieure de 

l’œil (près du cristallin sur les images illustrées en (Fig. 47A et C) dans les souris injectées 

avec la fraction sarkosyl AD. 6 heures après l’injection, les PHF-tau ont été détectés dans le 

corps cellulaire des cellules ganglionnaires de la rétine (Fig. 47 E et G). Les yeux des souris 

injectées avec la fraction sarkosyl contrôle (CTL) n’ont pas montré de marquage positif, comme 

attendu (Fig. 47B,D,F et H). Les PHF-tau n’étaient plus détectables dans la rétine 24 heures 

après l’injection (données non représentées). 
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Fig. 47 : Les PHF-tau sont détectés dans le cytoplasme des cellules ganglionnaires de la rétine 6 

heures après l’injection. Immunomarquage de l’œil d’une souris TauKO injectée avec une fraction 

sarkosyl AD (A et C, E et G) ou avec une fraction sarkosyl contrôle (CTL) (B et D, F et H) avec 

l’anticorps anti-tau humain (BR21), 3 heures (A-D) ou 6 heures (E-H) après l’injection intraoculaire. 

Les protéines PHF-tau ont été détectées (flèche) près de la partie postérieure du cristallin (« Lens ») 3 

heures après l’injection (C) et ont été observées (flèches) à l’intérieur du cytoplasme des cellules 

ganglionnaires de la rétine (« GCL ») 6 heures après l’injection (G). Les images en C, D, G et H sont 

des agrandissements des parties de l’œil encadrées en A, B, G et H respectivement. Lens : cristallin, 

GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner 

Nuclear Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : B, D et F : 

50 µm ; H : 10 µm. 



Résultats 

 112 

4.2.2.4.  Analyse de la pathologie tau dans le système visuel 

4.2.2.4.1. Analyse de l’état d’agrégation de la protéine tau dans la rétine 

Afin d’évaluer si les PHF-tau internalisés par les cellules ganglionnaires de la rétine 

avaient engendré une agrégation des protéines tau endogènes exprimées dans la rétine, nous 

avons analysé la rétine des souris WT (Fig. 48A,B) ou Tg22 (Fig. 48C,D) injectées avec la 

fraction sarkosyl AD (Fig. 48A,C) ou CTL (Fig. 48B,D) 6 mois après l’injection à l’aide de la 

coloration Gallyas. Aucune structure colorée par le Gallyas n’a été observée dans la rétine de 

ces différentes lignées murines injectées AD ou CTL. 

 

Fig. 48 : Les PHF-tau n’induisent pas l’agrégation de protéines tau dans la rétine. Coloration 

Gallyas de la rétine de souris WT (A,B) ou Tg22 (C,D) injectées avec une fraction sarkosyl AD (A,C) 

ou CTL (B-D). Aucune structure colorée au Gallyas n’a été observée. Une coupe de cerveau humain 

atteint de la MA (ALZ) a été utilisée comme contrôle positif (E). GCL : couche des cellules 

ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : 

couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform 

Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : D : 50 µm et E : 10 

µm. 

4.2.2.4.2. Analyse du corps genouillé latéral 

Ensuite, afin d’évaluer la propagation d’une pathologie tau le long du système visuel 

après l’internalisation des protéines PHF-tau dans les cellules ganglionnaires de la rétine, nous 

avons réalisé des immunomarquages avec des anticorps reconnaissant les protéines tau 

phosphorylées sur les sérines 396/404 (anticorps PHF-1), sur les sérines 202/thréonine 205 

(anticorps AT8), sur les thréonines 231 (anticorps AT-180) et avec un anticorps reconnaissant 

une conformation anormale de la protéine tau (anticorps MC1) sur des coupes histologiques de 

cerveaux de souris WT, hTau et Tg22 injectées avec la fraction sarkosyl CTL ou AD.  

Nous avons tout d’abord analysé le corps genouillé latéral 6 mois après l’injection 

intraoculaire. Aucune pathologie tau n’a été observée dans le corps genouillé latéral des souris 

WT, hTau et Tg22 injectées avec la fraction AD ou CTL. Le corps genouillé latéral des souris 

Tg22 est illustré dans la Fig. 49. 
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Fig. 4911 : Les PHF-tau n’induisent pas une pathologie tau dans le corps genouillé latéral. 

Immunomarquage du corps genouillé latéral des souris Tg22 injectées dans la chambre postérieure de 

l’œil avec une fraction sarkosyl AD (A-H) ou contrôle (CTL) (I-P), avec l’anticorps PHF-1 

(pSer396/404) (A,E,I,M), l’anticorps AT8 (pSer202/Thr205) (B,F,J,N), l’anticorps AT-180 (pThr231) 

(C,G,K,O) ou avec l’anticorps conformationnel MC1 (D,H,L,P). AD (n = 5) et CTL (n = 4). Barres 

d’échelle : L : 200 µm et P : 10 µm. 

 

 

 

 

 
11 Une mise en évidence artéfactuelle des vaisseaux sanguins peut apparaître avec l’emploi d’anticorps 

secondaires anti-anticorps de souris, se reporter à la figure supplémentaire 5 (Fig. Sup. 5). 
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4.2.2.4.3. Analyse du colliculus supérieur 

Nous avons ensuite analysé le colliculus supérieur des souris WT, hTau et Tg22 

injectées avec la fraction sarkosyl AD ou CTL 6 mois après l’injection intraoculaire en 

effectuant des immunomarquages aves les anticorps PHF-1, AT-8, AT-180 et MC1, ces 

anticorps reconnaissent les épitopes phosphorylés sur les Ser396/404, Ser202/Thr205, Thr231 

et un changement pathologique de conformation de la protéine tau respectivement. Aucune 

pathologie tau n’a été détectée dans le colliculus supérieur des souris WT et hTau (données non 

représentées).  

Dans le colliculus supérieur des souris Tg22, une pathologie tau a été détectée avec les 

anticorps PHF-1 (Fig. 50B-E), AT8 (Fig. 50G-J), AT-180 (Fig. 50L-O) et MC1 (Fig. 50Q-T) 

mais la quantification des cellules marquées par ces différents anticorps n’a montré aucune 

différence entre les souris injectées avec la fraction sarkosyl AD ou CTL (Fig. 50A,F,K et P). 

Notons que nous avons regroupé les données des cellules quantifiées des côtés 

contralatéral et ipsilatéral car les tests statistiques effectués en amont ont montré, d’une part, 

qu’il n’y avait pas de différence significative entre les densités mesurées du côté contralatéral 

et les densités mesurées du côté ipsilatéral dans les souris injectées avec la fraction sarkosyl 

AD ou CTL pour les différents anticorps anti-tau (PHF-1, AT8, AT-180 et MC1) (Tableau 

Sup. 1).  

D’autre part, les tests statistiques ont également montré qu’il n’y avait pas de différence 

significative entre les densités mesurées dans les souris injectées avec la fraction sarkosyl AD 

et les densités mesurées dans les souris injectées avec la fraction sarkosyl CTL dans le côté 

contralatéral ou le côté ipsilatéral pour les différents anticorps anti-tau (PHF-1, AT8, AT-180 

et MC1) (Tableau Sup. 2).  



Résultats 

 115 

 



Résultats 

 116 

Fig. 50 : Les PHF-tau n’induisent pas une aggravation de la pathologie tau dans le colliculus 

supérieur de souris Tg22. Immunomarquage du colliculus supérieur des souris Tg22 ayant reçu une 

injection intravitréenne d’une fraction sarkosyl AD (B-C, G-H, L-M, Q-R) ou CTL (D-E, I-J, N-O, S-

T) avec l’anticorps PHF-1 (pSer396/404) (B-E), l’anticorps AT8 (pSer202/Thr205) (G-J), l’anticorps 

AT-180 (pThr231) (L-O) ou avec l’anticorps conformationnel MC1 (Q-T). La quantification du nombre 

de neurones marqués par les anticorps précités (PHF-1, AT8, AT-180 et MC1) ne montre aucune 

différence statistiquement significative entre les souris injectées avec la fraction sarkosyl AD ou CTL 

(A : PHF-1, F : AT-8, K : AT-180 et P : MC1). Test de Mann-Whitney (Two-Tailed), p = 0,8286 (PHF-

1), p = 0,6334 (AT8), p = 0,0754 (AT-180) et p = 0,6965 (MC1). AD (n = 5) et CTL (n = 4). Barres 

d’échelle : S : 200 µm et T : 10 µm. 

4.2.2.5. Analyse de la neuroinflammation  

4.2.2.5.1. Dans la rétine 

Après les analyses de la pathologie tau qui ont montré une absence de celle-ci le long 

du système visuel après l’injection de protéines PHF-tau, nous avons étudié la 

neuroinflammation dans la rétine et le colliculus supérieur.  En effet, la présence d’une 

inflammation dans le cerveau, caractérisée par des astrocytes réactifs et des cellules 

microgliales activées, est un événement qui précède la neurodégénérescence dans la maladie 

d’Alzheimer et dans les maladies à prions (Eikelenboom et al., 2002).  

Nous avons réalisé des immunomarquages sur la rétine et le cerveau de souris WT (Fig. 

51A,E,I,M), hTau (Fig. 51B,F,J,N), Tg22 (Fig. 51C,G,K,O) et TauKO (Fig. 51D,H,L,P) 

injectées avec la fraction sarkosyl AD (Fig. 51A-D,I-L) ou CTL (Fig. 51E-H,M-P) avec les 

anticorps anti-GFAP (Fig. 51A-H) ou anti-Iba1 (Fig. 51I-P). La protéine GFAP est un filament 

intermédiaire exprimé par les astrocytes et la protéine Iba1 participe au processus de 

phagocytose des cellules microgliales.  

Nous n’avons pas observé de cellules astrocytaires (réactives) (GFAP) dans la rétine des 

différentes lignées murines (Fig. 51A-H) 6 mois après l’injection des protéines PHF-tau (AD) 

(Fig. 51A-D) ou la fraction contrôle (CTL) (Fig. 51E-H) dans la chambre postérieure de l’œil. 

Quelques cellules microgliales ont été détectées dans les couches plexiformes interne et externe 

de la rétine des souris WT (Fig. 51I,M), hTau (Fig. 51J,N), Tg22 (Fig. 51K,O) et TauKO (Fig. 

49L,P) mais la proportion de cellules observées dans les souris injectées avec la fraction 

sarkosyl AD (Fig. 51I-L) ou CTL (Fig. 51M-P) ne montre pas de différences entre les 

différents génotypes ou les différentes conditions. 
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Fig. 51 : Les PHF-tau n’induisent pas de neuroinflammation dans la rétine. Immunomarquage de 

la rétine des souris WT (A,E,I,M), hTau (B,F,J,N), Tg22 (C,G,K,O) et TauKO (D,H,L,P) injectées 

dans la chambre postérieure de l’œil avec une fraction sarkosyl AD (A-D, I-L) ou CTL (E-H, M-P) 

avec l’anticorps GFAP (A-H) ou Iba1 (I-P) qui met en évidence les astrocytes et les cellules microgliales 

respectivement. Les astrocytes n’ont pas été observés dans la rétine des différentes lignées murines et 

dans les différentes conditions (AD ou CTL) (A-H). Quelques cellules microgliales ont été observées 

dans les couches plexiformes interne (IPL) et externe (OPL) de la rétine des souris WT (I,M), hTau 

(J,N), Tg22 (K,O) et TauKO (L,P) injectées avec la fraction sarkosyl AD (I-L) ou CTL (M-P). 

Néanmoins, l’analyse visuelle des coupes histologiques ne semble pas montrer de différences dans la 

proportion des cellules microgliales observées (I-P). GCL : couche des cellules ganglionnaires 

(Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche 

nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et 

ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-P : 20 µm. 
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4.2.2.5.2. Dans le colliculus supérieur 

Nous avons ensuite étudié la présence d’une neuroinflammation dans le colliculus 

supérieur des souris WT, hTau, Tg22 et TauKO injectées avec la fraction sarkosyl AD ou CTL 

en réalisant des immunomarquages avec l’anticorps anti-GFAP (Fig. 52) qui reconnait 

spécifiquement les astrocytes dans le système nerveux central ou avec l’anticorps Iba1 (Fig. 

53) qui met en évidence les cellules microgliales. 

Nous n’avons pas détecté la présence d’astrocytes réactifs dans le colliculus supérieur 

des différents génotypes et dans les différentes conditions (Fig. 52A-P) 6 mois après l’injection 

intraoculaire de PHF-tau (AD) ou la fraction contrôle (CTL). 

A l’instar de la rétine, quelques cellules microgliales ont été observées dans le colliculus 

supérieur des souris WT (Fig. 53E-H), hTau (Fig. 53A-D), Tg22 (Fig. 53I-L) et TauKO (Fig. 

53M-P) injectées avec la fraction sarkosyl AD (Fig. 53A-B,E-F,I-J,M-N) ou CTL (Fig. 53C-

D,G-H,K-L,O-P). Néanmoins, l’analyse visuelle des coupes cérébrales ne révèle pas de 

différence entre les différents génotypes de souris ou entre les différentes conditions (CTL ou 

AD). 
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Fig. 52 : Les PHF-tau n’induisent pas d’astrogliose dans le colliculus supérieur. Immunomarquage 

du colliculus supérieur des souris WT (A-D), hTau (E-H), Tg22 (I-L) et TauKO (M-P) injectées avec 

la fraction sarkosyl AD (A-B,E-F,I-J,M-N) ou CTL (C-D,G-H,K-L,O-P) avec l’anticorps GFAP qui 

reconnait les astrocytes. Une coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) (Q) montre des 

astrocytes réactifs (flèches) en brun. L’image (R) est un agrandissement d’une cellule astrocytaire. Les 

astrocytes (flèche) participent à la formation de la barrière hémato-encéphalique avec leurs pieds 

astrocytaires (tête de flèche) autour des capillaires cérébraux (S). L’image (T) est un agrandissement 

d’un capillaire cérébral entouré par des prolongements astrocytaires (en brun), un globule rouge est 

visible dans la lumière du vaisseau sanguin. Barres d’échelle : O : 200 µm et P-T : 10 µm. 
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Fig. 53 : Les PHF-tau n’induisent pas d’activation microgliale dans le colliculus supérieur. 

Immunomarquage du colliculus supérieur des souris WT (A-D), hTau (E-H), Tg22 (I-L) et TauKO (M-

P) injectées avec la fraction sarkosyl AD (A-B,E-F,I-J,M-N) ou CTL (C-D,G-H,K-L,O-P) avec 

l’anticorps Iba1 qui reconnait les cellules microgliales. Une coupe de cerveau d’un patient atteint de la 

MA (ALZ) (Q) montre quelques cellules microgliales (flèche) en brun. L’image (R) est un 

agrandissement d’une cellule microgliale. Barres d’échelle : O : 200 µm, Q : 50 µm, P et R : 10 µm. 
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En conclusion :   

 La protéine tau murine est exprimée dans la rétine des souris WT et Tg22. 

 Le transgène qui code pour la protéine tau humaine est exprimé dans la rétine des souris 

hTau et Tg22. 

 Les PHF-tau injectés en intraoculaire sont internalisés dans le cytoplasme des cellules 

ganglionnaires de la rétine. 

 Les PHF-tau injectés en intraoculaire n’induisent pas de pathologie tau dans le système 

visuel (souris WT et hTau) ou n’aggravent pas la pathologie tau déjà présente dans le 

cerveau (souris Tg22). 

 Les PHF-tau injectés en intraoculaire n’induisent pas de neuroinflammation. 

Les résultats obtenus sur les injections intraoculaires ont fait l’objet d’une publication : 

de Fisenne MA, Yilmaz Z, De Decker R, Suain V, Buée L, Ando K, Brion JP, Leroy K. 

Alzheimer PHF-tau aggregates do not spread tau pathology to the brain via the Retino-

tectal projection after intraocular injection in mouse models. Neurobiol Dis. 2022 Sep 

22:105875. doi: 10.1016/j.nbd.2022.105875. Epub ahead of print. PMID: 36154878. 

L’article de recherche peut être consulté à la fin de ce manuscrit. 
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4.3. Partie 3 : Analyses comparatives de la protéine tau et des kinases dans l’œil par 

rapport au cerveau de souris Tg22/30, WT, hTau, TauKO, 5xFAD et 5xFAD Tg30 

Etant donné que les PHF-tau humains induisent une pathologie tau dans le cerveau 

murin lorsqu’ils sont injectés en intracérébral mais non lorsqu’ils sont injectés en intraoculaire, 

nous avons envisagé la possibilité que les neurones de la rétine ne possèdent pas les mêmes 

caractéristiques que les neurones du cerveau. 

Tout d’abord, nous avons analysé l’expression et l’état de phosphorylation de la protéine 

tau dans l’œil par rapport au cerveau dans des modèles murins WT ou qui surexpriment la 

protéine tau humaine normale (hTau) ou mutée (Tg22/30). 

Ensuite, nous avons analysé l’influence de la protéine amyloïde humaine mutée en 

présence (5xFAD Tg30) ou non (5xFAD) d’une surexpression de la protéine tau humaine mutée 

sur l’expression et l’état de phosphorylation de la protéine tau dans l’œil par rapport au cerveau. 

Nous avons également analysé l’expression des kinases GSK3β et CDK5 dans les 

différents modèles murins précités, ces kinases sont impliquées dans la phosphorylation de la 

protéine tau et dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer. 

Les souris analysées en immunohistochimie (IHC) ou western blotting (WB) étaient 

âgées de 9 à 13 mois, tout génotype confondu. Cette tranche d’âge correspond à l’âge des souris 

qui ont été injectées en intraoculaire (IO) au moment de leur sacrifice. Les rétines de trois souris 

par génotype ont été observées (à l’exception des WT et TauKO) par immunohistochimie et 

plusieurs coupes de rétines par souris ont été analysées. Le nombre de souris analysées en 

western blotting et utilisées pour les tests statistiques qui en découlent est indiqué dans la 

légende de la figure correspondante. Les souris de génotype Tg22 ou Tg30 ont été groupées 

pour les analyses statistiques afin d’augmenter le nombre de souris dans ce groupe, nommé ci-

après « Tg22/30 ». Seules les souris Tg22 sont illustrées dans les images de western blotting. 

Les souris TauKO ont servi de contrôle négatif pour la protéine tau. 

Remarque : Les immunomarquages sur des coupes histologiques de souris qui nécessitent 

l’utilisation d’anticorps primaires produits chez la souris et par conséquent d’anticorps 

secondaires anti-anticorps de souris pour visualiser la protéine d’intérêt peuvent mettre en 

évidence, de manière artéfactuelle, les vaisseaux sanguins (Fig. Sup. 5). En effet, leurs 

vaisseaux sanguins contiennent des immunoglobulines (anticorps) qui sont reconnues et 

marquées par les anticorps secondaires anti-souris, mettant en évidence, de manière indirecte, 

les vaisseaux sanguins. Les marquages sur les coupes analysées ont été vérifiés, si nécessaire, 

à plus fort grossissement pour exclure les faux positifs dû aux vaisseaux sanguins. Un exemple 

est illustré en figure supplémentaire 5 (Fig. Sup. 5) : des coupes histologiques de souris TauKO 

(qui n’expriment aucune protéine tau) marquées par deux anticorps qui reconnaissent le même 

épitope (pThr231) sur la protéine tau mais qui ont été produits chez la souris ou chez le lapin 

montrent ou non des vaisseaux sanguins, respectivement, sur ces coupes. 
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4.3.1. Analyses comparatives de la protéine tau et des kinases dans l’œil par 

rapport au cerveau dans les modèles murins Tg22/30, WT, hTau et TauKO 

4.3.1.1. Localisation de la protéine tau murine 

Nous avons vu précédemment, au point [4.2.2.1] et Fig. 42, l’expression et la 

localisation de la protéine tau totale et de la protéine tau humaine dans les modèles murins WT, 

hTau, Tg22 et TauKO. Afin de compléter ces analyses, nous avons vérifié la localisation et 

l’expression de la protéine tau murine dans ces différents modèles. 

La protéine tau murine est exprimée dans les couches plexiformes (interne et externe) 

de la rétine des souris WT et Tg22 et n’est pas exprimée dans la rétine des souris hTau et 

TauKO, comme attendu (Fig. 54A-D). L’expression de la protéine tau dans les couches 

plexiformes correspond à l’expression physiologique de la protéine tau dans les prolongements 

axonaux des cellules neuronales. 

L’hippocampe des souris WT (Fig. 54E) et Tg22 (Fig. 54G) semblent ne pas montrer 

l’expression de la protéine tau murine mais il s’agit d’un artéfact dû au taux d’expression 

physiologique de la protéine tau dans les axones. De plus, dans la rétine, nous avons une 

concentration des axones dans les couches plexiformes tandis que dans le cerveau, le neuropile 

est composé des enchevêtrements des prolongements cellulaires des neurones et des cellules 

gliales. 

 

Fig. 5412 : Localisation de la protéine tau murine dans la rétine de souris WT, hTau, Tg22 et 

TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris WT (A,E), hTau 

(B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps anti-tau murin (mTau5). Une coupe de cerveau 

d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en (I) et a été utilisée comme contrôle négatif. GCL : 

couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner 

Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme 

externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres 

d’échelle : A-D : 20 µm, E-H : 50 µm et I : 10 µm. 

 
12 Une mise en évidence artéfactuelle des vaisseaux sanguins peut apparaître avec l’emploi d’anticorps 

secondaires anti-anticorps de souris, se reporter à la figure supplémentaire 5 (Fig. Sup. 5). 
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4.3.1.2. Expression et localisation de la protéine tau phosphorylée 

La protéine tau phosphorylée sur les sérines 396 et 404 (anticorps PHF-1) n’a pas été 

détectée dans la rétine des souris WT, hTau, Tg22 et TauKO (Fig. 55A-D). L’analyse protéique 

par western blotting a montré un taux de phosphorylation de la protéine tau significativement 

plus élevé dans le cerveau comparé à l’œil des souris WT, hTau et Tg22/30 (Fig. 55K-N). 

Dans le CA1 de la corne d’Ammon de l’hippocampe des souris Tg22, certains corps 

cellulaires de neurones contiennent une accumulation de protéines tau phosphorylées, comme 

attendu (Fig. 55G). 

 

Fig. 55 : Localisation et expression de la protéine tau phosphorylée (pSer396/404) dans la rétine 

de souris WT, hTau, Tg22 et TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) 

des souris WT (A,E), hTau (B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps anti-tau phosphorylé 

PHF-1 (pSer396/404). Une coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en (I et 

J) et montre un neurone dont le corps cellulaire est marqué en brun par l’anticorps anti-phospho tau (I) 

et des neurites dystrophiques (J). La quantification des bandes obtenues par western blotting (N) a 

montré une expression plus élevée des protéines tau phosphorylées sur les épitopes Ser396/404 dans le 

cerveau (« brain ») comparé à l’œil (« eye ») des souris WT (K), hTau (L) et Tg22/30 (M). Les résultats 

obtenus sont exprimés en un pourcentage par rapport à un standard (Std) pris comme référence et qui 

correspond au 100 %. Le standard utilisé est un homogénat de cerveau d’une souris Tg30. Test de Mann-

Whitney (Two-Tailed), *p < 0,05 ; **p < 0,01. p = 0,0022 (WT), p = 0,0079 (hTau) et p = 0,0411 

(Tg22) ; WT (n=6), hTau (n=5) et Tg22/30 (n=6). Western blotting d’homogénats d’yeux (E/Eye) ou de 
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cerveau (B/Brain) de souris WT, hTau, Tg22 et TauKO avec l’anticorps anti-tau phosphorylé PHF-1 

(N). L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. GCL : couche des cellules ganglionnaires 

(Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche 

nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et 

ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-D : 20 µm, E-H et J : 50 

µm et I : 10 µm. 
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L’analyse de la phosphorylation de la protéine tau sur les épitopes pSer202/Thr305 à 

l’aide de l’anticorps AT8 a montré un marquage du cytoplasme des neurones de la couche des 

cellules ganglionnaires des souris Tg22 (Fig. 56C). Néanmoins le nombre de cellules positives 

observées était très faible. Les rétines des souris WT, hTau et TauKO n’ont montré aucune 

structure marquée par l’anticorps AT8 (Fig. 56A,B,D). Comme attendu, certains neurones de 

l’hippocampe des souris Tg22 ont montré un marquage positif (Fig. 56G).  

 

Fig. 56 : Localisation de la protéine tau phosphorylée (pSer202/Thr305) dans la rétine de souris 

WT, hTau, Tg22 et TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris 

WT (A,E), hTau (B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps anti-tau phosphorylé AT8 

(pSer202/Thr305). Une coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en (I et J) 

et montre un neurone dont le corps cellulaire est marqué en brun par l’anticorps anti-phospho tau (I) et 

des neurites dystrophiques (J). GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : 

couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear 

Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe 

(Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-D : 20 µm, E-H et J : 50 µm et petite image en C et I : 10 

µm. 
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L’analyse de la protéine tau phosphorylée sur l’épitope Thr231 n’a montré aucune 

structure positive dans la rétine des différentes lignées murines (Fig. 57A-D). Les neurones de 

la corne d’Ammon de l’hippocampe des souris Tg22 ont montré un cytoplasme marqué par 

l’anticorps pThr231 (Fig. 57G). 

 

Fig. 57 : Localisation de la protéine tau phosphorylée (pThr231) dans la rétine de souris WT, 

hTau, Tg22 et TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris WT 

(A,E), hTau (B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps anti-tau phosphorylé sur l’épitope 

Thr231. Une coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en (I et J) et montre un 

neurone dont le corps cellulaire est marqué en brun par l’anticorps anti-phospho tau (I) et des neurites 

dystrophiques (J). GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche 

plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), 

OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer 

Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-D : 20 µm, E-H et J : 50 µm et I : 10 µm. 
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4.3.1.3. Localisation de la protéine tau déphosphorylée dans la rétine 

Après avoir évalué la phosphorylation de la protéine tau avec les anticorps PHF-1 

(pSer396/404), AT8 (pser202/thr205) et pThr231, nous avons ensuite analysé la protéine tau 

dans sa forme non-phosphorylée grâce à l’anticorps Tau-1. 

Les couches plexiformes de la rétine des souris WT, hTau et Tg22 ont été marquées par 

l’anticorps Tau-1 (Fig. 58A-C). Au niveau de l’hippocampe, la protéine tau déphosphorylée est 

exprimée dans le neuropile des souris WT, hTau et Tg22 (Fig. 58E-G). La protéine tau 

déphosphorylée est également observée dans le cytoplasme des neurones hippocampaux dans 

les souris Tg22 (Fig. 58G). L’accumulation des protéines tau dans le compartiment somato-

dentritique est un phénomène pathologique. 

 

Fig. 58 : Localisation de la protéine tau déphosphorylée dans la rétine de souris WT, hTau, Tg22 

et TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris WT (A,E), hTau 

(B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps anti-tau déphosphorylé Tau-1. Une coupe de 

cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en (I et J) et montre un neurone dont le corps 

cellulaire est marqué en brun par l’anticorps anti-tau déphosphorylé (I) et des neurites dystrophiques 

(J). GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne 

(Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche 

plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). 

Barres d’échelle : A-D : 20 µm, E-H et J : 50 µm et I : 10 µm. 
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4.3.1.4. Localisation de la protéine tau agrégée dans la rétine 

A la suite des analyses de l’état de phosphorylation de la protéine tau, nous avons 

recherché la protéine tau sous une conformation anormale en utilisant l’anticorps MC1. Nous 

n’avons observé aucune protéine tau sous une forme conformationnelle anormale dans la rétine 

des différentes lignées murines (Fig. 59A-D). Des protéines tau mises en évidence par 

l’anticorps MC1 peuvent être observées dans le cytoplasme des neurones pyramidaux du CA1 

de l’hippocampe des souris Tg22 (Fig. 59G). 

 

Fig. 59 : Localisation de la protéine tau de conformation anormale dans la rétine de souris WT, 

hTau, Tg22 et TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris WT 

(A,E), hTau (B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps conformationnel anti-tau MC1. Une 

coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en (I et J) et montre un neurone dont 

le corps cellulaire est marqué en brun par l’anticorps conformationnel anti-tau (I) et des neurites 

dystrophiques (J). GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche 

plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), 

OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer 

Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-D : 20 µm, E-H et J : 50 µm et I : 10 µm. 
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Ensuite, nous avons investigué la présence de la protéine tau sous une forme agrégée à 

l’aide de la coloration Gallyas qui met en évidence les PHF-tau présents dans les DNF en noir. 

La protéine tau agrégée n’a pas été observée dans la rétine des différents modèles murins (Fig. 

60A-D). Quelques cellules pyramidales colorées en noir par le Gallyas sont visibles dans 

l’hippocampe des souris Tg22 (Fig. 60G). 

 

Fig. 60 : Localisation de la protéine tau agrégée dans la rétine de souris WT, hTau, Tg22 et 

TauKO. Coloration Gallyas de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris WT (A,E), hTau 

(B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H). La coloration Gallyas colore en noir les protéines tau agrégées. 

Une coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en (I et J) et montre un neurone 

dont le corps cellulaire est coloré en noir par la coloration Gallyas (I) et des neurites dystrophiques (J). 

GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne 

(Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche 

plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). 

Barres d’échelle : A-D : 20 µm, E-H et J : 50 µm et I : 10 µm. 

 

 

 

➢ La protéine tau phosphorylée sur les épitopes pSer396/404, pSer202/Thr305 ou 

pThr231 n’a pas été détectée par les anticorps PHF-1, AT8 et pThr231, 

respectivement, dans la rétine des souris WT et hTau.  

➢ Seul un très faible nombre de cellules ganglionnaires de la rétine des souris Tg22 

ont été marquées par l’anticorps AT8. 

➢ La protéine tau sous une forme conformationnelle anormale n’a pas été détectée 

par l’anticorps MC1 dans la rétine des modèles murins WT, hTau et Tg22. 

➢ La protéine tau sous une forme agrégée n’a pas été détectée par la coloration 

Gallyas dans la rétine des souris WT, hTau et Tg22. 
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4.3.1.5. Expression et localisation des kinases GSK3β et CDK5 

Etant donné que nous n’avons pas observé la protéine tau sous une forme phosphorylée 

sur les épitopes pSer396/404, pSer202/Thr305 et pThr231 dans la rétine des souris WT, hTau 

et Tg22 à l’exception de quelques cellules ganglionnaires mises en évidence par l’anticorps 

AT8 dans les souris Tg22, nous avons étudié l’expression des kinases GSK3β et CDK5 dans la 

rétine de ces différents modèles murins. Ces deux kinases sont bien connues pour jouer un rôle 

dans la phosphorylation de la protéine tau dans des conditions physiologiques et pathologiques. 

La kinase GSK3β a été observée dans les différentes couches de la rétine et plus 

particulièrement dans le cytoplasme des cellules ganglionnaires des souris WT, hTau, Tg22 et 

TauKO (Fig. 61A-D). Dans l’hippocampe de ces différentes lignées murines, la GSK3β est 

présente dans le neuropile et le compartiment somato-dendritique des neurones pyramidaux 

(Fig. 61E-H). 

L’analyse protéique par western blotting a montré que le taux de la GSK3β est 

significativement supérieur dans le cerveau par rapport à l’œil des différentes lignées murines 

(Fig. 61I-M). 

L’activité de la kinase a été évaluée en analysant la GSK3β phosphorylée sur son résidu 

Tyr216. La GSK3β est une enzyme constitutivement active et son activité augmente lorsque le 

résidu Tyr216 est phosphorylé. Les résultats obtenus par l’analyse densitométrique des bandes 

acquises par western blotting ont montré une phosphorylation de la tyrosine 216 statistiquement 

supérieure dans le cerveau par rapport à l’œil des souris WT (Fig. 61N) et TauKO (Fig. 61Q). 

Les résultats obtenus pour les souris hTau semblent montrer la même tendance (Fig. 61O). 

Afin d’évaluer l’activité de la GSK3β d’une seconde manière, nous avons évalué le taux 

de β-caténine. La GSK3β phosphoryle la β-caténine qui sera par la suite dégradée par le 

protéasome. Le taux de β-caténine est donc un reflet indirect de l’activité de la kinase.  

Le taux de β-caténine était statistiquement supérieur dans le cerveau par rapport à l’œil 

des souris TauKO (Fig. 61U) et les taux obtenus pour les souris WT, hTau et Tg22/30 (Fig. 

61R-T) semblent suivre la même tendance. 
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Fig. 61 : Localisation et expression de la kinase GSK3β dans la rétine de souris WT, hTau, Tg22 

et TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris WT (A,E), hTau 

(B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps anti-GSK3β (total). Les petites images en A-D 

montrent la présence de la GSK3β dans le soma des cellules ganglionnaires (GCL). Une coupe de 

cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est illustrée en I et montre des inclusions (en brun foncé) 

contenant une accumulation de la kinase GSK3β dans le corps cellulaire d’un neurone. La quantification 

des bandes obtenues par western blotting (V) a montré une expression plus élevée de la kinase GSK3β 

dans le cerveau (« brain »/B) comparé à l’œil (« eye »/E) des souris WT (J), hTau (K), Tg22/30 (L) et 

TauKO (M). La GSK3β phosphorylée sur la Tyr216 est présente de façon significativement plus élevée 
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dans le cerveau (« brain »/B) par rapport à l’œil (« eye »/E) des souris WT (N) et TauKO (Q) ; 

l’observation des graphiques des souris hTau (O) et Tg22/30 (P) montrent la même tendance. Le taux 

de β-caténine est significativement plus élevé dans le cerveau (« brain »/B) comparé à l’œil (« eye »/E) 

des souris TauKO (U) et les souris WT (R), hTau (S) et Tg22/30 (T) montrent la même tendance. Les 

résultats obtenus sont exprimés en un pourcentage par rapport à un standard (Std) pris comme référence 

et qui correspond au 100 %. Le standard utilisé est un homogénat de cerveau d’une souris WT. Test de 

Mann-Whitney (Two-Tailed), *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001. GSK3β : p = 0,0079 (WT), p = 

0,0079 (hTau), p = 0,0006 (Tg22) et p = 0,0286 (TauKO), GSK3β-Tyr216 : p = 0,0079 (WT), p = 0,4206 

(hTau), p = 0,9015 (Tg22) et p = 0,0286 (TauKO), β-caténine : p = 0,5476 (WT), p = 0,0556 (hTau), p 

= 0,0728 (Tg22) et p = 0,0286 (TauKO) ; WT (n=6), hTau (n=5) et Tg22 (n=6). GCL : couche des 

cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform 

Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer 

Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-D : 20 

µm, E-H : 50 µm et petites images en A-D et I : 10 µm. 
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La kinase CDK5 est détectée dans les couches plexiformes de la rétine et dans le 

neuropile au niveau de l’hippocampe des souris WT, hTau, Tg22 et TauKO (Fig. 62A-H). 

A l’instar de la GSK3β, l’analyse protéique par western blotting de la CDK5 a montré 

un taux significativement plus élevé dans le cerveau comparé à l’œil des différentes lignées 

murines (Fig. 62I-L). 

Les activateurs de la CDK5, les protéines p25 et p35 n’ont pas pu être détectées dans 

l’œil des différentes lignées de souris en western blotting (Fig. Sup. 7). 

 

Fig. 62 : Localisation et expression de la kinase CDK5 dans la rétine de souris WT, hTau, Tg22 et 

TauKO. Immunomarquage de la rétine (A-D) et de l’hippocampe (E-H) des souris WT (A,E), hTau 

(B,F), Tg22 (C,G) et TauKO (D,H) avec l’anticorps anti-CDK5. Une coupe de cerveau d’un patient 

atteint de la MA (ALZ) est illustrée en I et montre des inclusions (en brun foncé) contenant une 

accumulation de la kinase CDK5 dans le corps cellulaire d’un neurone. La quantification des bandes 

obtenues par western blotting (R) a montré une expression plus élevée de la kinase CDK5 dans le 

cerveau (« brain »/B) comparé à l’œil (« eye »/E) des souris WT (J), hTau (K), Tg22/30 (L) et TauKO 

(M). Les résultats obtenus sont exprimés en un pourcentage par rapport à un standard (Std) pris comme 

référence et qui correspond au 100 %. Le standard utilisé est un homogénat de cerveau d’une souris WT. 

Test de Mann-Whitney (Two-Tailed), *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001. p = 0,0079 (WT), p = 

0,0079 (hTau), p = 0,0006 (Tg22) et p = 0,0286 (TauKO). GCL : couche des cellules ganglionnaires 

(Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche 

nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et 
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ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-D : 20 µm, E-H : 50 µm 

et I : 10 µm. 

 

Un tableau récapitulatif des résultats obtenus par immunohistochimie ou par western 

blotting des analyses effectuées sur les souris WT, hTau, Tg22/30 et TauKO est présenté en 

Tableau 9. Un tableau récapitulatif des marquages de la protéine tau et des kinases, réalisés sur 

le cerveau des souris est présenté dans les Tableau Sup. 3, et Tableau Sup. 4 respectivement. 

 

Tableau 9 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus par immunohistochimie (IHC) et western 

blotting (WB) pour les analyses comparatives de la protéine tau et des kinases dans l’œil par 

rapport au cerveau dans les modèles murins WT, hTau, Tg22 et TauKO. Les résultats positifs en 

IHC sont mis en évidence en vert et les résultats négatifs sont notés « Neg ». GCL : couche des cellules 

ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), OPL : 

couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer). Les résultats obtenus en WB sont résumés par les 

symboles « > » et « = » lorsque l’expression de la protéine d’intérêt dans le cerveau comparé à l’oeil est 

statistiquement supérieure ou lorsqu’il n’y a pas de différence significative respectivement. B : cerveau 

(« brain » en anglais) et E : œil (« eye » en anglais). NA : non applicable. « - » : pas de données 

disponibles. 

➢ La GSK3β est présente dans les couches plexiformes et le cytoplasme des cellules 

ganglionnaires de la rétine des souris WT, hTau, Tg22 et TauKO. 

➢ La CDK5 est présente dans les couches plexiformes de la rétine des souris WT, hTau, 

Tg22 et TauKO. 

➢ Le taux d’expression de la GSK3β et de la CDK5 est significativement supérieur 

dans le cerveau par rapport à la rétine des souris WT, hTau, Tg22 et TauKO. 

En conclusion : 

 La protéine tau exprimée dans la rétine semble être peu phosphorylée et n’est pas 

rencontrée sous une forme conformationnelle anormale ou agrégée dans les souris WT, 

hTau et Tg22. 

 Les kinases GSK3β et CDK5 sont exprimées dans la rétine des souris WT, hTau, Tg22 

et TauKO mais à un taux plus faible comparé au cerveau. 
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4.3.2. Analyses comparatives de la protéine tau et des kinases dans l’œil par 

rapport au cerveau dans les modèles murins 5xFAD et 5xFAD Tg30 

Puisque les analyses de la protéine tau dans les modèles murins « tau », à savoir les 

souris hTau et Tg22/30 n’ont pas montré la protéine tau sous une forme anormale dans la rétine, 

nous avons ensuite étudié la protéine tau en présence de peptides amyloïdes, car plusieurs 

études ont démontré que les dépôts amyloïdes aggravent la pathologie tau (Héraud et al., 2014, 

Vergara et al., 2019).  

Pour ce faire, nous avons analysé la protéine tau dans les modèles murins 5xFAD et 

5xFAD Tg30 qui développent des plaques amyloïdes dans le cerveau. Les souris 5xFAD Tg30 

développent, en concomitance des plaques amyloïdes, une pathologie tau. 

4.3.2.1. Localisation des plaques amyloïdes dans la rétine 

Nous avons tout d’abord évalué la présence de dépôts amyloïdes dans la rétine des souris 

5xFAD et 5xFAD Tg30 en utilisant les anticorps anti-Aβ40 ou anti-Aβ42 (Fig. 63). 

Alors que des dépôts amyloïdes sont bien mis en évidence par les deux anticorps précités 

dans le cerveau des souris 5xFAD (Fig. 63F et N) et 5xFAD Tg30 (Fig. 63H et P), nous n’avons 

pas observé de dépôts amyloïdes dans la rétine de ces souris (Fig. 63B,D,J,L).  

Les souris WT (Fig. 63A,E,I,M) et Tg30 (Fig. 63C,G,K,O) ont été utilisées comme 

contrôles négatifs pour la protéine amyloïde. 

Nous avons vérifié l’expression de la protéine APP dans la rétine des souris 5xFAD et 

5xFAD Tg30 par immunohistochimie et par western blotting. La protéine APP humaine a été 

détectée dans le cerveau des modèles murins 5xFAD et 5xFAD Tg30 mais n’a pas pu être 

détectée dans la rétine de ces mêmes souris (Fig. Sup. 6I). Il semblerait que cela soit dû à la 

faible expression de la protéine APP humaine dans la rétine qui n’a pas permis d’atteindre le 

seuil de détection du western blotting. En effet, des protéines APP humaines ont été détectées 

par immunohistochimie dans le corps cellulaire de quelques cellules ganglionnaires de la rétine 

des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30 (Fig. Sup. 6A et B).  
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Fig. 63 : Localisation des plaques amyloïdes Aβ40 ou Aβ42 dans la rétine de souris WT, 5xFAD, 

Tg30 et 5xFAD Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-D,I-L) et du cortex (E-H,M-P) des souris WT 

(A,E,I,M), 5xFAD (B,F,J,N), Tg30 (C,G,K,O) et 5xFAD Tg30 (D,H,L,P) avec l’anticorps anti-Aβ40 

(A-H,Q) ou avec l’anticorps anti-Aβ42 (I-P,R) qui met en évidence les dépôts de peptides amyloïdes 

β40 ou les dépôts de peptides amyloïdes β42 respectivement. Des plaques amyloïdes sont observées 

dans le cortex des souris 5xFAD (F,N) et 5xFAD Tg30 (H,P) mais pas dans la rétine (B,D,J,L). La 

rétine (A,C,I,K) et le cortex (E,G,M,O) des souris WT (A,E,I,M) et Tg30 (C,G,K,O) ne montrent pas 

de plaques amyloïdes, comme attendu. Une coupe de cerveau d’un patient atteint de la MA (ALZ) est 

illustrée en Q et R et montre des plaques amyloïdes (en brun) marquées par les anticorps anti-Aβ40 (Q) 

ou anti-Aβ42 (R). GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche 

plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), 

OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer 

Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-D,I-L : 20 µm et E-H,M-R : 50 µm. 
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Les dépôts amyloïdes peuvent également être mis en évidence par la coloration au 

Rouge Congo. Cette coloration est couramment utilisée en histologie et a la particularité de 

mettre en évidence les dépôts amyloïdes en rose en lumière visible et en vert-jaune en lumière 

polarisée (Fig. 64). Des neurites dystrophiques, mis en évidence ici par les anticorps AT8 (Fig. 

64B-C,F-G) et MC1 (Fig. 64D,H) sont visibles autour des plaques amyloïdes dans le cerveau. 

L’accumulation de protéines tau anormalement phosphorylés ou dans une conformation 

anormale est considérable dans les souris 5xFAD Tg30 (Fig. 64C-D,G-H), par rapport aux 

souris 5xFAD (Fig. 64B,F), car les souris 5xFAD Tg30 expriment la protéine amyloïde mutée 

en présence de la protéine tau humaine mutée. Ces neurites dystrophiques qui présentent une 

immunoréactivité pour la protéine tau phosphorylée n’ont pas été observés dans les rétines. 

 

Fig. 64 : Illustration des plaques amyloïdes à l’aide de la coloration au Rouge Congo et des neurites 

dystrophiques en utilisant les anticorps anti-tau AT8 et MC1 dans le cerveau de souris 5xFAD et 

5xFAD Tg30. Coloration au Rouge Congo de coupes de cerveau de souris 5xFAD (A-B,E-F) ou 5xFAD 

Tg30 (C-D,G-H) et immunomarquage avec l’anticorps anti-tau phosphorylé AT8 (pSer202/Thr305) (B-

C,F-G) ou avec l’anticorps conformationnel MC1 (D,H). La coloration au rouge Congo met en évidence 

les plaques amyloïdes (têtes de flèches) en rose en lumière visible (A-D) et en vert-jaune (E-H) en 

lumière polarisée (E-H). L’accumulation de protéines tau (flèches), mise en évidence par l’anticorps 

anti-tau phosphorylé AT8, est visible dans les neurites dystrophiques qui se situent autour des plaques 

amyloïdes (têtes de flèches) dans les souris 5xFAD (B,F) et 5xFAD Tg30 (CG). Certaines protéines tau 

(flèches) qui s’accumulent dans les neurites dystrophiques autour des plaques amyloïdes (têtes de 

flèches) sont dans une conformation anormale, illustration dans une souris 5xFAD Tg30 (D,H). Barre 

d’échelle : 20 µm. 

 

 

 

 

 

➢ Aucun dépôt amyloïde n’a été détecté dans la rétine des souris 5xFAD et 

5xFAD Tg30. 
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4.3.2.2. Expression et localisation de la protéine tau 

La protéine tau est exprimée dans les couches plexiformes de la rétine des souris 5xFAD 

(Fig. 65A) et 5xFAD Tg30 (Fig. 65B) et dans la couche des cellules ganglionnaires de la rétine 

des souris 5XFAD Tg30 (Fig. 65B). 

L’analyse protéique par western blotting a montré un taux d’expression plus élevé de la 

protéine tau dans le cerveau par rapport à l’œil des souris 5xFAD (Fig. 65E) et 5xFAD Tg30 

(Fig. 65F). 

La protéine tau humaine mutée est observée dans le cytoplasme des cellules 

ganglionnaires de la rétine des souris 5xFAD Tg30 (Fig. 65H). 

Le taux d’expression, analysé par western blotting a montré une expression supérieure 

de la protéine tau humaine dans le cerveau comparé à l’œil des souris 5xFAD Tg30 (Fig. 65K). 

Des neurones pyramidaux de la corne d’Ammon de l’hippocampe sont mis en évidence 

par les anticorps anti-tau total et humain dans les souris 5xFAD Tg30 (Fig. 65D et J), comme 

attendu. 
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Fig. 65 : Localisation et expression des protéines tau dans la rétine de souris 5xFAD et 5xFAD 

Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-B et G-H) et de l’hippocampe (C-D et I-J) de souris 5xFAD 

(A,C,G,I) et 5xFAD Tg30 (B,D,H,J) avec l’anticorps anti-tau total (A-D) ou avec l’anticorps anti-tau 

humain (G-J). La quantification de l’expression des protéines tau totales (E-F) ou des protéines tau 

humaines (K) dans les homogénats d’yeux (« eye ») et de cerveaux (« brain ») des souris 5xFAD et 
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5xFAD Tg30 a montré un taux d’expression significativement plus élevé dans les cerveaux par rapport 

aux yeux des deux modèles murins. Les résultats obtenus sont exprimés en un pourcentage par rapport 

à un standard (Std) pris comme référence et qui correspond au 100 %. Le standard utilisé est un 

homogénat de cerveau d’une souris Tg30. Test de Mann-Whitney (Two-Tailed), **p < 0,01. Total tau : 

p = 0,0079 (5xFAD) et p = 0,0079 (5xFAD Tg30) ; tau humain : p = 0,0079 (5xFAD Tg30) ; 5xFAD 

(n=5) et 5xFAD Tg30 (n=5). Western blotting d’homogénats d’yeux (eye/E) ou de cerveau (brain/B) de 

souris 5xFAD et 5xFAD Tg30 avec l’anticorps anti-tau total ou avec l’anticorps anti-tau humain (L). 

L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. Une souris Tg30 a servi de contrôle positif pour la 

protéine tau et une souris TauKO a fait office de contrôle négatif pour la protéine tau. GCL : couche 

des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform 

Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer 

Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A,B,G 

et H : 20 µm, petites images en B et H : 10 µm, C,D,I et J : 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats 

 142 

4.3.2.3. Expression et localisation de la protéine tau phosphorylée 

La protéine tau phosphorylée sur les épitopes Ser396/404 reconnus par l’anticorps anti-

tau phosphorylé PHF-1 était présente dans le cytoplasme de quelques neurones de la couche 

des cellules ganglionnaires de la rétine des souris 5xFAD Tg30 (Fig. 66B).  

La quantification des bandes protéiques obtenues par western blotting en utilisant 

l’anticorps PHF-1 a montré une phosphorylation plus importante de la protéine tau sur les 

épitopes Ser396/404 dans le cerveau par rapport à l’œil des souris 5xFAD (Fig. 66E) et 5xFAD 

Tg30 (Fig. 66F). 

 

Fig. 66 : Localisation et expression de la protéine tau phosphorylée (pSer396/404) dans la rétine 

de souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-B) et de l’hippocampe (C-D) des 

souris 5xFAD (A,C) et 5xFAD Tg30 (B,D) avec l’anticorps anti-tau phosphorylé PHF-1 

(pSer396/404). La quantification des bandes obtenues par western blotting (G) a montré une expression 

plus élevée des protéines tau phosphorylées sur les épitopes Ser396/404 dans le cerveau (« brain ») 

comparé à l’œil (« eye ») des souris 5xFAD (E) et 5xFAD Tg30 (F). Les résultats obtenus sont exprimés 

en un pourcentage par rapport à un standard (Std) pris comme référence et qui correspond au 100 %. Le 

standard utilisé est un homogénat de cerveau d’une souris Tg30. Test de Mann-Whitney (Two-Tailed), 

**p < 0,01. p = 0,0079 (5xFAD) et p = 0,0079 (5xFAD Tg30) ; 5xFAD (n=5) et 5xFAD Tg30 (n=5). 

Western blotting d’homogénats d’yeux (E/Eye) ou de cerveau (B/Brain) de souris 5xFAD et 5xFAD 

Tg30 avec l’anticorps anti-tau phosphorylé PHF-1 (G). L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. 

Une souris Tg30 a servi de contrôle positif pour la protéine tau et une souris TauKO a fait office de 

contrôle négatif pour la protéine tau. GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), 

IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear 

Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe 

(Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-B : 20 µm, petite image en B : 10 µm et C-D : 50 µm. 
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La phosphorylation de la protéine tau sur les épitopes Ser202/Thr305, reconnus par 

l’anticorps AT8, n’a montré aucune structure ou cellule positive dans la rétine des souris 

5xFAD (Fig. 67A) et 5xFAD Tg30 (Fig. 67B).  

De plus, une contre-coloration au Rouge Congo n’a pas montré de plaques amyloïdes 

dans la rétine des deux lignées murines (Fig. 67A-B). 

Dans l’hippocampe des souris 5xFAD (Fig. 67C) et 5xFAD Tg30 (Fig. 67D), des 

plaques amyloïdes sont visibles en rose. Autour des plaques amyloïdes, une accumulation de 

protéines tau dans des neurites dystrophiques a été mise en évidence en brun avec l’anticorps 

anti-tau phosphorylé AT8 dans les souris 5xFAD (Fig. 67C) et 5xFAD Tg30 (Fig. 67D). 

L’abondance des lésions dues à la pathologie tau dans les souris 5xFAD Tg30 par rapport aux 

souris 5xFAD est attribuable à l’expression du transgène qui code pour la protéine tau humaine 

mutée dans les souris 5xFAD Tg30 et dont les souris 5xFAD sont dépourvues. 

 

Fig. 67 : Localisation et expression de la protéine tau phosphorylée (pSer202/Thr305) dans la 

rétine de souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-B) et de l’hippocampe (C-

D) des souris 5xFAD (A,C) et 5xFAD Tg30 (B,D) avec l’anticorps anti-tau phosphorylé AT8 

(pSer202/Thr305) et contre-coloration au Rouge Congo. Des protéines tau marquées par l’anticorps 

AT8 (flèches) sont observées autour des plaques amyloïdes mises en évidence en rose par la coloration 

(tête de flèche) dans l’hippocampe des souris 5xFAD (C) et 5xFAD Tg30 (D) mais pas dans la rétine 

(A-B). GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme 

interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche 

plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). 

Barres d’échelle : A-B : 20 µm et C-D : 50 µm. 
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La protéine tau phosphorylée sur l’épitope Thr231 n’a pas été mise en évidence dans la 

rétine des souris 5xFAD (Fig. 68A) et 5xFAD Tg30 (Fig. 68B).  

Les neurones de la corne d’Ammon de l’hippocampe des souris 5xFAD Tg30 montrent 

une accumulation de la protéine tau phosphorylée à l’intérieur de leur cytoplasme (Fig. 68D). 

 

Fig. 68 : Localisation et expression de la protéine tau phosphorylée pThr231 dans la rétine de 

souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-B) et de l’hippocampe (C-D) des 

souris 5xFAD (A,C) et 5xFAD Tg30 (B,D) avec l’anticorps anti-tau phosphorylé pThr231. GCL : 

couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner 

Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme 

externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres 

d’échelle : A-B : 20 µm et C-D : 50 µm. 
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4.3.2.4. Localisation de la protéine tau déphosphorylée dans la rétine 

A la suite des analyses de la phosphorylation de la protéine tau, nous avons étudié la 

protéine tau sous sa forme déphosphorylée à l’aide de l’anticorps Tau-1 (Fig. 69). 

La protéine tau déphosphorylée se localise dans les couches plexiformes de la rétine des 

souris 5xFAD (Fig. 69A) et 5xFAD Tg30 (Fig. 69B). Les neurones pyramidaux de 

l’hippocampe montrent une accumulation de la protéine tau déphosphorylée à l’intérieur de leur 

cytoplasme (Fig. 69D) tandis qu’elle est exprimée dans le neuropile des souris 5xFAD (Fig. 

69C). 

 

Fig. 69 : Localisation et expression de la protéine tau déphosphorylée dans la rétine de souris 

5xFAD et 5xFAD Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-B) et de l’hippocampe (C-D) des souris 

5xFAD (A,C) et 5xFAD Tg30 (B,D) avec l’anticorps anti-tau déphosphorylé Tau-1. GCL : couche des 

cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform 

Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer 

Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-B : 20 

µm et C-D : 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats 

 146 

4.3.2.5. Localisation de la protéine tau agrégée dans la rétine 

Ensuite, nous avons recherché la protéine tau sous une conformation anormale à l’aide 

de l’anticorps conformationnel anti-tau MC1 dans la rétine. Nous n’avons pas observé de 

marquage dans la rétine des cellules 5xFAD (Fig. 70A) et 5xFAD Tg30 (Fig. 70B). 

Contrairement à la rétine, les neurones de la corne d’Ammon de l’hippocampe des souris 

5xFAD Tg30 contiennent des protéines tau de conformation anormale (Fig. 70D).  

 

Fig. 70 : Localisation et expression de la protéine tau de conformation anormale dans la rétine de 

souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-B) et de l’hippocampe (C-D) des 

souris 5xFAD (A,C) et 5xFAD Tg30 (B,D) avec l’anticorps anti-tau conformationnel MC1. GCL : 

couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner 

Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme 

externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres 

d’échelle : A-B : 20 µm et C-D : 50 µm. 
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Nous avons également exploré la présence de la protéine tau sous une forme agrégée en 

utilisant la coloration Gallyas. Nous n’avons observé aucune structure ou cellule colorée au 

Gallyas dans la rétine des souris 5xFAD (Fig. 71A) et 5XFAD Tg30 (Fig. 71B). A l’opposé de 

la rétine, les neurones hippocampaux des souris 5xFAD Tg30 contiennent des protéines tau 

agrégées, mises en évidence en noir sur les coupes histologiques (Fig. 71D).  

 

Fig. 71 : Localisation de la protéine tau agrégée dans la rétine de souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. 

Coloration Gallyas de la rétine (A-B) et de l’hippocampe (C-D) des souris 5xFAD (A,C) et 5xFAD 

Tg30 (B,D). La coloration Gallyas colore en noir les protéines tau agrégées. GCL : couche des cellules 

ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : 

couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform 

Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-B : 20 µm et C-

D : 50 µm. 

 

 

➢ La protéine tau est exprimée dans la rétine des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30 mais à 

un taux plus faible comparé au cerveau. 

➢ La protéine tau humaine est exprimée dans la rétine des souris 5xFAD Tg30 mais à 

un taux plus faible comparé au cerveau. 

➢ La protéine tau phosphorylée sur les épitopes pSer396/404, pSer202/Thr305 ou 

pThr231 n’a pas été détectée par les anticorps PHF-1, AT8 et pThr231, 

respectivement, dans la rétine des souris 5xFAD.  

➢ Seul un très faible nombre de cellules ganglionnaires de la rétine des souris 5xFAD 

Tg30 ont été marquées par l’anticorps PHF-1. 

➢ La protéine tau sous une forme conformationnelle anormale n’a pas été détectée par 

l’anticorps MC1 dans la rétine des modèles murins 5xFAD et 5xFAD Tg30. 

➢ La protéine tau sous une forme agrégée n’a pas été détectée par la coloration Gallyas 

dans la rétine des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. 
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4.3.2.6. Expression et localisation de la kinase GSK3β 

Après l’analyse de la protéine tau, nous avons investigué l’expression des kinases 

GSK3β et CDK5 dans l’œil des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30.  

Tout d’abord nous avons analysé la kinase GSK3β. Cette dernière est exprimée dans les 

couches plexiformes et dans le compartiment somato-dendritique des cellules ganglionnaires 

de la rétine des souris 5xFAD (Fig. 72A) et 5xFAD Tg30 (Fig. 72B). 

Dans l’hippocampe des souris 5xFAD (Fig. 72C) et 5xFAD Tg30 (Fig. 72D), nous 

avons observé une expression de la GSK3β dans le neuropile. 

Le taux d’expression de la GSK3β, analysé par western blotting, a montré qu’il était 

supérieur dans le cerveau comparé à l’œil des souris 5xFAD (Fig. 72E) et 5xFAD Tg30 (Fig. 

72F). 

L’activité de la kinase, analysée par le taux de phosphorylation de la GSK3β sur son 

résidu Tyr216 n’a pas mis en évidence de différence entre le cerveau et l’œil des souris 5xFAD 

(Fig. 72G) et 5xFAD Tg30 (Fig. 72H).    

L’activité de la kinase a également été évaluée, de manière indirecte, en analysant le 

taux de β-caténine. Celui-ci est similaire dans l’œil et le cerveau des souris 5xFAD (Fig. 72I) 

tandis qu’il est plus élevé dans l’œil par rapport au cerveau des souris 5xFAD Tg30 (Fig. 72J). 
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Fig. 72 : Localisation et expression de la kinase GSK3β dans la rétine de souris 5xFAD et 5xFAD 

Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-B) et de l’hippocampe (C-D) des souris 5xFAD (A,C) et 

5xFAD Tg30 (B,D) avec l’anticorps anti-GSK3β (total). Les petites images en A et B montrent la 

présence de la GSK3β dans le soma des cellules ganglionnaires (GCL). La quantification des bandes 

obtenues par western blotting (K) a montré une expression plus élevée de la kinase GSK3β dans le 

cerveau (« brain »/B) comparé à l’œil (« eye »/E) des souris 5xFAD (E) et 5xFAD Tg30 (F). La GSK3β 

phosphorylée sur la Tyr216 est présente de façon équivalente dans le cerveau (« brain »/B) par rapport 

à l’œil (« eye »/E) des souris 5xFAD (G) et 5xFAD Tg30 (H). Le taux de β-caténine est similaire dans 

le cerveau par rapport à l’œil des souris (I) 5xFAD et est significativement plus élevé dans l’œil par 

rapport au cerveau des souris 5xFAD Tg30 (J). Western blotting d’homogénats d’yeux (E/Eye) ou de 

cerveau (B/Brain) de souris 5xFAD, 5xFAD Tg30 et WT avec l’anticorps anti-GSK3β, anti-pTyr216-

GSK3β ou anti-β-caténine (J). L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. Les bandes obtenues 

dans les souris WT sont illustrées à titre de comparaison. Les résultats obtenus sont exprimés en un 

pourcentage par rapport à un standard (Std) pris comme référence et qui correspond au 100 %. Le 

standard utilisé est un homogénat de cerveau d’une souris WT. Test de Mann-Whitney (Two-Tailed), 

*p < 0,05 ; **p < 0,01. GSK3β : p = 0,0079 (5xFAD) et p = 0,0079 (5xFAD Tg30), GSK3β-Tyr216 : p 

= 0,5476 (5xFAD) et p = 0,1508 (5xFAD Tg30), β-caténine : p = 0,0952 (5xFAD) et p = 0,0159 (5xFAD 

Tg30) ; 5xFAD (n=5) et 5xFAD Tg30 (n=5). GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell 

Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner 

Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire 

externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-B : 20 µm, petites images en A et B : 10 µm H et 

C-D : 50 µm. 
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4.3.2.7. Expression de la kinase CDK5  

Nous avons ensuite analysé la kinase CDK5. La quantification des bandes obtenues en 

western blotting a montré que le taux d’expression de la kinase est significativement plus élevé 

dans le cerveau par rapport à l’œil des souris 5xFAD (Fig. 73A) et 5xFAD Tg30 (Fig. 73B). 

Les activateurs de la CDK5, les protéines p25 et p35 n’ont pas pu être détectées dans 

l’œil des différentes lignées de souris en western blotting (Fig. Sup. 7). 

 

 

Fig. 73 : Expression de la kinase CDK5 dans la rétine de souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. La 

quantification des bandes obtenues par western blotting (C) a montré une expression plus élevée de la 

kinase CDK5 dans le cerveau (« brain »/B) comparé à l’œil (« eye »/E) des souris 5xFAD (A) et 5xFAD 

Tg30 (B). Les résultats obtenus sont exprimés en un pourcentage par rapport à un standard (Std) pris 

comme référence et qui correspond au 100 %. Le standard utilisé est un homogénat de cerveau d’une 

souris WT. Test de Mann-Whitney (Two-Tailed), **p < 0,01. p = 0,0079 (5xFAD) et p = 0,0079 (5xFAD 

Tg30) ; 5xFAD (n=5) et 5xFAD Tg30 (n=5). Western blotting d’homogénats d’yeux (E/Eye) ou de 

cerveau (B/Brain) de souris 5xFAD, 5xFAD Tg30 et WT avec l’anticorps anti-CDK5 (C). L’actine a 

été utilisée comme contrôle de charge. Les bandes obtenues dans les souris WT sont illustrées à titre de 

comparaison. 

 

 

 

 

➢ La GSK3β est présente dans les couches plexiformes et le cytoplasme des cellules 

ganglionnaires de la rétine des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. 

➢ Le taux d’expression de la GSK3β et de la CDK5 est significativement supérieur 

dans le cerveau par rapport à la rétine des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. 
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Un tableau récapitulatif des résultats obtenus par immunohistochimie ou par western 

blotting des analyses effectuées sur les souris 5xFAD et 5xFAD Tg30 est présenté en Tableau 

10. Des tableaux récapitulatifs des marquages de la protéine tau, des kinases et de la protéine 

amyloïde, réalisés sur le cerveau des souris sont présentés dans les Tableau Sup. 3, Tableau 

Sup. 4 et Tableau Sup. 5 respectivement. 

 

Tableau 10 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus par immunohistochimie (IHC) et western 

blotting (WB) pour les analyses comparatives de la protéine tau et des kinases dans l’œil par 

rapport au cerveau dans les modèles murins 5xFAD et 5xFAD Tg30. Les résultats positifs en IHC 

sont mis en évidence en vert et les résultats négatifs sont notés « Neg ». GCL : couche des cellules 

ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), OPL : 

couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer). Les résultats obtenus en WB sont résumés par les 

symboles « > » et « = » lorsque l’expression de la protéine d’intérêt dans le cerveau comparé à l’oeil est 

statistiquement supérieure ou lorsqu’il n’y a pas de différence significative respectivement. B : cerveau 

(« brain » en anglais) et E : œil (« eye » en anglais). NA : non applicable. « - » : pas de données 

disponibles

En conclusion : 

 Aucun dépôt amyloïde n’a été observé dans la rétine des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30. 

 La protéine tau exprimée dans la rétine semble être peu phosphorylée et n’est pas 

rencontrée sous une forme conformationnelle anormale ou agrégée dans les souris 

5xFAD et 5xFADTg30. 

 Les kinases GSK3β et CDK5 sont exprimées dans la rétine des souris 5xFAD et 5xFAD 

Tg30 mais à un taux plus faible comparé au cerveau. 
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5. Discussion 

La maladie d’Alzheimer est la cause la plus fréquente de démence et représente un défi 

pour les soins de santé dans nos sociétés vieillissantes. Dans cette maladie, des lésions 

intraneuronales, appelées dégénérescences fibrillaires, sont caractérisées par une accumulation, 

une conformation (repliement) et une agrégation anormale de protéines tau qui conduisent à un 

dysfonctionnement des neurones aboutissant à des troubles cognitifs.  

De plus en plus d’études semblent démontrer que la protéine tau partage des propriétés 

de nucléation et de propagation avec la protéine prion. Ces propriétés de type prion ont été 

dénommées « prion-like ». Bien que, à l’inverse des protéines prions qui sont transmissibles 

entre individus et parfois entre différentes espèces, aucune preuve ne montre que la protéine tau 

soit infectieuse. Néanmoins, cette possibilité ne doit pas être ignorée et requiert des 

expérimentations supplémentaires pour écarter ou non cette possibilité. 

L’injection intrapéritonéale d’homogénats de cerveaux de souris transgéniques qui 

surexpriment une protéine tau humaine mutée (P301S) dans des souris de même génotype âgées 

de trois mois et analysées neuf mois plus tard a montré une augmentation des cellules positives 

au Gallyas dans le tronc cérébral et le néocortex (Clavaguera et al., 2014). Mis à part cette 

étude, peu d’informations sont disponibles sur les voies de transmission extracérébrales 

possibles pour la pathologie tau. 

Afin d’évaluer le caractère infectieux de la protéine tau, nous avons procédé à des injections 

périphériques de protéines PHF-tau, isolées du cerveau d’un patient décédé de la maladie 

d’Alzheimer dans des souris sauvages et transgéniques afin d’estimer les risques liés aux 

transfusions sanguines et aux chirurgies oculaires.  
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5.1. L’injection intravasculaire de protéines PHF-tau accroît la neuroinflammation et 

les pathologies amyloïde et tau dans des souris transgéniques 5xFAD 

L’injection intravasculaire de protéines PHF-tau isolées d’un cerveau d’un patient 

décédé de la MA a induit une neuroinflammation à long-terme, mise en évidence par une 

augmentation de la microgliose et de l’astrogliose, et a provoqué une augmentation de la 

pathologie amyloïde associée à une amplification de la pathologie tau dans le cerveau des souris 

5xFAD.  

Précédemment, des études sur les effets d’une immunisation active sur la pathologie tau 

à l’aide d’injections périphériques répétées et d’adjuvants, en sous-cutané, de différents 

peptides tau (Rozenstein-Tsalkovich et al., 2013, Boimel et al., 2010) ou de PHF-tau isolés de 

cerveaux Alzheimer (Ando et al., 2014) et de protéines tau recombinantes en IP (Rosenmann 

et al., 2006) dans des souris WT (Rosenmann et al., 2006, Rozenstein-Tsalkovich et al., 2013) 

ou transgéniques (qui développent une pathologie tau) (Boimel et al., 2010, Rozenstein-

Tsalkovich et al., 2013, Ando et al., 2014) ont montré la présence (Rosenmann et al., 2006, 

Rozenstein-Tsalkovich et al., 2013) ou une absence de neuroinflammation (Boimel et al., 2010, 

Ando et al., 2014) à la suite des injections. La production d’anticorps dirigés contre les protéines 

tau injectées a été observée par l’ensemble de ces études (Rosenmann et al., 2006, Boimel et 

al., 2010, Rozenstein-Tsalkovich et al., 2013, Ando et al., 2014). La pathologie tau était 

diminuée après la vaccination dans les souris transgéniques (Boimel et al., 2010, Ando et al., 

2014). Dans notre étude, nous avons observé, après une injection intravasculaire unique de 

PHF-tau en l’absence d’adjuvants, une augmentation de la neuroinflammation dans le gyrus 

denté des souris transgéniques 5xFAD sans la production d’anticorps anti-tau, ce qui suggère 

que la microgliose et l’astrogliose observées ne résultent pas d’une réponse humorale. La 

neuroinflammation produite par l’injection de lipopolysaccharides (LPS) dans le cerveau est 

exacerbée dans les souris transgéniques pour l’APP comparée aux souris WT (Herber et al., 

2004). Les marqueurs d’activation gliale, étudiés sur une période de 28 jours, diminuent ensuite 

progressivement (Herber et al., 2004). Nous avons, dans notre étude, observé une 

neuroinflammation six mois après l’injection intravasculaire de PHF-tau, ce qui suggère que 

l’augmentation des réponses gliales n’est pas due à une réponse inflammatoire non-spécifique 

et transitoire. De plus, l’augmentation des cellules microgliales et des astrocytes a été observée 

uniquement dans les souris 5xFAD injectées avec les PHF-tau et non dans les souris 5xFAD 

injectées avec une fraction contrôle, indiquant que la neuroinflammation est provoquée par les 

PHF-tau. Aussi, la neuroinflammation n’a pas été observée dans les souris WT injectées avec 

des PHF-tau, nous supposons, dès lors, que la perméabilité augmentée de la barrière hémato-

encéphalique dans les souris 5xFAD, comme nous l’avons confirmé en détectant des 

immunoglobulines extravasées dans le tissu cérébral, facilite l’entrée des protéines PHF-tau 

injectées en IV dans le cerveau de ces souris 5xFAD. 

Nous avons également observé que l’injection intravasculaire de PHF-tau augmentait 

les dépôts amyloïdes dans les souris 5xFAD. Le rôle de l’inflammation cérébrale dans la 

formation des plaques amyloïdes n’est pas encore complétement élucidé étant donné que des 

modèles murins sauvages ou transgéniques développant une pathologie amyloïde, dont la 

réponse inflammatoire innée est provoquée par l’injection de LPS montre une augmentation 

(Lee et al., 2008) ou une réduction des plaques amyloïdes (DiCarlo et al., 2001) ou ne montre 

qu’un effet transitoire sur les dépôts amyloïdes (Herber et al., 2004). Néanmoins, il semblerait 

que l’injection périphérique de LPS (Lee et al., 2008), par rapport à l’injection intracérébrale 
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(DiCarlo et al., 2001, Herber et al., 2004), provoque une inflammation systémique qui donne 

lieu à la formation des plaques amyloïdes. La neuroinflammation importante observée dans le 

gyrus denté des souris 5xFAD injectées avec des PHF-tau pourrait être responsable de 

l’augmentation des plaques amyloïdes. En effet, les cellules microgliales joueraient un rôle dans 

le développement des plaques amyloïdes. Les cellules microgliales sont localisées autour des 

plaques amyloïdes (Wegiel and Wisniewski, 1990, Baik et al., 2016) et en phagocytant les fibres 

amyloïdes seraient responsables de la formation initiale des plaques (Spangenberg et al., 2019) 

et de leur développement (Baik et al., 2016). A contrario, (Wegiel and Wisniewski, 1990) 

suggèrent que les cellules microgliales ne phagocytent pas les fibres amyloïdes mais sont 

responsables de leur production. De plus, la déplétion des cellules microgliales à l’aide d’un 

inhibiteur (Spangenberg et al., 2019) ou l’utilisation d’un anti-inflammatoire qui diminue la 

proportion de cellules microgliales activées et d’astrocytes réactifs (Aytan et al., 2016) dans les 

souris 5xFAD montre une diminution des plaques amyloïdes, ce qui indique que les cellules 

gliales peuvent affecter la formation de la pathologie amyloïde. Néanmoins, nous ne pouvons 

pas exclure la possibilité que l’augmentation des plaques amyloïdes soit initialement 

responsable de l’augmentation de l’astrogliose et de la microgliose que nous avons observées 

dans les souris 5xFAD injectées avec les PHF-tau et localisées autour des dépôts amyloïdes. 

Une précédente étude a montré que des protéines tau humaines sécrétées qui ont été 

ajoutées dans le milieu de culture de neurones corticaux entraîne une production accrue de 

peptides Aβ (Bright et al., 2015). Ces résultats soutiennent nos observations in vivo et sont en 

faveur de notre hypothèse qui postule que les PHF-tau injectés en intravasculaire, qui sont 

entrés dans le cerveau par la BHE altérée des 5xFAD, peuvent être responsables de la pathologie 

amyloïde exacerbée qui a été observée dans ces souris. 

Nous avons observé une augmentation des protéines tau anormalement phosphorylées 

et de conformation anormale dans les neurites dystrophiques qui entourent les plaques 

amyloïdes dans les souris 5xFAD injectées avec les PHF-tau par rapport aux souris 5xFAD 

injectées avec une fraction contrôle. Par conséquent, cela suggère que l’accroissement de la 

pathologie amyloïde observée dans les souris 5xFAD injectées avec les PHF-tau a conduit à la 

hausse de la phosphorylation de la protéine tau dans ces neurites dystrophiques entourant les 

dépôts amyloïdes. De fait, plusieurs études ont montré que les protéines amyloïdes intensifient 

la pathologie tau. Des lignées de souris qui co-expriment une protéine tau humaine mutée et 

une protéine APP humaine mutée (Lewis et al., 2001, Bolmont et al., 2007, Terwel et al., 2008), 

en parallèle (Oddo et al., 2003, Héraud et al., 2014) ou non d’une protéine PS1 humaine mutée 

montrent une exacerbation de la pathologie tau. L’injection intracérébrale de peptides 

amyloïdes synthétiques (Götz et al., 2001) ou issus d’homogénats de cerveaux de souris APP 

(Bolmont et al., 2007) dans des souris exprimant une protéine tau humaine mutée provoquent 

une pathologie tau importante. Néanmoins, par rapport à notre étude, des mécanismes différents 

d’interactions entre les protéines tau et amyloïde doivent être impliqués dans ces modèles car 

dans ceux-ci, la pathologie tau se développe de manière spontanée à la suite de l’expression du 

transgène qui code pour une protéine tau humaine mutée. Par conséquent, la pathologie tau est 

aggravée mais pas induite par les protéines β-amyloïdes dans ces modèles expérimentaux. Dans 

notre étude, l’amplification de la pathologie tau observée dans les neurites dystrophiques 

pourrait avoir été provoquée par l’importante neuroinflammation, comme suggéré par d’autres 

équipes (Asai et al., 2015, Maphis et al., 2015). Ainsi, la déplétion de la microglie diminue 

drastiquement la propagation de la pathologie tau dans des modèles murins (Asai et al., 2015) 
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et à l’inverse, l’absence de la protéine tau protège contre l’inflammation responsable d’une 

neurotoxicité (Maphis et al., 2015). 

Les protéines PHF-tau injectées dans l’hippocampe (He et al., 2018) ou le cortex 

somatosensoriel (Vergara et al., 2019) de souris 5xFAD provoquent l’accumulation de 

protéines tau hyperphosphorylées (AT8 positives) mais non agrégées (Gallyas négatives) dans 

les neurites dystrophiques qui entourent les plaques amyloïdes et une propagation de la 

pathologie tau. Ces mêmes observations ont été obtenues dans notre étude avec l’injection 

intravasculaire de PHF-tau dans des souris 5xFAD. Néanmoins, nous n’avons pas constaté la 

présence d’inclusions de protéines tau dans les neurones des souris injectées en intravasculaire 

avec des PHF-tau, à l’inverse des observations obtenues après l’injection intracérébrale de PHF-

tau (He et al., 2018). Nous ne pouvons cependant pas écarter que la formation d’inclusions de 

protéines tau à l’intérieur des neurones puisse être observée après un temps d’incubation plus 

long étant donné que des agrégats de protéines tau peuvent se développer spontanément dans 

des souris transgéniques APP/PS1 âgées (Metaxas et al., 2019). De plus, l’absence d’inclusions 

de protéines tau dans les neurones des souris 5xFAD après l’injection intraveineuse de PHF-

tau n’est pas spécifiquement attribuable à la voie d’inoculation puisque l’injection 

intracérébrale de PHF-tau dans des souris de même génotype ne montre pas non plus 

d’accumulation de protéines tau dans le soma des cellules neuronales (Vergara et al., 2019). De 

plus, il semblerait que la présence des plaques amyloïdes favorise l’accumulation de protéines 

tau hyperphosphorylées dans les neurites plutôt que dans le soma des neurones après une 

injection intracérébrale de PHF-tau dans des souris 5xFAD, tandis que la faible présence de 

dépôts amyloïdes chez de jeunes souris 5xFAD montre une abondance de DNF comparé aux 

neurites dystrophiques (He et al., 2018). Un temps d’incubation plus long pourrait également 

favoriser la formation de DNF après une injection intravasculaire de PHF-tau car la formation 

de DNF après une injection intracérébrale de PHF-tau dans des souris 5xFAD est observée à 

partir de six mois post-injection (les DNF sont absentes après trois mois d’incubation) (He et 

al., 2018). 

En conclusion, nous avons montré dans cette étude qu’une injection intravasculaire 

unique de protéines PHF-tau isolées d’un cerveau de patient décédé de la maladie d’Alzheimer 

était suffisante pour induire une neuroinflammation à long-terme et une augmentation des 

dépôts amyloïdes et de la pathologie tau associée dans les souris 5xFAD qui développent des 

plaques amyloïdes et qui possèdent une perméabilité plus élevée de la BHE. 

Les protéines tau ont été détectées dans le sang à l’aide de techniques sensibles 

(Zetterberg et al., 2013, Chiu et al., 2017, Tatebe et al., 2017, Fossati et al., 2019, Lue et al., 

2019) et notre étude suggère que les produits sanguins contenant des protéines tau modifiées 

pourraient jouer un rôle potentiel en modulant le développement des pathologies observées dans 

la MA dans le cerveau d’individus âgés qui présentent une BHE plus perméable. Notre étude, 

réalisée dans un modèle murin fournit une information importante sur le risque relatif de la MA 

par la voie extracérébrale, qui est médicalement pertinente, compte tenu de la large utilisation 

des produits sanguins. 

Plusieurs limites dans notre étude devront toutefois être abordées dans des études 

futures, notamment la confirmation de nos résultats dans des cohortes plus importantes afin de 

prendre en compte les variabilités de la voie d’administration. Le rôle de la BHE devra 

également être soumise à des examens supplémentaires. Des études comparatives 
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additionnelles sur les effets des injections intraveineuses et intracérébrales apporteraient des 

informations sur l’efficacité relative de ces voies dans le développement de la pathologie tau. 

5.2. L’injection intraoculaire de protéines PHF-tau ne propage pas de pathologie tau 

vers le cerveau par la voie rétino-tectale dans des souris WT, hTau et Tg22 

Les dégénérescences neurofibrillaires, composées d’une accumulation de protéines tau 

hyperphosphorylées dans le soma et les neurites des cellules neuronales, se propagent 

progressivement entre des régions cérébrales qui sont synaptiquement connectées. 

Des études précédentes ont démontré que l’injection intracérébrale, de protéines tau 

pathologiques isolées de cerveaux humains, dans différents modèles de souris pouvait induire 

la nucléation, qui provoque l’agrégation de protéines tau normales (Clavaguera et al., 2013, 

Audouard et al., 2016, Vergara et al., 2019). Ces résultats expérimentaux suggèrent que les 

protéines tau pathologiques possèdent certaines propriétés autrefois associées uniquement aux 

protéines prions. Les protéines prions peuvent se propager par la voie rétino-tectale après des 

greffes de cornée (Duffy et al., 1974, Heckmann et al., 1997) ou de sclère (Mehta and Franks, 

2002) ou lors d’injection intraoculaire de prions dans des modèles expérimentaux (Fraser, 

1982). Les protéines prions pathologiques (PrPSc) ont été observées dans les couches 

plexiformes de la rétine de patients décédés de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Head et al., 

2003, Head et al., 2005) et l’injection intracérébrale d’homogénats d’yeux de sujets atteints de 

la CJD dans des primates non-humains a montré une transmission de la maladie (Brown et al., 

1994). Pour évaluer les capacités de nucléation et de propagation des protéines tau 

pathologiques (PHF-tau) à travers la voie rétino-tectale, nous avons analysé la formation et la 

propagation de la pathologie tau dans la rétine et les aires cérébrales associées au système visuel 

dans différents modèles murins qui expriment des protéines tau murines et/ou humaines, après 

une injection intraoculaire de PHF-tau isolés d’un cerveau atteint de la MA. 

Nous avons d’abord validé notre méthode d’injection intraoculaire en utilisant la sous-

unité B de la toxine du choléra qui a été rapidement transportée de la rétine aux aires cérébrales 

connectées : le corps genouillé latéral et le colliculus supérieur, comme précédemment décrit 

dans la littérature (Angelucci et al., 1996). 

Ensuite, nous avons observé l’internalisation des PHF-tau injectés dans les cellules 

ganglionnaires de la rétine six heures après l’injection. Dans une étude récente utilisant les 

mêmes temps d’analyses que la nôtre, des fibrilles tronquées K18 composées de protéines tau 

humaines mutées recombinantes (résidus 244-372 de l’isoforme 2N4R portant la mutation 

P301L) n’ont pas été internalisées par la rétine après leur injection intravitréenne dans des souris 

sauvages (Veys et al., 2021). Cette divergence avec nos résultats pourrait s’expliquer par la 

nature du matériel injecté. En effet, (Veys et al., 2021) ont utilisé des protéines tau 

recombinantes K18 tandis que nous avons injectés des protéines PHF-tau isolées d’un cerveau 

atteint de la MA. Les PHF-tau possèdent les modifications post-traductionnelles retrouvées 

dans la MA telles qu’une phosphorylation et une conformation anormales qui peuvent jouer un 

rôle important dans leurs capacités, non seulement de former des agrégats, mais aussi à être 

internalisées par les cellules. Effectivement, il semblerait que la phosphorylation des épitopes 

Ser202 et Thr205, reconnus par l’anticorps AT8 en combinaison avec l’épitope Ser208 

entraînent l’agrégation de la protéine tau (Despres et al., 2017) et la déphosphorylation in vitro 

de protéines tau anormalement phosphorylées et hyperphosphorylées isolées de cerveaux 

atteints de la MA inhibe leur auto-assemblage en PHF (Alonso  et al., 2001). Aussi, des 
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protéines tau recombinantes hyperphosphorylées par la GSK3β sont internalisées dix fois plus 

facilement dans des cellules en culture par rapport aux protéines tau peu phosphorylées 

(Wauters et al., 2016). Par conséquent, ces observations suggèrent que l’absence 

d’internalisation des protéines tau K18 par les cellules de la rétine pourrait être dû au manque 

de phosphorylation, et potentiellement d’autres modifications post-traductionnelles de ces 

peptides recombinants.  

Malgré l’internalisation des PHF-tau par les cellules ganglionnaires de la rétine, nous 

n’avons pas observé l’agrégation des protéines tau endogènes exprimées par ces cellules, que 

ce soient des protéines tau murines sauvages (souris WT), des protéines tau humaines sauvages 

(souris hTau) ou des protéines tau humaines mutées prédisposées à l’agrégation (souris Tg22). 

Une étude antérieure a montré que l’expression de la protéine tau humaine par rapport à 

l’expression de la protéine tau murine dans une lignée murine accélère de manière significative 

la propagation de la pathologie tau après une injection intracérébrale de protéines tau extraites 

de cerveaux de patients atteints de la MA (Saito et al., 2019). Selon ces observations, la protéine 

tau humaine pourrait posséder des capacités de nucléation plus importantes que la protéine tau 

murine. Cependant, nous n’avons pas détecté l’agrégation de la protéine tau dans les cellules 

ganglionnaires de la rétine qui expriment une protéine tau humaine. L’absence de nucléation de 

la protéine tau dans les cellules rétiniennes pourrait s’expliquer par les caractéristiques 

biochimiques et conformationnelles des PHF-tau utilisés dans notre étude. Bien que, les 

capacités de nucléation et de propagation du matériel injecté ont été démontrées dans différentes 

études (Audouard et al., 2016, Vergara et al., 2019) et dans la nôtre par l’injection intracérébrale 

de PHF-tau qui entraînent l’agrégation de la protéine tau murine. Nos résultats suggèrent donc 

que l’absence d’agrégation des protéines tau dans la rétine n’est pas due au manque de capacités 

de nucléation des PHF-tau injectés mais est plutôt due à une résistance des cellules rétiniennes 

face au développement d’une pathologie tau. En effet, les protéines tau peuvent s’accumuler 

dans le corps cellulaire des cellules ganglionnaires de la rétine de patients atteints de la MA 

mais n’ont jamais été observées sous une forme agrégée (Schön et al., 2012, den Haan et al., 

2018), ce qui soutient l’hypothèse que ces cellules sont résistantes à la nucléation et à 

l’agrégation de la protéine tau.  

Au contraire de ce qui a été observé pour les protéines prions dans la maladie de 

Creutzfeldt-Jakob, la présence de la pathologie tau n’a jamais été, à notre connaissance, décrite 

dans la cornée ou la sclère de sujets atteints de la MA. Néanmoins, les protéines tau 

phosphorylées ont été détectées dans la cornée de souris transgéniques (Zhao et al., 2013) et 

plus spécifiquement dans les très nombreux axones qui innervent la cornée (Li et al., 2022). Par 

conséquent, la greffe de cornée pourrait être à risque dû à la présence des protéines tau 

phosphorylées dans ce tissu oculaire. La transplantation de tissu rétinien n’est pas une procédure 

médicale qui existe de nos jours. Cependant, les protéines tau phosphorylées ont été détectées 

dans les larmes (Gijs et al., 2021) et dans l’humeur vitrée (Wright et al., 2019), ce qui indique 

que tous les tissus oculaires pourraient potentiellement être contaminés par des protéines tau 

pathologiques. Les chirurgies oculaires pourraient donc présenter un risque de transmission de 

la pathologie tau de l’œil vers le cerveau par la voie rétino-tectale, après l’internalisation des 

protéines tau pathologiques par les cellules ganglionnaires de la rétine comme nous l’avons 

observé dans cette étude. 

Notre analyse comparative du taux d’expression de la protéine tau dans l’œil par rapport 

au cerveau a montré une expression moindre dans l’œil dans les différents modèles murins 
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utilisés dans cette étude. La cinétique d’agrégation de la protéine tau pourrait être dépendante 

de la concentration en protéines tau exprimées par un tissu, ce qui pourrait expliquer la 

résistance des cellules ganglionnaires de la rétine à la nucléation de la protéine tau. 

Effectivement, une expression augmentée de la protéine tau favorise son agrégation dans des 

modèles murins transgéniques et dans les tauopathies humaines. Par exemple, la duplication du 

gène MAPT qui augmente le taux d’expression de la protéine tau provoque la formation d’une 

pathologie tau et un phénotype clinique de type MA (Le Guennec et al., 2017). Cette 

constatation est également retrouvée avec les protéines prions. Une lignée de souris 

transgéniques qui possèdent plus de soixante copies d’un transgène qui code pour une protéine 

prion cellulaire et inoculées avec des protéines prions pathologiques homologues ont une 

période d’incubation avant la survenue de la maladie très réduite (48 jours) tandis que les souris 

transgéniques qui possèdent peu de copies du transgène ont une période d’incubation plus 

longue (277 jours) (Prusiner et al., 1990). Ces observations démontrent une relation inverse 

entre le taux d’expression de la protéine prion et la survenue de la maladie après l’inoculation 

de protéines prions pathologiques homologues. Les protéines prions se propagent rapidement 

par rapport aux protéines tau (Vasili et al., 2019), probablement parce que la protéine prion est 

une protéine ancrée dans la membrane plasmique par une glycolipide (Puig et al., 2014) tandis 

que la protéine tau est intracellulaire. Contrairement à ce qui a été observé pour les protéines 

prions dans des études antérieures (Fraser, 1982, Kimberlin and Walker, 1986, Brandner et al., 

1996), nous n’avons pas observé la propagation d’une pathologie tau de l’œil vers le cerveau 

dans les différents modèles murins étudiés après six mois d’incubation. La pathologie tau n’a 

pas été observée au niveau des deux relais synaptiques de la voie rétino-tectale : le corps 

genouillé latéral et le colliculus supérieur, dans les souris WT et hTau. L’absence de 

propagation de la pathologie tau n’est pas attribuable à des perturbations du transport axonal 

dans les souris transgéniques qui surexpriment la protéine tau puisqu’il a été démontré que 

l’absence ou la surexpression de la protéine tau n’affecte pas le transport axonal dans les cellules 

ganglionnaires de la rétine (Yuan et al., 2008). La pathologie tau est présente dans les deux 

relais du système visuel dans les souris Tg22 mais n’était pas quantitativement différente entre 

les souris injectées avec des PHF-tau ou avec une fraction contrôle, ce qui suggère que la 

pathologie tau quantifiée est inhérente au phénotype de ces souris qui expriment une protéine 

tau mutée sensible à l’agrégation sous le contrôle du promoteur Thy1.2. 

Nous ne pouvons pas exclure que des temps d’incubation plus long pourraient conduire 

à une propagation et à une agrégation de la protéine tau. Aussi, nous ne pouvons pas écarter 

l’hypothèse qu’une autre forme pathologique de la protéine tau, telle que des oligomères, 

pourrait être plus compétente pour induire l’agrégation de la protéine tau et sa propagation dans 

le système visuel. 

La neuroinflammation, caractérisée par des astrocytes réactifs et des cellules 

microgliales activées est un phénomène qui apparaît avant la dégénérescence des neurones dans 

la maladie d’Alzheimer et dans les maladies à prions (Betmouni et al., 1996, Eikelenboom et 

al., 2002). Les résultats des immunomarquages n’ont pas montré (qualitativement) d’activation 

des astrocytes ou des cellules microgliales dans la rétine des souris WT, hTau, Tg22 et TauKO 

injectées avec la fraction contrôle ou avec des PHF-tau. Seules quelques cellules microgliales 

ont été observées dans les couches plexiformes de la rétine, où elles résident en conditions 

physiologiques (Madeira et al., 2015). Les astrocytes dans la rétine sont majoritairement 

localisés dans la couche des fibres nerveuses rétiniennes et leur présence est corrélée avec celle 

des vaisseaux sanguins (Vecino et al., 2016). Cependant, les astrocytes sont absents de la 
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couche des fibres nerveuses rétiniennes lorsque cette dernière est particulièrement fine et la 

densité des astrocytes varie en fonction de leur localisation dans la rétine (Vecino et al., 2016), 

ce qui peut expliquer l’absence de marquage GFAP observé dans la rétine des souris étudiées 

qui n’a pas mis en évidence les astrocytes présents en conditions normales dans la rétine. 

La neuroinflammation a également été étudiée dans le colliculus supérieur, le relais 

visuel qui reçoit la majorité des afférences du nerf optique chez la souris. L’évaluation 

qualitative à l’aide des anticorps anti-Iba1 et GFAP n’a pas montré d’activation microgliale et 

astrocytaire dans les différents génotypes injectés avec la fraction contrôle ou les PHF-tau. Par 

conséquent, les PHF-tau injectés en intraoculaire ne semblent pas induire une 

neuroinflammation dans les différents génotypes murins. 

En conclusion, nous avons, pour la première fois, mis en évidence que les protéines tau 

pathologiques isolées d’un cerveau atteint de la MA pouvaient être internalisées par les cellules 

ganglionnaires de la rétine après leur injection en intraoculaire. Nous n’avons pas démontré une 

transmission de la pathologie tau au cerveau après une contamination oculaire dans nos 

différents modèles murins. Nous ne pouvons néanmoins éliminer le risque d’une transmission 

par la voie rétino-tectale chez l’humain étant donné que des temps d’incubation plus long sont 

possibles même si nos résultats suggèrent qu’une chirurgie oculaire n’est pas un risque majeur 

de transmission de la pathologie tau. 

5.3. La protéine tau dans la rétine est peu phosphorylée par rapport au cerveau et n’a 

pas été observée sous une conformation anormale ou agrégée 

L’injection intraoculaire de PHF dans des souris sauvages et transgéniques n’a pas 

induit la propagation de la protéine tau à travers le système visuel. Par conséquent, nous avons 

exploré plus en détails l’expression de la protéine tau et de kinases impliquées dans la 

phosphorylation de la protéine dans la rétine. En effet, les neurones rétiniens pourraient 

posséder des caractéristiques différentes par rapport aux neurones du cerveau qui les rendraient 

plus résistants à la nucléation de la protéine tau par des protéines tau pathologiques. 

Dans la rétine, les protéines tau ont des fonctions similaires à celles rencontrées dans le 

cerveau telles que la stabilisation des microtubules et la régulation du transport axonal (Ho et 

al., 2012b) mais sont aussi impliquées dans le développement de l’axone pendant la 

différenciation des cellules ganglionnaires de la rétine (Wang et al., 2000, Lieven et al., 2007) 

et dans la plasticité visuelle chez la souris adulte (Rodriguez et al., 2020). Les protéines tau sont 

principalement exprimées sous une forme déphosphorylée dans toutes les couches de la rétine 

humaine (Löffler et al., 1995, Leger et al., 2011). Dans la MA, les protéines tau sont 

hyperphosphorylées dans toutes les couches de la rétine, à l’exception de la couche nucléaire 

externe (CNE/ONL) (Löffler et al., 1995, Schön et al., 2012, den Haan et al., 2018, Grimaldi et 

al., 2018) mais ne sont jamais sous une forme fibrillaire (den Haan et al., 2018) ou agrégée 

(Schön et al., 2012). De plus, les structures typiques formées par les protéines tau dans le 

cerveau atteint de la MA (DNF et plaques neuritiques) ne sont pas retrouvées dans la rétine (den 

Haan et al., 2018).  

Les résultats obtenus à la suite des analyses comparatives entre la rétine et le cerveau, 

des pathologies tau et amyloïde, de la neuroinflammation et de l’expression des kinases, dans 

les modèles murins hTau, Tg22, 5xFAD et 5xFAD Tg30 sont discutés ci-après. 
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5.3.1. Souris hTau 

La rétine des souris hTau a montré une expression de la protéine tau humaine dans les 

couches plexiformes de la rétine (CPI/IPL et CPE/OPL) et dans les cellules ganglionnaires. 

Cependant, cette expression est plus faible dans la rétine par rapport au cerveau comme l’ont 

montré les analyses par western blotting. Les analyses de l’état de phosphorylation par 

immunohistochimie de la protéine tau ont montré une absence de phosphorylation sur les 

épitopes Ser202/Thr305 reconnus par l’anticorps AT8 et sur l’épitope Thr231 et une 

phosphorylation variable des épitopes Ser396/Ser404 reconnus par l’anticorps PHF-1 dans la 

couche plexiforme externe (CPE/OPL). Nos résultats divergent de ceux reportés par (Rodriguez 

et al., 2018) qui montrent par immunofluorescence une expression de la protéine tau 

phosphorylée (AT8) dans toutes les couches de la rétine des souris hTau. Néanmoins, dans notre 

étude, nous avons confirmé l’absence de phosphorylation en utilisant l’anticorps Tau-1 qui 

reconnait la protéine tau sous une forme déphosphorylée. Les auteurs (Rodriguez et al., 2018) 

reportent également une expression plus élevée de la protéine tau phosphorylée (PHF-1) dans 

la rétine par rapport au cerveau, analysée par western blotting, ce qui est en contradiction avec 

nos résultats.  

5.3.2. Souris Tg22/30 

Les souris transgéniques Tg22 et Tg30 surexpriment l’isoforme 1N4R de la protéine tau 

humaine mutée (P301S/G272V) en présence de la protéine tau murine endogène et développent 

une pathologie tau dans le cerveau. L’analyse de la rétine a montré une expression du transgène 

dans le corps cellulaire des cellules ganglionnaires de la rétine à l’aide d’un anticorps anti-tau 

humain tandis que le tau murin est majoritairement exprimé dans la couche plexiforme interne. 

L’équipe de (Gasparini et al., 2011) a également montré une expression de la protéine tau dans 

une large proportion de cellules ganglionnaires de la rétine de souris transgéniques P301S. 

Néanmoins, la méthodologie utilisée est différente de la nôtre. En effet, les auteurs (Gasparini 

et al., 2011) ont travaillé d’une part sur des coupes en cryostat (fixées au paraformaldéhyde) et 

d’autre part ils ont réalisé un démasquage des antigènes en utilisant les micro-ondes avant 

d’utiliser un anticorps anti-tau humain, ce qui suggère qu’il faut rester prudent quant aux 

interprétations des résultats obtenus en fonction de la méthodologie employée. Les taux de tau 

total et de tau humain sont significativement plus élevés dans le cerveau comparé à la rétine. 

Seul l’épitope Ser202/Thr305 reconnu par l’anticorps AT8 a été mis en évidence dans les 

cellules ganglionnaires de la rétine, ce qui est en accord avec les résultats des équipes de 

(Gasparini et al., 2011, Schön et al., 2012) qui ont observé un marquage AT8 dans les cellules 

ganglionnaires de la rétine de souris transgéniques homozygotes P301S. Notons toutefois que 

les souris hétérozygotes P301S présentaient une pathologie tau beaucoup moins développée 

que les souris homozygotes P301S (Schön et al., 2012), ce qui pourrait expliquer le faible 

nombre de cellules marquées par l’anticorps AT8 dans notre étude, qui a utilisé des souris 

hétérozygotes pour le transgène P301S/G272V. Des différences interindividuelles dans les 

souris pourraient également expliquer le peu de cellules positives à l’anticorps AT8. 

Effectivement, lors d’une étude, seules deux rétines humaines sur dix ont montré un marquage 

AT8 (Grimaldi et al., 2019). Bien sûr, la variabilité entre les individus est bien plus élevée dans 

l’espèce humaine que dans une lignée transgénique murine. A l’inverse de l’étude de (Gasparini 

et al., 2011) qui a montré par immunofluorescence des cellules marquées par les anticorps AT-

180 (pThr231) et PHF-1 dans la rétine de souris P301S, nous n’avons pas observé par IHC de 

cellules positives dans la rétine des souris transgéniques Tg22. L’évaluation qualitative de leur 
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WB (Gasparini et al., 2011) montre des bandes protéiques révélées par l’anticorps PHF-1 dans 

l’œil et le cerveau de souris WT et transgéniques P301S similaires à celles que nous avons 

obtenues pour les souris WT et Tg22. Plus surprenant, l’équipe de (Gasparini et al., 2011) a 

détecté des bandes protéiques avec l’anticorps AT8 dans l’œil des souris WT. Nous avions 

également observé ce résultat (non montré dans ce projet). Toutefois, nous avions aussi détecté 

ce signal dans l’œil d’une souris TauKO qui n’exprime aucune protéine tau tandis que le 

cerveau de cette même souris était négatif, comme attendu. Par conséquent, il semblerait que la 

spécificité de l’anticorps AT8 ne soit pas optimale dans la rétine comparé au tissu cérébral. La 

protéine tau n’a jamais été reconnue par l’anticorps conformationnel MC1 ou coloré au Gallyas 

qui met en évidence les formes agrégées de la protéine.  

Dans la MA, les astrocytes ont une expression plus élevée de la protéine GFAP dans le 

cerveau (Beach and McGeer, 1988) et la rétine (Blanks et al., 1996), ce qui indique leur 

activation. L’analyse de la neuroinflammation dans la rétine des souris Tg22 a été réalisée à 

l’aide de l’anticorps anti-GFAP. Nous n’avons pas détecté de cellules positives dans la rétine 

des souris transgéniques, contrairement à certaines études qui ont montré une activation des 

astrocytes et des cellules de Müller13 dans des modèles murins triple transgéniques qui 

expriment des protéines APP, PS1 et Tau mutées (Edwards et al., 2014, Grimaldi et al., 2018). 

5.3.3. Souris 5xFAD 

La détection des plaques amyloïdes dans l’œil humain donne des résultats équivoques. 

En effet, certaines études ont montré la présence de plaques amyloïdes dans l’œil humain 

(Koronyo-Hamaoui et al., 2011, La Morgia et al., 2016, Koronyo et al., 2017) tandis que 

d’autres n’ont pas détecté de dépôts amyloïdes (Schön et al., 2012, Ho et al., 2014, Williams et 

al., 2017).  

Les plaques amyloïdes dans la rétine de souris transgéniques ont été mises en évidence 

dans différents modèles murins qui surexpriment une protéine amyloïde mutée (Alexandrov et 

al., 2011, Parnell et al., 2012). Ces résultats ne sont pas incompatibles avec les nôtres, qui ne 

montraient pas la présence de plaques amyloïdes dans la rétine des souris 5xFAD. En effet, les 

dépôts amyloïdes semblent rares dans la rétine et leur faible taille n’est pas comparable aux 

plaques observées dans le cerveau de ces souris. Ainsi, l’étude de (Lim et al., 2020) montre une 

présence de dépôts amyloïdes dans quatre animaux (5xFAD) sur six analysés avec seulement 

1,4 % des coupes en paraffine positives à l’anticorps anti-Aβ. L’analyse de la rétine entière 

(« whole-mount retina 14») montre également très peu de dépôts amyloïdes à l’aide d’un 

anticorps anti-Aβ42 (Zhang et al., 2021b). L’analyse protéique par ELISA des rétines et des 

cerveaux de souris 5xFAD a montré une concentration significativement plus importante des 

protéines Aβ42 insolubles dans le cerveau par rapport à la rétine, ce qui pourrait expliquer la 

rareté des dépôts amyloïdes observés en IHC (Lim et al., 2020). Ainsi, le taux de peptides Aβ40 

et Aβ42, mesuré par ELISA, est 15 fois supérieure dans la rétine par rapport au cerveau de 

souris 5xFAD et de manière surprenante, le modèle 5xFAD est celui qui se rapproche le plus, 

lorsqu’il est comparé à d’autres modèles transgéniques amyloïdes, du taux mesuré dans les 

échantillons humains avec un taux d’Aβ40/42 10 fois supérieur dans le cerveau comparé à l’œil 

 
13 Les cellules de Müller sont des cellules gliales présentes dans la rétine des vertébrés qui expriment, 

comme les astrocytes, la protéine GFAP. Les noyaux des cellules de Müller sont situés dans la couche nucléaire 

interne et leurs prolongements cytoplasmiques s’étendent à travers toutes les couches de la rétine. 
14 Cette technique récupère, par dissection de l’œil, l’entièreté de la rétine qui est mise à plat par des 

incisions dans celle-ci et permet l’analyse en 2D ou en 3D. 
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(Alexandrov et al., 2011). De plus, nous avons employé ici les méthodes immunohistologiques 

classiques pour détecter les plaques amyloïdes qui ont mis, comme attendu, celles-ci en 

évidence dans le cerveau des souris étudiées. Ces derniers résultats sont en accord avec l’étude 

de (Williams et al., 2017) qui n’a pas réussi à détecter les plaques amyloïdes dans la rétine mais 

bien dans le cerveau de sujets atteints de la MA à l’aide de méthodes classiques de détection 

des plaques amyloïdes par immunohistochimie sur des coupes en paraffine. Nous avons 

également analysé les rétines en utilisant la coloration au rouge Congo qui a confirmé l’absence 

de dépôts amyloïdes dans la rétine des souris étudiées. Néanmoins, Habiba et son équipe 

(Habiba et al., 2020) ont pu détecter des dépôts amyloïdes à l’aide de la même coloration dans 

la rétine interne (GCL,IPL,INL) avec toutefois une intensité moindre de la biréfringence verte 

observée en lumière polarisée. Aussi, il semblerait que l’absence de plaques amyloïdes ne soit 

pas due au manque d’expression du promoteur Thy.1 utilisé dans la construction des transgènes, 

qui codent pour la protéine APP humaine, car il a été démontré que ce promoteur est bien 

exprimé dans les cellules ganglionnaires de la rétine murine (Barnstable and Dräger, 1984, 

Leung et al., 2008, Raymond et al., 2008). Cependant, nous n’avons pu démontrer la présence 

de la protéine APP humaine que dans de très rares cellules ganglionnaires de la rétine. Ce faible 

niveau d’expression expliquerait l’absence de plaques amyloïdes dans la rétine de nos modèles 

murins 5xFAD. Par conséquent, il semblerait que les plaques amyloïdes dans l’œil ne se 

développent pas comme celles observées dans le cerveau et que les méthodes employées pour 

les détecter doivent être suffisamment sensibles. 

L’analyse de l’expression de la protéine tau dans l’œil a montré un marquage des 

couches plexiformes de la rétine avec un anticorps anti-tau et cette expression est 

statistiquement plus élevée dans le cerveau comparé à l’œil, ce qui est similaire à ce qui a été 

observé pour l’ensemble des génotypes étudiés. La protéine tau est sous une forme 

déphosphorylée dans les couches plexiformes et n’a pas été observée sous une forme 

phosphorylée en utilisant différents anticorps anti-tau phosphorylé (PHF-1, AT8 et pThr231). 

La protéine tau n’a pas été détectée sous une conformation anormale (MC1) ou agrégée 

(Gallyas). L’analyse protéique a néanmoins montré une phosphorylation plus importante de 

l’épitope Ser396/Ser404 (PHF-1) dans le cerveau comparé à l’œil.  

5.3.4. Souris 5xFAD Tg30 

Les souris transgéniques 5xFAD Tg30 résultent d’un croisement entre les lignées 

5xFAD et Tg30. De manière similaire aux souris transgéniques 5xFAD, nous n’avons pas 

observé de dépôts amyloïdes dans la rétine des souris 5xFAD Tg30.  

Dans le cerveau de ces souris, nous avons pu observer une aggravation de la pathologie 

tau en présence de la pathologie amyloïde. Dans la rétine, nous avons observé une faible 

proportion de cellules rétiniennes marquées avec l’anticorps PHF-1 tandis que les marquages 

avec les anticorps AT8 et pThr231 se sont révélés négatifs suggérant que la pathologie tau ne 

se développe pas même en présence de la pathologie amyloïde. De manière intéressante, 

l’équipe de (Chiasseu et al., 2017) a montré par WB une phosphorylation sur les épitopes 

Ser202/pThr305 (AT8) qui diminue avec l’âge tandis que la phosphorylation sur les épitopes 

Ser396/Ser404 (PHF-1) reste similaire sur la période étudiée (à 3 et 6 mois d’âge) dans des 

souris triple transgéniques (PS1(M146V)/APPswe/MAPT(P301L)), ce qui suggère que l’âge 

de la souris lié ou non à la progression de la pathologie tau est un facteur qui module les sites 

phosphorylés sur la protéine tau. Dans notre étude, nous avons étudié des souris âgées de 9 à 

13 mois (tous génotypes confondus), ce qui pourrait expliquer le marquage négatif pour AT8 
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et le marquage positif pour PHF-1. De plus, à l’instar des auteurs (Chiasseu et al., 2017), nous 

n’avons pas détecté la protéine tau sous une conformation anormale en utilisant l’anticorps 

MC1 dans la rétine de nos souris. 

Les kinases GSK3β et CDK5 sont exprimées dans la rétine des différents modèles 

murins avec toutefois un taux d’expression moindre par rapport au cerveau : 

A la suite des résultats qui ont montré peu de phosphorylation sur la protéine tau dans 

la rétine, nous avons investigué l’expression des kinases GSK3β et CDK5 qui sont connues 

pour être impliquées dans la phosphorylation de la protéine tau en conditions physiologiques et 

pathologiques. Notamment, il a été démontré que l’activité de ces deux kinases est augmentée 

dans le cerveau de patients atteints de la MA (Patrick et al., 1999, Leroy et al., 2007b). A l’instar 

de (Kumar et al., 2010), nous avons détecté par western blotting la GSK3β dans l’œil des souris 

et dans l’ensemble des génotypes étudiés (WT, hTau, Tg22/30, 5xFAD et 5xFAD Tg30), 

l’expression de la kinase était significativement plus élevée dans le cerveau par rapport à l’œil. 

Nous avons observé, par immunohistochimie, la kinase dans la couche des cellules 

ganglionnaires et dans les couches plexiformes de la rétine. De manière similaire, une étude a 

montré, par immunofluorescence, l’expression de l’isoforme α de la GSK3 dans toutes les 

couches de la rétine de souris sauvages (WT) avec une intensité plus élevée de la fluorescence 

dans la couche des cellules ganglionnaires (Sahaboglu et al., 2020). Aussi, la GSK3β a été 

observée dans les couches plexiformes de la rétine de rats (Pérezleón et al., 2013). L’activité de 

la kinase a été évaluée par le taux de phosphorylation de son résidu Tyr216 et par le taux de β-

caténine présente dans l’œil et le cerveau des souris. La phosphorylation de l’épitope Tyr216 

augmente, en effet, l’activité de la kinase et le taux de β-caténine est un reflet de l’activité de la 

GSK3β qui phosphoryle ce substrat qui sera alors dégradé par le protéasome. Par exemple, 

l’inhibition de la GSK3β augmente le taux intracellulaire en β-caténine (Doble and Woodgett, 

2003). Nos résultats ont montré une activité égale ou augmentée de la GSK3β dans le cerveau 

par rapport à l’œil. De manière analogue à la GSK3β, nous avons constaté une expression plus 

élevée de la CDK5 dans le cerveau comparé à l’œil dans les différents génotypes étudiés et 

l’immunohistochimie nous a permis de visualiser la kinase dans les couches plexiformes de la 

rétine. Nous n’avons pas pu évaluer l’activité de la CDK5, à l’aide de ses protéines activatrices 

p25 et p35, par western blotting car nous n’avons pas été en mesure de les détecter dans la 

rétine. Notons que nous avons chargé l’homogénat d’un seul œil par puits dans le gel du western 

blot. Par conséquent, nous n’avons peut-être pas atteint le seuil de sensibilité de la technique et 

il serait recommandé de réunir plusieurs homogénats d’yeux pour évaluer le taux des protéines 

activatrices de la CDK5 dans de futures expériences. La CDK5 et son activateur p35 ont été 

précédemment mis en évidence, par western blotting, dans la rétine de rats sauvages (WT) 

(Chen et al., 2011). 

La faible phosphorylation de la protéine tau observée dans l’œil ne semble donc pas être 

la conséquence de l’absence des kinases GSK3β et CDK5 ou d’un manque de leur activité. 

Néanmoins, des expériences supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats 

préliminaires et pour étudier également l’expression et l’activité de phosphatases.  

En conclusion, dans l’ensemble des génotypes étudiés (WT, hTau, Tg22/30, 5xFAD et 

5xFAD Tg30), la protéine tau est exprimée dans la rétine mais dans une proportion moindre 

comparé au cerveau. La protéine tau est peu phosphorylée, seules quelques cellules 

ganglionnaires de la rétine ont montré un marquage somatique dans les souris Tg22 et 5xFAD 
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Tg30 en utilisant les anticorps AT8 et PHF-1 respectivement. De plus, ces protéines tau 

phosphorylées sont probablement les protéines tau humaines mutées exprimées par ces lignées 

murines compte tenu de la mise en évidence de l’expression de la protéine tau humaine dans le 

corps cellulaire des cellules ganglionnaires de la rétine. La protéine tau murine est quant à elle 

exprimée dans la couche plexiforme interne (CPI/IPL) comme observé dans la rétine des souris 

Tg22. Ces observations sont cohérentes avec les modèles murins Tg22 et 5xFAD Tg30 qui 

développent une pathologie tau dans le cerveau. Néanmoins, contrairement au cerveau, la 

protéine tau n’a jamais été observée sous une conformation anormale (MC1) ou agrégée 

(Gallyas). Notons également que le marquage AT8 a été observé dans la rétine des souris Tg22 

et que le marquage PHF-1 a été détecté dans la rétine des souris 5xFAD Tg30, ce qui pourrait 

refléter l’évolution des épitopes phosphorylés dans la MA. En effet, le marquage AT8 est 

considéré comme un marqueur plus précoce de la pathologie tau que le marquage PHF-1 

(Moloney et al., 2021) et le modèle murin 5xFAD Tg30 développent des lésions liées à la 

pathologie tau comparativement plus importantes par rapport aux souris Tg22.  

Bien sûr, notre étude comporte certaines limitations telles que le nombre de souris et le 

nombre de coupes analysées. En effet, la surface étudiée en utilisant des coupes en paraffine ne 

permet pas d’observer l’entièreté de la rétine, on pourrait par conséquent passer à côté des 

structures marquées. Néanmoins, l’analyse de l’ensemble du tissu rétinal (« whole-mount 

retina ») ne permet pas de distinguer les différentes couches de la rétine.  

Toutefois, nos résultats suggèrent que les neurones de la rétine sont moins susceptibles 

de développer les pathologies tau et amyloïdes que les neurones du cerveau. Une étude a ainsi 

montré que l’expression génique est différente entre la rétine et le cerveau (Hackam et al., 

2004), ce qui pourrait conduire à l’identification de cibles potentielles qui permettent aux 

cellules rétiniennes de résister au développement d’une pathologie tau.  
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6. Perspectives 

 

6.1. Analyses de la pathologie tau dans l’œil et les relais visuels cérébraux à la suite 

d’une injection intraoculaire de PHF-tau humains dans des souris transgéniques 

pour la protéine tau humaine normale (hTau) ou mutée (Tg22) après des délais 

d’incubation supérieures à six mois  

Tout d’abord, une plus large cohorte de souris serait nécessaire afin de confirmer les 

résultats obtenus sur les injections intravasculaires et intraoculaires. Néanmoins, nos résultats 

suggèrent une implication des PHF-tau dans l’exacerbation des pathologies (amyloïde, tau et 

inflammation) observées dans le cerveau des souris 5xFAD après une injection intravasculaire. 

Les souris sauvages (WT) et transgéniques (hTau et Tg22) n’ont pas montré le développement 

d’une pathologie tau dans l’œil et dans les relais cérébraux du système visuel six mois après 

l’injection intraoculaire de PHF-tau, ce qui rend la transmission de la pathologie tau via les 

relais optiques peu probable. Néanmoins, des études supplémentaires avec des délais plus longs 

seraient nécessaire pour exclure le risque d’une contamination iatrogène de la protéine tau 

pathologique lors de procédures médicales qui concernent l’œil.  

6.2. Etudes des capacités de nucléation des PHF-tau isolés de cerveaux de patients 

décédés de la MA et des protéines tau pathologiques présentes dans l’œil de souris 

transgéniques et de cas humains in vitro et in vivo 

Les maladies à prions, bien que causées par une conformation anormale d’une seule 

protéine, sont caractérisées par différentes souches (« strains » en anglais) ou variants qui 

engendrent une diversité entre-autres de symptômes, de temps d’incubation, de lésions 

histologiques et de distribution neuroanatomique de ces lésions entre espèces et entre les 

individus d’une même espèce (Parchi et al., 2012). De même, il a été démontré in vitro (Sanders 

et al., 2014) et in vivo que la protéine tau pathologique existait également sous différentes 

souches. In vivo, différentes souches de protéines tau isolées de cerveaux humains qui ont été 

injectées dans le cerveau de souris ont généré la tauopathie dont elles étaient issues (Clavaguera 

et al., 2013, Sanders et al., 2014). Les modifications post-traductionnelles seraient notamment 

un élément qui modulerait les différentes conformations de la protéine tau retrouvées dans les 

tauopathies (Arakhamia et al., 2020). De plus, au sein de la maladie d’Alzheimer, il existerait 

également différentes souches responsables de la variété de phénotypes observés entre les 

patients (Dujardin et al., 2020).  

Aussi, la similitude de structure primaire entre la protéine prion pathologique et la 

protéine prion endogène de l’hôte est primordiale. Effectivement, des divergences minimes 

dans la séquence des acides aminés a un impact important sur la transmission entre individus.  

A l’instar des protéines prions, les protéines tau pathologiques ne possèdent pas la même 

efficacité en termes de nucléation et de propagation. Par conséquent, il serait intéressant 

d’examiner les propriétés de nucléation des PHF-tau isolés de différents patients décédés de la 

MA et des protéines tau pathologiques présentes dans l’œil de souris transgéniques et de cas 

humains in vitro et in vivo. 

In vitro, les capacités de nucléation des protéines tau pathologiques peuvent être 

évaluées par les cellules FRET (Holmes et al., 2014), déjà employées dans ce projet de 

recherche. Aussi, les propriétés de nucléation pourraient être analysées par des tests qui 
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mesurent le taux de réplication de protéines normales dans une conformation anormale en 

présence de protéines pathologiques homologues. Il existe le test de PMCA (Protein Misfolding 

Cyclic Amplification) (Saborio et al., 2001, Bélondrade et al., 2021) et le test très sensible de 

RT-QuIC (Real-Time Quaking-Induced Conversion) (Atarashi et al., 2008). A l’instar de 

l’étude de (Orrù et al., 2018) qui a examiné l’activité de nucléation des protéines prions dans 

les différentes parties des yeux de patients décédés de la forme sporadique de la CJD à l’aide 

du test RT-QuIC, nous pourrions utiliser ce test pour évaluer les capacités de nucléation des 

protéines tau pathologiques dans l’œil de souris transgéniques et de cas humains atteints de la 

MA. De manière intéressante, les auteurs ont trouvé que l’activité de nucléation la plus élevée 

des protéines prions se trouvait dans la rétine par rapport aux autres constituants de l’œil (Orrù 

et al., 2018). La méthode d’amplification RT-QuIC a permis de détecter dans le liquide cérébro-

spinal (LCS) des protéines tau pathologiques qui possèdent des capacités de nucléation chez 

des patients atteints de la maladie de Pick (Saijo et al., 2017) ou de la CBD (Saijo et al., 2020). 

La méthode a également montré son efficacité sur des homogénats de cerveaux de patients 

décédés de la MA (Kraus et al., 2019, Metrick et al., 2020, Tennant et al., 2020) ou de souris 

transgéniques qui surexpriment une protéine tau humaine mutée (P301S) (Tennant et al., 2020). 

La technique de PMCA s’est aussi révélée efficace pour amplifier des fibrilles de tau présentes 

dans des homogénats de cerveaux atteints de la MA (Meyer et al., 2014). 

In vivo, les capacités de nucléation des protéines tau pathologiques présentes dans l’œil 

pourraient être évaluées en injectant des homogénats d’yeux ou de rétines dans le cerveau de 

souris sauvages et/ou transgéniques. Ainsi, l’injection intracérébrale d’homogénats d’yeux 

humains porteurs de la CJD dans des primates non-humains a induit la maladie dans 80 % des 

animaux inoculés (Brown et al., 1994). Aussi, différents échantillons de PHF-tau (de patients 

différents) pourraient être injectés en intravasculaire ou en intraoculaire afin d’évaluer leurs 

propriétés de nucléation dans des modèles murins. 

6.3. Etudes des prédispositions génétiques de la MA (APOE) sur la transmission et la 

survenue d’une pathologie tau à la suite d’une contamination iatrogène 

De plus, les variabilités interindividuelles telles que des prédispositions génétiques 

peuvent favoriser la survenue des protéinopathies. En effet, dans les encéphalopathies 

spongiformes, autre nom pour désigner les maladies à prions, il existe des polymorphismes au 

niveau du gène PRNP (qui code pour la protéine prion) qui influence fortement la susceptibilité 

de développer une maladie à prions. Plus particulièrement, l’expression homozygote pour la 

méthionine au niveau du codon 129, qui encode une méthionine ou une valine, prédispose au 

développement de la maladie de Creutzfeldt-Jakob sporadique (CJD) (Palmer et al., 1991) ou 

acquise (Collinge et al., 1991). A l’inverse, les porteurs homozygotes pour la valine sont 

virtuellement protégés de la CJD. Bien qu’aucun polymorphisme dans le gène MAPT n’a été 

identifié comme un facteur de risque ou protecteur, il existe d’autres facteurs de risque 

génétiques dans la MA. Ainsi, les individus porteurs homozygotes des allèles E4 sont huit fois 

plus susceptible de développer la MA par rapport aux porteurs de l’allèle E3 (qui est le plus 

répandu dans la population) (Corder et al., 1993). A l’inverse, l’allèle E2 est considéré comme 

un élément protecteur (Liu et al., 2013). Des modèles murins transgéniques qui expriment la 

protéine APOE4 humaine et une protéine tau humaine mutée (P301S) montrent un taux plus 

élevé de protéines tau dans le cerveau avec une redistribution plus grande des protéines tau dans 

le compartiment somato-dendritique, une atrophie cérébrale et une neuroinflammation plus 

importante en comparaison avec les souris qui expriment l’allèle E2 ou E3 (Shi et al., 2017).  
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En conséquence, des injections intracérébrales et périphériques de PHF-tau humains 

dans des souris transgéniques qui expriment les allèles humains E2, E3 ou E4 permettraient 

d’étudier les effets de prédispositions génétiques dans la transmission et la survenue d’une 

pathologie tau. 

6.4. Etudes des propriétés de résistance à l’induction d’une pathologie tau dans la 

rétine de souris sauvages (WT) et transgéniques  

Nous proposons également de poursuivre les études comparatives des caractéristiques 

et des propriétés qui semblent conférer aux neurones de la rétine une résistance à l’induction 

d’une pathologie tau par rapport aux neurones cérébraux. La compréhension de ces mécanismes 

de résistance pourrait permettre de moduler les mécanismes des neurones cérébraux dits 

« vulnérables » au développement d’une pathologie tau afin de les protéger de celle-ci dans la 

maladie d’Alzheimer et dans d’autres tauopathies. Ces mécanismes de résistance pourraient 

notamment impliquer des kinases et des phosphatases ou des systèmes de dégradation des 

protéines tels que le protéasome ou l’autophagie. D’une part, des études in vitro et in vivo sur 

les effets d’une surexpression ou d’une suppression de l’activité des enzymes sur le 

développement d’une pathologie tau pourraient amener certaines réponses sur leur implication. 

Par exemple, le croisement d’une lignée transgénique inductible pour la GSK3β avec une lignée 

murine transgénique qui développe une pathologie tau (telle que la lignée Tg22 utilisée dans ce 

projet) permettrait d’évaluer l’influence de la kinase, en modulant son activité, dans le 

développement d’une pathologie tau dans les cellules ganglionnaires de la rétine. D’autre part, 

les systèmes de dégradation des protéines apparaissent dysfonctionnels dans la MA (Oddo, 

2008), ces systèmes étant peut-être modulés de façon différente dans la rétine. Une étude a, en 

effet, montré que le taux d’immunoprotéasome est deux fois plus important dans la rétine par 

rapport au cerveau (Ferrington et al., 2008) et un mauvais fonctionnement du protéasome 

entraîne des dégénérescences rétiniennes (Lobanova et al., 2018). Les protéines impliquées 

dans l'autophagie sont également fortement exprimées dans la rétine et leurs défaillances sont 

observées dans des maladies dégénératives de l’œil (Mitter et al., 2012, Villarejo-Zori et al., 

2021).  

Il est également intéressant de noter que l’accumulation de protéines prions dans les 

cellules ganglionnaires de la rétine est dépendante de la souche de protéines prions (Lambert et 

al., 2021). Aussi, d’autres cellules de la rétine pourraient être impliquées dans les mécanismes 

de résistance à la formation d’une pathologie tau. En effet, plusieurs études ont montré que les 

lésions dues aux protéines prions dans le cerveau ou dans la rétine requièrent différentes cellules 

qui expriment la protéine prion, ce qui suggère la présence de mécanismes pathologiques 

différents dans ces deux tissus (Chesebro et al., 2005, Kercher et al., 2004, Kercher et al., 2007). 

Une étude a également suggéré que la protéine tau possédait une toxicité différente dans la 

rétine ou le cerveau (Rodriguez et al., 2018). Afin d’étendre les résultats que nous avons obtenus 

d’une part, par immunohistochimie sur des coupes histologiques en paraffine, nous pourrions 

réaliser des analyses histologiques sur des rétines entières (« whole mount »). D’autre part, pour 

augmenter la sensibilité en western blotting, nous conseillons de mélanger (« pooler ») 

plusieurs rétines pour détecter les protéines tau. Les taux d’ARNm des protéines tau et amyloïde 

pourraient également être mesurés pour évaluer l’expression de ces protéines dans la rétine. 

Aussi, des explants de rétine (Magnani et al., 2007) de différentes lignées murines pourraient 

être réalisés en vue d’analyser ex vivo les caractéristiques des cellules oculaires. 



Perspectives 

 170 

Notons également que dans le système visuel, les cellules ganglionnaires ne semblent 

pas être les seuls neurones à être résistants au développement d’une pathologie tau. En effet, 

les neurones du corps genouillé latéral (CGL) sont parmi les plus résistants à la formation de 

DNF et la dégénérescence de cette zone cérébrale est rare dans la MA (Katz and Rimmer, 1989, 

Dugger et al., 2011). A l’inverse, le colliculus supérieur, qui reçoit seulement 10 % des fibres 

du nerf optique, développe de nombreuses plaques amyloïdes (Iseki et al., 1989) et de 

nombreuses DNF (Leuba and Saini, 1995). En ce qui concerne le cortex visuel primaire, la 

présence de DNF est observée chez environ 25 % des patients atteints de la MA et 70 % d’entre-

eux présentent des plaques amyloïdes dans cette région (Armstrong, 2009). Néanmoins, une 

autre étude a montré que seulement 2 % des neurones dans le cortex visuel primaire présentaient 

des DNF contre 10 % dans le cortex visuel secondaire (Salobrar‐García et al., 2016). Par 

conséquent, les neurones de la voie visuelle primaire (voie rétino-géniculo-corticale) semblent 

être moins vulnérables à la formation de DNF et représentent une opportunité pour comprendre 

les mécanismes qui rendent certains neurones plus vulnérables et d’autres plus résistants à 

développer une pathologie tau.
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7. Annexes 

 

7.1. Figures supplémentaires 

 

 

Fig. Sup. 1 : Illustration de la pathologie amyloïde au niveau de l’hippocampe de souris 

transgéniques 5xFAD et 5xFAD Tg30 âgées entre 9 et 13 mois à l’aide des anticorps anti-Aβ42 et 

anti-Aβ40. Immunomarquage de l’hippocampe de souris 5xFAD (A et C) et 5xFAD Tg30 (B et D) 

avec les anticorps anti-Aβ42 (A et B) et anti-Aβ40 (C et D). Les plaques amyloïdes sont visibles en 

brun. Elles apparaissent dés deux mois d’âge dans le subiculum (et dans la couche V du cortex, non 

visible sur ces coupes) puis se développent progressivement avec l’âge dans tout l’hippocampe et le 

cortex des souris 5xFAD et 5xFAD Tg30 qui expriment des protéines APP et PS1 humaines mutées. 

Barre d’échelle : 200 µm. 
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Fig. Sup. 2 : Illustration de la pathologie tau au niveau de l’hippocampe de souris sauvages (WT) 

et transgéniques Tg22, hTau, TauKO, 5xFAD et 5xFAD Tg30 âgées entre 9 et 13 mois à l’aide de 

l’anticorps AT8 qui reconnait la protéine tau phosphorylée sur les épitopes Ser202/Thr305. 

Immunomarquage de l’hippocampe de souris WT (A), Tg22 (B), hTau (C), TauKO (D), 5xFAD (E) et 

5xFAD Tg30 (F) avec l’anticorps anti-tau phosphorylé AT8 (A-F). L’anticorps AT8 est utilisé 

couramment pour l’examen anatomopathologique post-mortem du cerveau qui permet de poser le 

diagnostic définitif de la maladie d’Alzheimer. La protéine tau phosphorylée est visible en brun dans les 

souris Tg22 (B) et 5xFAD Tg30 (F) qui expriment une protéine tau humaine mutée. La pathologie tau 

est fortement présente dans la région CA1 de la corne d’Ammon de l’hippocampe dans les deux 

génotypes précités (B et F) et est également visible dans les fibres moussues dans les souris Tg22 (B).  

Les souris WT (A) et 5xFAD (E) qui expriment des protéines tau murines normales et les souris hTau 

(C) qui expriment des protéines tau humaines normales en l’absence des protéines tau murines ne 

développent pas de pathologie tau. Les souris TauKO (D) n’expriment aucune protéine tau et ont été 

utilisées comme contrôle négatif pour la protéine tau. Barre d’échelle : 200 µm. 
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Fig. Sup. 3 : Schéma d’une coupe d’hippocampe d’une souris sauvage (WT) illustrant les 

différentes régions et le circuit trisynaptique. Les informations qui proviennent du cortex cérébral 

passent par trois relais synaptiques dans l’hippocampe qui forment le circuit trisynaptique. (1) Les 

axones provenant du cortex entorhinal forment la voie perforante (car ils traversent le subiculum (Sb)) 

et se connectent aux cellules granulaires du gyrus denté. (2) Les cellules granulaires envoient leurs 

axones, appelés les fibres moussues, sur les neurones pyramidaux de la région CA3 de la corne 

d’Ammon (CA3). (3) Les axones des cellules pyramidales du CA3, qui forment les collatérales de 

Schaffer, se projettent sur les neurones pyramidaux de la région CA1 de la corne d’Ammon (CA1). Le 

subiculum (Sb) est une région de transition de l’hippocampe entre le cortex entorhinal et la région CA1 

de la corne d’Ammon (CA1). Photo obtenue au laboratoire et schéma créé à l’aide de BioRender.com. 
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Fig. Sup. 4 : Illustration de la pathologie tau sur une coupe de cerveau d’un patient atteint de la 

maladie d’Alzheimer (ALZ). Immunomarquage d’un cerveau humain avec l’anticorps anti-tau total 

(A-B) ou anti-tau humain (C-D) qui montre un neurone dont le corps cellulaire est marqué en brun par 

l’anticorps anti-tau total (A) ou l’anticorps anti-tau humain (C) et des neurites dystrophiques mis en 

évidence en brun par l’anticorps anti-tau total (B) ou anti-tau humain (D). Barres d’échelle : A,C : 10 

µm et B,D : 50 µm. 

 

 

Tableau Sup. 1 : Tableau récapitulatif des p-valeurs obtenues lors de la comparaison entre les 

densités du côté contralatéral et les densités du côté ipsilatéral chez des souris injectées avec une 

fraction sarkosyl AD ou CTL. Tests de Mann-Whitney (Two-Tailed). AD (n = 5) et CTL (n = 4).  

 

 

Tableau Sup. 2 : Tableau récapitulatif des p-valeurs obtenues lors de la comparaison entre les 

densités des souris injectées avec une fraction AD et des souris injectées avec une fraction CTL 

dans le côté contralatéral ou ipsilatéral. Tests de Mann-Whitney (Two-Tailed). AD (n = 5) et CTL               

(n = 4). 
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Fig. Sup. 5 : Illustration de la mise en évidence artéfactuelle des vaisseaux sanguins sur des coupes 

histologiques de souris par l’utilisation d’anticorps secondaires anti-souris. Immunomarquage de 

l’hippocampe (A,C,E,G) et de la rétine (B,D,F,H-J) de souris TauKO (A-B,E-F,I) et Tg22 (C-D,G-

H,J) avec les anticorps AT-180 (A-D, I) et pThr231 (E-H, J). L’utilisation d’un anticorps primaire 

produit chez la souris tel que AT-180 (MM), qui reconnait l’épitope pThr231, nécessite l’utilisation d’un 

anticorps secondaire anti-anticorps de souris pour mettre en évidence la protéine d’intérêt. Mais ce 

dernier reconnait également les immunoglobulines (anticorps) murines présentes dans le sang à 

l’intérieur des vaisseaux sanguins (montrés par des flèches sur les images A-B,D et par l’astérisque sur 

l’image I). Tandis que l’utilisation d’un anticorps primaire, qui reconnait le même épitope (pThr231), 

produit chez le lapin (PR) et qui demande l’utilisation d’un anticorps secondaire anti-anticorps de lapin 

permet d’éviter cet artefact (E-H,J). La tête de flèche (H) montre un vaisseau sanguin qui n’est pas 

immunomarqué. L’image (J) montre le vaisseau sanguin de l’image (H) à plus fort grossissement. Le 

génotype TauKO a été utilisé comme contrôle négatif pour les anticorps anti-tau et le génotype Tg22 a 

été employé comme contrôle positif (C,G). MM : « Mouse monoclonal » (Anticorps monoclonal 

murin), PR : « Poly Rabbit » (Anticorps polyclonal de lapin). GCL : couche des cellules ganglionnaires 

(Ganglion Cell Layer), IPL : couche plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche 

nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et 

ONL : couche nucléaire externe (Outer Nuclear Layer). Barres d’échelle : A,C,E,G : 50 µm et B,D,F, 

H-J : 20 µm. 
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Fig. Sup. 6 : Localisation et expression des protéines APP dans la rétine de souris 5xFAD et 5xFAD 

Tg30. Immunomarquage de la rétine (A-C) et du cortex (D-F) de souris 5xFAD (A,D), 5xFAD Tg30 

(B,E) et WT (C-F) avec l’anticorps anti-APP humain (3H5). Une coupe de cerveau d’un patient atteint 

de la MA (ALZ) est illustrée en (G et H) et montre un neurone dont le corps cellulaire contient des 

granulations marquées par l’anticorps anti-APP humain (G) et des neurites dystrophiques (H). Western 

blotting d’homogénats d’yeux (E/Eye) ou de cerveaux (B/Brain) de souris 5xFAD, 5xFAD Tg30 et WT 

avec l’anticorps anti-APP humain (3H5) ou l’anticorps anti-APP total (humain et murin) (BR15) (I). 

L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. La souris WT a servi de contrôle négatif pour la 

protéine APP humaine. GCL : couche des cellules ganglionnaires (Ganglion Cell Layer), IPL : couche 

plexiforme interne (Inner Plexiform Layer), INL : couche nucléaire interne (Inner Nuclear Layer), 

OPL : couche plexiforme externe (Outer Plexiform Layer) et ONL : couche nucléaire externe (Outer 

Nuclear Layer). Barres d’échelle : A-C : 20 µm, D-F : 50 µm, petites images en A-B et G-H : 10 µm. 
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Fig. Sup. 7 : Expression des activateurs p35 et p25 de la kinase CDK5 dans la rétine et le cerveau 

de souris WT, hTau, Tg22, TauKO, 5xFAD et 5xFAD Tg30. Western blotting d’homogénats d’yeux 

(E/Eye) ou de cerveaux (B/Brain) de souris WT, hTau, Tg22, TauKO, 5xFAD et 5xFAD Tg30 avec 

l’anticorps anti-p35. L’actine a été utilisée comme contrôle de charge. 

 

Tableau Sup. 3 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus par immunohistochimie sur les 

neurones pyramidaux de la corne d’Ammon de l’hippocampe au niveau du CA1 avec les anticorps 

anti-tau ou à l’aide de la coloration Gallyas. Immunomarquage des corps cellulaires des neurones 

hippocampaux. Neg : négatif, pas de marquage des corps cellulaires. Pos : positif, marquage des corps 

cellulaires. « - » : pas de données disponibles. 

 

Tableau Sup. 4 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus par immunohistochimie sur les 

neurones pyramidaux de la corne d’Ammon de l’hippocampe au niveau du CA1 avec les anticorps 

anti-GSK3β ou anti-CDK5. Immunomarquage des corps cellulaires des neurones hippocampaux. 

Neg : négatif, pas de marquage des corps cellulaires. Pos : positif, marquage des corps cellulaires. « - » : 

pas de données disponibles. 

 

Tableau Sup. 5 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus par immunohistochimie avec les 

anticorps anti-amyloïde ou à l’aide de la coloration au Rouge Congo du cortex cérébral. 

Immunomarquage du cortex cérébral. Neg : négatif, pas de marquage du cortex. Pos : positif, marquage 

du cortex.
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Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the accumulation in the brain of
intraneuronal aggregates of abnormally and hyperphosphorylated tau proteins and
of extracellular deposits of amyloid-β surrounded by dystrophic neurites. Numerous
experimental models have shown that tau pathology develops in the brain after
intracerebral injection of brain homogenates or pathological tau [paired helical filaments
(PHF)-tau)] from AD brains. Further investigations are however necessary to identify or
exclude potential extracerebral routes of tau pathology transmission, e.g., through the
intravascular route. In this study, we have analyzed the effect of intravenous injection
of PHF-tau proteins from AD brains on the formation of tau and amyloid pathologies in
the brain of wild-type (WT) mice and of 5XFAD mice (an amyloid model). We observed
that 5XFAD mice with a disrupted blood–brain barrier showed increased plaque-
associated astrogliosis, microgliosis, and increased deposits of Aβ40 and Aβ42 after
intravenous injection of PHF-tau proteins. In addition, an increased phosphotau
immunoreactivity was observed in plaque-associated dystrophic neurites. These results
suggest that blood products contaminated by PHF-tau proteins could potentially induce
an exacerbation of neuroinflammation and AD pathologies.

Keywords: tau, neurofibrillary tangles, amyloid, plaque, intravenous, blood transfusion

INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by two neuropathological
lesions called neurofibrillary tangles (NFT) and senile plaques. NFT are composed of
abnormally and hyperphosphorylated tau proteins that form aggregates in neurons as paired
helical filaments (PHF; Brion et al., 1985; Grundke-Iqbal et al., 1986; Buée et al., 2000).
The cognitive deficits are highly correlated to the abundance of NFT in the brain of AD
subjects (Nelson et al., 2012). Senile plaques are composed of extracellular deposits of the
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amyloid-β peptide (Aβ) surrounded by dystrophic neurites
containing abnormally phosphorylated tau proteins. Aβ is
produced by the proteolytic cleavage of the amyloid precursor
protein (APP; Glenner and Wong, 1984; Kang et al., 1987).

Experimental models have demonstrated that tau pathology
propagates in the brain after exposure to pathological tau in a
prion-like manner by recruiting endogenous tau (Mudher et al.,
2017). Indeed, the seeding of endogenous murine or human tau
has been observed in the brain after intracerebral injection of
brain homogenates or PHF-tau proteins from AD brain tissues
in wild-type (WT) and in tau transgenic mice (Clavaguera et al.,
2013, 2014; Audouard et al., 2016).

Further investigations are necessary to identify potential
extracerebral routes of tau pathology transmission as it was
suggested for some prion diseases. Indeed, cases of iatrogenic
Creutzfeldt–Jakob’s disease (CJD) have been induced by the
use of contaminated growth hormone derived from cadaver
with undiagnosed CJD infections and by transfusion of blood
products (Brown, 1988; Llewelyn et al., 2004; Wroe et al.,
2006; Brown et al., 2012). In some cases of iatrogenic CJD,
tau pathology was observed in the brain of patients after
exposure to cadaver-derived human growth hormone, suggesting
that tau pathology could develop through an extracerebral
iatrogenic transmission (Duyckaerts et al., 2018). The role
of the intravascular system as a potential extracerebral route
for transmission of tau pathology is not clearly elucidated
as studies showed no association or an increased risk for
AD after blood transfusion in cohort studies (O’Meara et al.,
1997; Edgren et al., 2016; Lin et al., 2019). The presence of
phosphorylated tau proteins has however been demonstrated
in the plasma of normal subjects (Yang et al., 2018). Plasma
tau protein was detected already in young individuals and
the concentration of plasma tau proteins increased with age
in cognitively normal subjects (Chiu et al., 2017; Lue et al.,
2019). Moreover, the permeability of the blood–brain barrier
has been reported to be increased with age in the hippocampus
of healthy individuals (Montagne et al., 2015) and in AD
(Rosenberg, 2014; van de Haar et al., 2016), suggesting that
aged individuals with compromised blood–brain barrier might
be more susceptible to passage of plasma tau proteins in the
brain and potential seeding of a tau pathology. The presence
of an amyloid-β pathology in the brain might also facilitate
the seeding of a tau pathology, since recent studies have
shown that amyloid increases tau seeding after intracerebral
injection of PHF-tau proteins from AD brain (He et al.,
2018; Vergara et al., 2019). To investigate experimentally a
potential role of the intravascular route in the development
of a tau pathology in a model with compromised blood–brain
barrier and amyloid-β pathology, we have analyzed amyloid
and tau pathologies after intravenous injection of PHF-tau
proteins from AD brain in WT and 5XFAD mice. 5XFAD
mice, an animal model of AD amyloidosis expressing human
mutated APP and Presenilin 1 (PS1), develops amyloid
plaques in the brain at 3 months of age (Oakley et al.,
2006) and show a higher permeability of the blood–brain
barrier (Kook et al., 2012, 2013; Batarseh et al., 2017). This
higher permeability in 5XFAD mice is due to the presence

of Aβ42, which induces a disruption of tight junctions in
brain capillaries and has also been observed in AD brains
(Wisniewski et al., 1997; Kook et al., 2012, 2013; Batarseh
et al., 2017; Yamazaki et al., 2019). We observed that a single
intravascular injection of PHF-tau proteins induced a long-term
inflammatory response in 5XFAD mice, an increased amyloid-β
burden and increased tau immunoreactivity in plaque-associated
dystrophic neurites.

MATERIALS AND METHODS

Human Brain Tissue
Human brain tissue samples were taken at autopsy from a
demented patient clinically diagnosed as having AD (60 years
old, female, postmortem delay of 24 h) or from a nondemented
control subject (67 years old, male, postmortem delay of
24 h). Tissue samples were fixed with formalin 10% and
embedded in paraffin for neuropathological examination or were
kept at −80◦C. The neuropathological examination confirmed
the presence of NFT and amyloid plaques in this AD case
(Braak stage VI, Thal stage 4) and their absence in the
control case. This study on postmortem brain tissue was
performed in compliance and following approval of the Ethical
Committee of the Medical School of the Free University
of Brussels.

Preparation of Human Sarkosyl-Insoluble
PHF-Tau Fraction
Sarkosyl fractionation of human brain tissue was performed
as previously described (Brion et al., 1991; Frederick et al.,
2015). Frozen frontal cortex (0.5 g) from AD and control cases
was homogenized in 10 volumes of ice-cold PHF-extraction
buffer [10 mM Tris–HCl (pH 7.4), 0.8 M NaCl, 1 mM
EDTA, and 10% sucrose]. The homogenate was centrifuged
at 15,000× g for 20 min at 4◦C. N-lauroylsarcosine sodium
salt (L-5125; Sigma-Aldrich) was added to the supernatant
to reach a final concentration of 1% (w/v). The lysate was
incubated overnight at 4◦C with a mild agitation followed
by an ultracentrifugation at 180,000× g for 30 min at
4◦C. The sarkosyl soluble supernatant was removed and the
sarkosyl-insoluble pellet, containing PHF, was gently rinsed
and re-suspended in 0.25 ml of PBS by vigorous pipetting.
The protein concentration was determined by Bradford protein
assay (Bio-Rad). These Sarkosyl fractions were aliquoted and
kept at−20◦C.

Negative Staining of Tau Filaments by
Transmission Electron Microscopy
The Sarkosyl-insoluble material was ultrastructurally
characterized by transmission electron microscopy. This
material was adsorbed on formvar-carbon-coated EM grids
and negatively stained with potassium phosphotungstate as
reported before (Brion et al., 1991; Poncelet et al., 2019) and
observed with a Zeiss EM 809T at 80 kV. The average length
of sarkosyl-insoluble filaments was measured on 200 filaments,
using the ImageJ software.
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Animals
The 5XFAD heterozygote mice contain five familial AD
mutations for APP (K670N/M671L, I716V, V717I) and for
PS1 (M146L, L286V; Oakley et al., 2006). Mutants APP and
PS1 transgene expression is driven by the mouse Thy1 promoter.
Genotyping was performed by PCR amplifications of DNA
extracted from tail, using previously described primers for
human APP (Oakley et al., 2006; Leroy et al., 2012). Only
female heterozygote animals were used in the present study;
non-transgenic littermates were used as WT controls. Tg30 mice
express 1N4R human tau mutated on G272V/P301S under the
control of a Thy.1 promoter (Schindowski et al., 2006; Leroy
et al., 2007). Brain sections of these mice were used as positive
control for anti-human or pathological tau immunolabelings.

Intravenous Injection of Sarkosyl Fractions
Three-month-old WT and 5XFAD female mice were not treated
(not injected group: WT mice, n = 3; 5XFAD mice, n = 3)
or treated by injection in the orbital venous plexus of 10 µg
proteins of sarkosyl fraction isolated from control frontal cortex
(CTL injected group: WT mice, n = 3; 5XFAD mice, n = 3) or
sarkosyl fraction isolated from AD frontal cortex (AD injected
group: WT mice, n = 3; 5XFAD mice, n = 3). Six months after
injection, mice were anesthetized with a solution of xylazine
(5% v/v; Rompun, Bayer) and ketamine hydrochloride (10% v/v;
Nimatek) in physiological saline by i.p. injection (100 ml/10 g
of body weight, final dose, 10 mg/kg xylazine, and 100 mg/kg
ketamine) and the blood was retrieved by intracardiac punction
and allowed to coagulate. Tubes containing coagulated blood
was centrifuged at 1000× g for 10 min at room temperature.
The supernatant corresponding to serum was retrieved. Brains
were fixed in 10% formaldehyde and embedded in paraffin. All
studies on animals were performed in compliance and following
approval of the Ethical committee for the care and use of
laboratory animals of the Medical School of the Free University
of Brussels.

Western Blotting
The protein assay was performed with the Bradford method
(Biorad). Sarkosyl-insoluble fractions from control or AD frontal
cortex were heated in Laemmli buffer at 100◦C for 5 min and
were analyzed by Western blotting, with anti-total tau B19,
anti-phosphotau PHF-1, and anti-amyloid antibodies. Fractions
(5 µg/lane) were run in 10% Tris–glycine SDS-PAGE gels and
transferred on nitrocellulose membranes (Leroy et al., 2000).
The nitrocellulose sheets were blocked in semifat dry milk [10%
(w/v) in Tris-buffered saline] for 1 h at room temperature
and incubated overnight with primary antibodies, followed
by anti-rabbit or anti-mouse immunoglobulins conjugated to
peroxidase. Finally, the membranes were incubated in pico
substrate (Pierce). The ECL signal was captured using a Fusion
SOLO 4S system equipped with a DARQ-7 camera and the
fusion-capt software (Vilber-Lourmat).

Antibodies and Immunohistochemistry
The characteristics of all primary antibodies used in this study are
summarized in Supplementary Table S1.

Tissue sections (7 µm of thickness) were deparaffined
and incubated in H2O2 to inhibit endogenous peroxidase.
Sections were rinsed in water and then incubated with a
blocking solution [10% normal rabbit serum in TBS (Tris
0.01 M, NaCl 0.15 M, pH 7.4)]. After this incubation, sections
were incubated overnight with the primary antibody solution
and then incubated with anti-mouse or anti-rabbit antibodies
conjugated to biotin (Vector) followed by the ABC complex
(Vector). Sections were revealed with a peroxidase substrate, a
solution of diaminobenzidine as a chromogen (DAKO). Sections
immunolabeled with anti-amyloid antibodies were pre-treated
with 99% formic acid (Stygelbout et al., 2014). Tissue sections
were stained with hematoxylin, Thioflavin T, Gallyas staining, or
DAPI for histological examination as previously described (Ando
et al., 2011; Leroy et al., 2012; Poncelet et al., 2019).

For detection of immunoglobulin extravasation, sections were
incubated directly with anti-mouse antibody conjugated to biotin
(Vector) followed by the ABC complex (Vector) without primary
antibody. Sections were revealed with a peroxidase substrate, a
solution of diaminobenzidine as a chromogen.

Quantification of Labeling
Mouse brain sections were labeled with the corresponding
antibody or stained and examined with an Axioplan microscope
(Carl Zeiss). Digital images covering all the dentate gyrus of
the hippocampus were acquired with a 2.5× objective lens,
an Axiocam Hrc camera, and the Axiovision software (Carl
Zeiss). The total surface of the dentate gyrus was measured
using manual selection and the labeled area in the dentate
gyrus was determined with the ImageJ software (NIH) by
detecting positive pixels using image thresholding, as reported
previously (Héraud et al., 2014; Vanden Dries et al., 2017;
Houben et al., 2019).

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using Prism 7 software
(GraphPad Software). Statistical comparisons were performed
using one-way or two-way ANOVA followed by Tukey’s
Multiple Comparison Test as noted in figure legends. Values of
p < 0.05 were considered significant.

RESULTS

Characterization of Sarkosyl-Insoluble
Fraction From Human Brain
The presence of tau in sarkosyl fractions from control or
AD brains that were used for injection was analyzed by
Western blotting with anti-phosphotau (PHF1) and anti-total
tau antibodies (Figure 1A). We detected phosphorylated tau
proteins (PHF-tau proteins) as three major bands as previously
described in AD sarkosyl fractions (Goedert et al., 1992).
These bands were absent in sarkosyl fractions from control
subjects. The presence of tau filaments in the form of PHF in
sarkosyl fractions from AD brain was confirmed by negative
staining by electron microscopy (Figure 1B). The PHF had
an average length of 165.9 ± 7.6 nm (mean ± SEM).
We also analyzed the sarkosyl fractions for the presence
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FIGURE 1 | Intravenous injection of paired helical filaments (PHF)-tau proteins does not induce anti-tau immunoglobulins production. (A) Western blotting of
sarkosyl-insoluble fraction from control (CTL) or Alzheimer’s disease (AD) brain containing PHF-tau with antiphosphotau antibody (PHF1) or total tau antibody (B19).
Tau immunoreactivity was detected in sarkosyl fraction from AD brain but not in sarkosyl fraction from CTL brain. (B) Sarkosyl-insoluble fraction from AD brain
contains PHF observed by transmission electron microscopy. Scale bar: 75 nm. (C–F) Immunolabeling on tissue sections of the hippocampus of 5XFAD mice
injected with AD sarkosyl fractions with anti-human tau antibody (C,E) and counterstained with thioflavin to stain amyloid plaques (D,E). Tg30 mice brain sections
expressing human mutant 1N4R tau were used as a positive control for anti-human tau immunolabeling (F). Scale bar: 10 µm. (G–K) Immunolabeling on tissue
sections of the hippocampus of an AD patient with the serum of wild-type (WT; G,H) or 5XFAD mice (I,J) injected with sarkosyl fractions from control (G,I) or AD
(H,J) brain. Serums from injected mice do not show any tau immunoreactivity on the hippocampus of this AD patient. AT8 immunolabeling was used as a positive
control (K). Scale bar: 10 µm.

of amyloid-β by Western blotting with the 6E10 antibody.
Amyloid-β was not detected in sarkosyl fractions (data
not shown).

Single Intravenous Injection of PHF-Tau
Proteins Does Not Induce the Production
of Anti-tau Antibodies in WT and 5XFAD
Injected Mice
In order to test for the presence of anti-tau antibodies in the
serum of intravenously injected mice, we labeled brain sections
of AD brains with serums of control or AD injected mice
using them as primary antibodies. Tau immunoreactivity was

not detected on AD brain sections labeled with serum of WT
or 5XFAD injected mice (Figures 1G–J), whereas NFT were
detected with AT8 anti-phosphotau antibody on an adjacent
section of AD brain (Figure 1K).

Intravenous Injection of PHF-Tau Proteins
Increases Astrocytic and Microglial
Immunoreactivity in 5XFAD Mice Brain
To understand the effect of intravenous injection of PHF-tau
into WT and 5XFAD mice, we first investigated glial
activation by immunohistochemistry using anti-GFAP (an
astrocytic marker) and anti-iba1 (microglial or macrophage
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FIGURE 2 | Neuroinflammation is increased in 5XFAD mice after injection of PHF-tau proteins from AD brain. (A–H3): Immunolabelling with anti-GFAP antibody on
the dentate gyrus of WT mice (A,B) and 5XFAD mice (C–H3) not injected (C and F1–3) or injected with sarkosyl fractions from control (A,D and G1–3) or AD brain
(B,E and H1–3). Pictures (F1,G1 and H1) are higher magnifications of the dentate gyrus illustrated in (C,D and E), respectively. Sections were counterstained with
Thioflavin T (F3,G3 and H3) and showed localization of astrocytic cells (F1,G1,H1) around amyloid deposits (in green in figures F2,G2 and H2). (I–P3)
Immunolabelling with anti-Iba1 antibody on the dentate gyrus of WT mice (I and J) and 5XFAD mice (K–P3) not injected (K and N1–3) or injected with sarkosyl
fractions from control (I,L and O1–3) or AD brain (J,M and P1–3). Pictures (N1,O1 and P1) are higher magnifications of the dentate gyrus illustrated in (K,L and M),
respectively. Sections were counterstained with Thioflavin T (N3,O3 and P3) and showed localization of microglial cells around amyloid deposits (in green in figures
N2,O2 and P2). Scale bars: (A–E,I–M): 250 µm and (F1–H1,N1–P1): 40 µm, N2/3-P2/3: 80 µm. (Q,R) Quantification of GFAP (Q) and Iba1 (R) immunostainings in
the dentate gyrus of WT and 5XFAD mice not injected or injected with sarkosyl fractions from control or AD brain. 5XFAD mice injected with sarkosyl fractions from
AD brain showed a significant increase of the GFAP (Q) or the Iba1 (R) immunolabelling compared to control or AD injected WT mice or compared to 5XFAD mice
not injected or injected with control fraction (Two way anova, Tukey post-test, *p < 0.05; **p < 0.01). No significant differences were observed in WT mice injected
with sarkosyl fractions from control or AD brain or in 5XFAD mice not injected or injected with sarkosyl factions from control brain.

marker) antibodies (Figure 2). A prominent astrocytosis and
microgliosis were observed in the dentate gyrus of 5XFAD
mice injected with AD sarkosyl fractions (Figures 2E,H,M,P)
and significantly increased compared to WT mice injected
with control or AD sarkosyl fractions, or even compared

to 5XFAD not injected or injected with control sarkosyl
fraction (Figures 2Q,R). The reactive astrocytes and microglial
cells were mainly localized around amyloid plaques in
5XFAD mice injected with PHF-tau proteins from AD
(Figures 2H,P).
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FIGURE 3 | Effect of intravenous injection of PHF-tau proteins from AD brain on the formation of amyloid plaques. Immunolabeling of the dentate gyrus of 5XFAD
mice not injected (A–C) or injected with sarkosyl fractions from control (D–F) and AD brain (G–I) with anti-Aβ40 (A,D,G), anti-Aβ42 (B,E,H) antibodies and with
Thioflavin T staining (C,F,I). Quantification of Aβ40, Aβ42, and Thioflavin T immunostaining showed a significant increase in 5XFAD mice injected with sarkosyl
fraction from AD brain compared to 5XFAD mice not injected or injected with control fraction (J–L; one-way ANOVA, Tukey post-test, ∗p < 0.05). Slides were
counterstained with DAPI in pictures (C,F,I). Scale bar: 200 µm.

Intravenous Injection of PHF-Tau Proteins
Exacerbates Amyloid Plaque Burden
To analyze the effect of intravenous injection of PHF-tau
proteins on amyloid plaque formation, we quantified by
immunohistochemistry the load of amyloid plaques in
non-injected or injected 5XFAD mice with antibodies to
Aβ40 and to Aβ42 and with thioflavin staining (Figure 3).
The mean area covered by Aβ40 (Figures 3A,D,G)

and Aβ42 (Figures 3B,E,H) positive plaques was
significantly increased in the dentate gyrus of 5XFAD
mice injected with AD sarkosyl fraction compared to
5XFAD mice not injected or injected with control fraction
(Figures 3J,K). The increase of amyloid plaque burden
in 5XFAD mice injected with AD sarkosyl fraction
was also observed when using thioflavin T staining
(Figures 3C,F,I,L).
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Effect of Intravenous Injection of PHF-Tau
Proteins on the Development of Tau
Pathology
We next investigated the effect of intravenous injection of
PHF-tau proteins on the formation of tau pathology in the
brain of injected mice. We never detected accumulation of
phosphorylated tau in WT mice injected with control or
AD sarkosyl fractions (data not shown). The presence of
phosphorylated and conformationally modified tau was detected
with pThr231, AT8, and MC1 antibodies in dystrophic neurites
surrounding amyloid plaques in 5XFAD mice injected with
control or AD fractions (Figure 4). However, the mean
area covered by anti-phosphotau and anti-conformational tau
immunoreactivity in these dystrophic neurites was significantly
increased in 5XFAD mice injected with AD sarkosyl fraction
compared to 5XFAD mice not injected or injected with control
sarkosyl fraction (Figures 4J–L).

The increased tau immunoreactivity in plaque-associated
dystrophic neurites was not detected by the anti-human
tau antibody (Figures 1C–E) in 5XFAD-AD injected
mice (Figures 1C–E) indicating that this increased tau
immunoreactivity was not due to the accumulation of
human tau (injected 3 months before) in the dystrophic
neurites surrounding plaques. Human tau was detected by the
anti-human tau antibody in mice expressing human mutant
1N4R tau (Figure 1F).

Only phosphorylated tau was present in plaque-associated
dystrophic neurites as tau aggregates were not detected byGallyas
staining in these structures. NFT were not observed in 5XFAD
mice injected with control or AD sarkosyl fractions whereas
they were detected in neurons of mice expressing human mutant
1N4R tau (Figure 4, insets in Figures 4A1,B1, and C1).

The Permeability of the Blood–Brain
Barrier Is Increased in the Brain of 5XFAD
Mice
Surprisingly, the effect of intravenous injection of AD PHF-tau
proteins on neuroinflammation and on amyloid or tau pathology
was only observed in 5XFAD brain and not in WT brain.
Previous studies have shown that the blood–brain barrier has a
higher permeability in the brains of 5XFADmice, suggesting that
PHF-tau proteins could enter more easily in 5XFAD brain than
inWT brain (Kook et al., 2012; Batarseh et al., 2017). To confirm
this observation in our mouse model, we analyzed the presence
of mouse immunoglobulins around blood vessels in WT and in
5XFADmice brains. We observed a diffuse immunoreactivity for
mouse immunoglobulins around blood vessels in 5XFAD brain
(arrows in Supplementary Figure S1B) but not in WT brain
(Supplementary Figure S1A), indicating that the blood–brain
barrier had a higher permeability in 5XFAD mice, leading to the
extravasation of mouse immunoglobulins.

DISCUSSION

In this study, we show that a single intravenous injection
of PHF-tau proteins induces a long-term neuroinflammation

FIGURE 4 | Intravenous injection of PHF-tau proteins exacerbates tau
pathology in 5XFAD mice. Immunolabelling of the dentate gyrus of 5XFAD
mice not injected (A1–3,B1–3 and C1–3) or injected with sarkosyl fractions
from control (D1–3,E1–3 and F1–3) and AD brain (G1–3,H1–3 and I1–3)
with anti-phosphoThr231 antibody (A1/A2,D1/D2 and G1/G2), AT8 antibody
(B1/B2,E1/E2 and H1/H2) and with MC1 antibody (C1/C2,F1/F2 and
I1/I2). Quantification of phospho-Thr231, AT8 and MC1 immunostaining in
dystrophic neurites surrounding amyloid plaques showed a significant
increase in 5XFAD mice injected with sarkosyl fraction from AD brain
compared to 5XFAD mice not injected or injected with control fraction (J,K
and L; One-way anova, Tukey post-test, ∗p < 0.05; ∗∗p < 0.01). Slides were
counterstained with Thioflavin T to show amyloid deposits in green. Tg30
mice brain expressing human mutant 1N4R tau was used as a positive
control for immunolabellings (insets in A1,B1 and C1). Scale bar: 20 µm.

(as evidenced by increased astrogliosis and microgliosis) and
increases amyloid-β and associated tau pathology in the brain
of 5XFAD mice and is already apparent in the small cohort of
mice analyzed in this study. In previous studies,WT (Rozenstein-
Tsalkovich et al., 2013) and tau transgenic mice (Boimel et al.,
2010; Rozenstein-Tsalkovich et al., 2013; Selenica et al., 2014)
have been treated by subcutaneous or intraperitoneal injection of
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tau peptides or recombinant human tau proteins with adjuvants
to study the effect of an active immunization protocol with
repeated injections on tau pathology. An increased or a decreased
neuroinflammation and the presence of anti-tau antibodies in
their serum was observed in these immunized mice and a
reduction of tau pathology was reported by this immunotherapy
approach. After a single intravenous injection of native PHF-tau
proteins from AD brains (in the absence of adjuvants), we
observed an increased neuroinflammation in the dentate gyrus
of 5XFAD mice in absence of anti-tau antibodies in their serum,
suggesting that the observed neuroinflammation did not result
from an immune reaction due to the generation of anti-tau
antibodies. Neuroinflammation induced by lipopolysaccharide
treatment stayed for a longer time in the brain of APP transgenic
mice than in WT mice but neuroinflammation decreased after a
few days in their brain (Herber et al., 2004). In our AD injected
5XFAD mice, neuroinflammation was still present 6 months
after injection, suggesting that the increased neuroinflammation
observed in these mice is not just due to a non-specific,
transient inflammatory reaction induced by the injection of
PHF-tau proteins. Moreover, this increased neuroinflammation
was observed only in AD injected 5XFAD mice and not in
the control injected 5XFAD mice, indicating that this increased
neuroinflammation is due to PHF-tau protein injection. We
hypothesize that the increased neuroinflammation was observed
in AD injected 5XFAD mice and not in CTL 5XFAD mice
or in AD injected WT mice because of a combined effect
of the presence of PHF-tau proteins in the injected material
and of the disruption of the blood–brain barrier in 5XFAD
mice as we confirmed by demonstrating an extravasation of
immunoglobulins in the latter mice, implying potentially a more
easy access of intravenously injected PHF-tau proteins to the
brain tissue in 5XFAD mice.

An interesting finding of this study is that intravenous
injection of PHF-tau proteins from AD brains increased
amyloid-β burden in 5XFAD mice. The role of
neuroinflammation in the formation of amyloid plaques
is not yet clearly understood as mouse models in which
neuroinflammation was induced by activator of the immune
system (such as lipopolysaccharides) showed unmodified,
increased, or even reduced amyloid plaque formation (DiCarlo
et al., 2001; Herber et al., 2004; Lee et al., 2008). The important
neuroinflammation present in the dentate gyrus of 5XFAD
mice injected with PHF-tau proteins could be responsible
for the increased amyloid plaque burden in this area, since
microglial cells have been suggested to be involved in the
production of amyloid-β (Wegiel and Wisniewski, 1990; Baik
et al., 2016; Spangenberg et al., 2019) and could thus be directly
responsible for the increased amyloid burden observed in
AD injected 5XFAD mice. Moreover, treatment of 5XFAD
mice with fingolimod, an anti-inflammatory drug, induced a
reduction of gliosis but also a reduction of the amyloid load,
indicating that gliosis can affect the formation of amyloid
(Aytan et al., 2016). However, we cannot discard the possibility
that the increased amyloid burden is primarily responsible
for the increased astrogliosis and microgliosis that we have
observed in our AD injected 5XFAD mice since reactive

astrocytes and microglial cells were mainly localized around
amyloid deposits.

A previous study showed that extracellular human tau
proteins added in the medium of primary cultures of neurons
increases the production of amyloid-β (Bright et al., 2015).
The latter result supports our in vivo observation and is
compatible with the hypothesis that intravenously injected
PHF-tau proteins entering into the brain through increased
blood–brain barrier permeability could induce the increased
amyloid burden observed in 5XFAD injected mice.

Interestingly, the accumulation of abnormally
phosphorylated and conformationally modified tau was
increased in dystrophic neurites surrounding amyloid deposits
in PHF-tau injected 5XFAD mice compared to control injected
5XFAD mice. It can be speculated that the increased amyloid
burden observed in AD injected 5XFADmice led to the increased
tau phosphorylation in plaque-associated dystrophic neurites.
Numerous studies have shown that amyloid exacerbates
tau pathology in tau transgenic mice expressing mutant
APP/PS1 or by stereotaxic injection of amyloid in the brain
of tau mice but, compared to the present study, different
mechanisms of tau-amyloid interactions are involved in these
models (Lewis et al., 2001; Oddo et al., 2003; Bolmont et al.,
2007; Terwel et al., 2008; Héraud et al., 2014). Indeed, tau
pathology developed spontaneously due to the genetically
derived expression of human mutant tau and tau pathology
was enhanced, but not induced, by amyloid-β in these previous
models. A role for the increased neuroinflammation in the
increase of tau pathology in plaque-associated dystrophic
neurites is also possible, as suggested by other observations
linking neuroinflammation and tau pathology (Asai et al., 2015;
Maphis et al., 2015).

The development of a tau pathology in the brain has been
described after intraperitoneal (Clavaguera et al., 2014) injection
of brain homogenates or PHF-tau proteins from AD brain
tissue. Besides this study, few information are available about
extracerebral route of tau pathology transmission. Intracerebral
injection of PHF in previous studies induced the formation
of Gallyas and phosphotau positive fibrillary tau inclusions
mainly as grains, neuropil threads, and glial inclusions (He et al.,
2018; Vergara et al., 2019). In 5XFAD mice, an accumulation
of phosphorylated tau in dystrophic neurites surrounding
amyloid plaques was observed after injection of PHF-tau
proteins from AD brains but without detection of tau aggregates
in these dystrophic neurites (Vergara et al., 2019). In our
study, the accumulation of phosphorylated tau in dystrophic
neurites surrounding amyloid plaques and the absence of tau
aggregates in these dystrophic neurites are in agreement with
observations made in intracerebrally injected 5XFAD mice.
However, a difference between intravenous and intracerebral
injection of PHF-tau proteins is the absence of formation of tau
inclusions in neurons or glial cells in our intravenous injection
study. We cannot discard the hypothesis that tau inclusions
could be present in our intravenous injected mice after longer
incubation periods as tau aggregates developed spontaneously
in APP/PS1 mice at older age as reported in a recent study
(Metaxas et al., 2019). However, the absence of pericaryal tangles
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formation in 5XFAD mice after intravenous injection was not
specifically due to the inoculation pathway as such pericaryal
tangle was not observed in 5XFAD mice after intracerebral
injection of pathological tau proteins from AD brains
(Vergara et al., 2019).

CONCLUSION

We show in this study that a single intravenous injection
of PHF-tau proteins from AD brain was sufficient to induce
a long-standing neuroinflammation in 5XFAD mice with
documented effects on amyloid burden and associated tau
pathology. Tau proteins have been detected in the blood using
sensitive methods (Zetterberg et al., 2013; Chiu et al., 2017;
Tatebe et al., 2017; Fossati et al., 2019; Lue et al., 2019), and
our study suggests that blood products containing modified
tau proteins might have a potential role in modulating the
development of AD pathologies in the brain of elderly people
in which the blood–brain barrier permeability is increased with
aging. This study in an animal model thus provides important
information about the relative AD risk of the extracerebral
route that is medically relevant considering the wide use of
blood products.

Several limitations of the present study will need however
to be addressed in future studies, including confirmation of
the results in larger cohorts to take into account variabilities
with the administration route and additional assessment of the
role of the blood–brain barrier. Additional direct comparative
studies of the effects of intravenous and intracerebral inoculation
experiments will be informative for assessing the relative
efficiency of extra- and intracerebral routes in the development of
tau pathology.
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FIGURE S1 | Extravasation of immunoglobulins was detected in 5XFAD mice
brain. (A,B) Detection of mouse immunoglobulins in the brain of WT (A) and
5XFAD mice (B). A diffuse immunostaining (arrows) is observed around blood
vessels (star) in 5XFAD mice whereas no immunoglobulin extravasation was
detected in WT mice around blood vessel (star). Scale bar: 50 µm.
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Alzheimer PHF-tau aggregates do not spread tau pathology to the brain via 
the Retino-tectal projection after intraocular injection in male 
mouse models 
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A B S T R A C T   

Neurofibrillary tangles (NFT), a neuronal lesion found in Alzheimer’s disease (AD), are composed of fibrillary 
aggregates of modified forms of tau proteins. The propagation of NFT follows neuroanatomical pathways sug
gesting that synaptically connected neurons could transmit tau pathology by the recruitment of normal tau in a 
prion-like manner. Moreover, the intracerebral injection of pathological tau from AD brains induces the seeding 
of normal tau in mouse brain. Creutzfeldt-Jacob disease has been transmitted after ocular transplants of cornea 
or sclera and the scrapie agent can spread across the retino-tectal pathway after intraocular injection of scrapie 
mouse brain homogenates. In AD, a tau pathology has been detected in the retina. To investigate the potential 
risk of tau pathology transmission during eye surgery using AD tissue material, we have analysed the devel
opment of tau pathology in the visual pathway of mice models expressing murine tau, wild-type or mutant 
human tau after intraocular injection of pathological tau proteins from AD brains. Although these pathological 
tau proteins were internalized in retinal ganglion cells, they did not induce aggregation of endogenous tau nor 
propagation of a tau pathology in the retino-tectal pathway after a 6-month incubation period. These results 
suggest that retinal ganglion cells exhibit a resistance to develop a tau pathology, and that eye surgery is not a 
major iatrogenic risk of transmission of tau pathology, contrary to what has been observed for transmission of 
infectious prions in prion diseases.   

1. Introduction 

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease character
ized by the presence of neuronal lesions called neurofibrillary tangles 
composed of abnormally phosphorylated and aggregated tau proteins. 
These aggregated tau proteins found in neurofibrillary tangles form 
abnormal filaments called paired helical filaments (PHF). The devel
opment of tau pathology in brain of Alzheimer’s disease (AD) patients is 
graded into 6 stages according to the neuroanatomical localisation and 
the density of NFT (Braak and Braak, 1991). Interestingly, the formation 
of NFT in the brain is not random but follows neuroanatomical pathways 
suggesting that synaptically connected neurons could transmit tau pa
thology by transcellular transfer of abnormal tau. In vitro and in vivo 
studies have suggested that abnormal tau can recruit and seed the 

formation of new tau aggregates by a “Prion-like” mechanism (Mudher 
et al., 2017). Previous studies have shown that the intracerebral injec
tion of pathological tau proteins (PHF-tau proteins) from AD brains in
duces the seeding of normal murine and human tau in mouse brain 
indicating that pathological tau can recruit endogenous tau to adopt a 
pathological form (Clavaguera et al., 2013; Audouard et al., 2016; 
Vergara et al., 2019). 

The scrapie agent can spread across the retino-tectal pathway along 
neuronal pathways via axons emerging from the retina after intraocular 
injection of terminally affected scrapie mouse brain homogenates 
(Fraser, 1982). Infectious prions have been found in the retina and optic 
nerve in Creutzfeldt-Jacob patients and this disease has been trans
mitted after ocular transplants of cornea or sclera (Duffy et al., 1974; 
Heckmann et al., 1997; Mehta and Franks, 2002; Head et al., 2003; Head 

* Corresponding author at: Laboratory of Histology, Neuroanatomy and Neuropathology, Université Libre de Bruxelles, Faculty of Medicine, 808, route de Lennik, 
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et al., 2005). In Alzheimer’s disease, a tau pathology has been detected 
in the inner cell layer and in the inner and outer plexiform layers of the 
retina (Schön et al., 2012; Den Haan et al., 2018). Moreover, the pres
ence of phosphorylated tau has been demonstrated in eye fluids sug
gesting that all eye tissues could be potentially contaminated by these 
tau proteins (Gijs et al., 2021; Romaus-Sanjurjo et al., 2022). However, 
it is not known if pathological tau could seed the aggregation of normal 
tau after optical surgery or graft. To investigate the ability of PHF-tau 
proteins from AD brains to seed murine or human tau and induce 
spreading of tau pathology in the brain after an ocular contamination, 
we have investigated the formation of tau pathology in the retina, the 
lateral geniculate nucleus and the superior colliculus after the injection 
of PHF-tau proteins from AD brains in the eye vitreous chamber of mice 
expressing murine or human tau. 

2. Material and methods 

2.1. Human brain tissue 

Human brain tissue samples were taken at autopsy from a demented 
patient clinically diagnosed as having AD (60 years old, female, post- 
mortem delay of 24 h, NFT Braak stage VI and amyloid plaques Thal 
stage 4) or from a nondemented control subject (67 years old, male, 
post-mortem delay of 24 h). Tissue samples were fixed with formalin 
10% and embedded in paraffin for neuropathological examination or 
were kept at − 80 ◦C. The neuropathological examination confirmed the 
presence of NFT and amyloid plaques in this AD case and their absence 
in the control case. This study on postmortem brain tissue was per
formed in compliance and following approval of the Ethical Committee 
of the Medical School of the Free University of Brussels. 

2.2. Preparation of human sarkosyl-insoluble PHF-Tau fraction 

Sarkosyl fractionation of human brain tissue was performed as pre
viously described (Brion et al., 1991a; Vergara et al., 2019). 0.5 g of 
frozen frontal cortex from AD and control cases was homogenized in 10 
volumes of ice-cold PHF-extraction buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 
0.8 M NaCl, 1 mM EDTA, 10% sucrose). The homogenate was centri
fuged at 15,000 xg for 20 min at 4 ◦C. N-lauroylsarcosine sodium salt (L- 
5125; Sigma-Aldrich) was added to the supernatant to reach a final 
concentration of 1% (w/v). The lysate was incubated at 4 ◦C overnight 
with a mild agitation followed by a ultracentrifugation at 180,000 xg for 
30 min at 4 ◦C. The Sarkosyl soluble supernatant was removed and the 
Sarkosyl-insoluble pellet containing PHF was gently rinsed and re- 
suspended in 0.25 ml of PBS by vigorous pipetting. The protein con
centration was determined by Bradford protein assay (Bio-Rad) and 
adjusted to 2 μg/μl for the AD case or 1 μg/μl for the control case. These 
Sarkosyl fractions were aliquoted and kept at − 20 ◦C. This study on 
postmortem brain tissue was performed in compliance and following 
approval of the Ethical Committee of the Medical School of the Free 
University of Brussels. 

2.3. Negative staining of Tau filaments by transmission electron 
microscopy 

The Sarkosyl-insoluble material was ultrastructurally characterized 
by transmission electron microscopy. This material was adsorbed on 
formvar‑carbon-coated EM grids and negatively stained with potassium 
phosphotungstate as reported (Vergara et al., 2019) before observation 
with a Zeiss EM 809 T at 80 kV. The average length of sarkosyl insoluble 
filaments was measured on 200 filaments with ImageJ software. 

2.4. Biosensor FRET cells 

The biosensor cellular assay (FRET) used cultured cells expressing a 
tau repeat domain (RD) fused to CFP and a tau RD fused to YFP (Furman 

et al., 2015). This bio-assay is based on the uptake of seeds into cells 
which induces aggregation of tau-CFP and tau-YFP, producing a FRET 
signal. Cells were plated at a density of 400,000 cells per well in a 6-well 
plate. Eighteen hours later, cells were transfected with liposomes 
preparation by combining Xtremegene HP transfection reagent (Roche) 
with sarkosyl fractions from CTL or AD brains in Optimem medium. 
Liposome preparation was incubated 20 min at room temperature before 
adding to cells. Cells were observed with a Zeiss Axioplan microscope 
twenty-four hours after transfection. 

2.5. Western blotting 

The protein assay was performed with the Bradford method (Biorad). 
Sarkosyl insoluble fractions were heated in Laemmli buffer at 100 ◦C for 
5 min and were analysed by western blotting with anti-total tau B19 and 
anti-phosphotau PHF-1 antibodies as previously described (Frederick 
et al., 2015; Vanden Dries et al., 2017). Fractions (5 μg/lane) were run in 
10% Tris-glycine SDS-PAGE gels and transferred on nitrocellulose 
membranes. The nitrocellulose sheets were blocked in semifat dry milk 
(10% (w/v) in Tris-buffered saline) for 1 h at room temperature and they 
were incubated with primary antibodies overnight followed by anti- 
rabbit or anti-mouse immunoglobulins conjugated to peroxidase. 
Finally, the membranes were incubated in pico substrate (Pierce). The 
ECL signal was captured using a Fusion SOLO 4S system equipped with a 
DARQ-7 camera and the fusion-capt software (Vilber-Lourmat). Blot 
quantitation was performed with ImageJ software (NIH) and data 
normalization between blots was performed by placing a standard in 
each blot. The standard used is a brain homogenate of a Tg22 mouse. 

2.6. Mouse lines 

Tg22 mice (also referred to as THY-Tau22 mice) express a 1N4R 
human tau isoform mutated at positions G272V and P301S, under 
control of a Thy1 promoter, and display tau pathology in absence of 
motor dysfunction (Schindowski et al., 2006). Gallyas-positive neuro
fibrillary tangles appear in the cortex and the hippocampus at 6 months 
of age in these mice (Schindowski et al., 2006). Only male heterozygous 
Tg22 mice were used in this study and male littermates non-transgenic 
mice (pooled and named hereafter with C57BL/6 J wild-type mice) were 
also used in this study. 

hTau mice express the six human tau isoforms, under tau promoter, 
in the absence of murine tau (Andorfer et al., 2003). Briefly, it was made 
by crossing two mice lines, 8c mice, that produce all human tau isoforms 
(Duff et al., 2000) and TauKO mice that do not express murine tau, by 
disrupting MAPT gene with a cDNA for enhanced green fluorescent 
protein (EGFP) inserted into exon one (Tucker et al., 2001). Only male 
heterozygous animals for the hTau transgene were used in this study and 
male littermates that do not carry the hTau transgene but are KO for 
murine tau and named TauKO were used as controls. 

All mouse lines were maintained on a C57BL/6 genetic background. 
Mice were genotyped by PCR using previously described primers for 
human tau, murine tau and GFP on genomic DNA as reported (Andorfer 
et al., 2003; Schindowski et al., 2006; Ando et al., 2011). All mice were 
maintained on a 12 h light/dark cycle, with food and water ad libitum. 
All studies on animals were performed in compliance and following 
approval of the Ethical committee for the care and use of laboratory 
animals of the medical School of the Free University of Brussels. 

2.7. Intravitreal injection 

Animals were anesthetized with a solution of xylazine 2% (Rompun, 
Bayer) and ketamine (10% v/v) (Nimatek, Eurovet) in physiological 
serum by intraperitoneal injection (100 μl/10 g of body weight, final 
dose, 10 mg/kg xylazine, and 75 mg/kg ketamine). One drop of oxy
buprocaïne chlorydrate 0,4% (4 mg/ml) (Unicaïne, Théa) was applied to 
the mouse eye as a topical anesthetic before intravitreal injection. 
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Mice were injected into the eye posterior vitreous chamber under a 
stereomicroscope with a 33 gauge needle connected to a Hamilton 
microsyringue (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Switzerland). 

Two micrograms of Sarkosyl-insoluble material from AD brain or one 
microgram from CTL brain was injected in a volume of 1 μl which cor
responded to 3,5 mg of AD or CTL brain tissues. 

2 μg of cholera toxin subunit B (ThermoFisher) was injected in a 
volume of 1 μl in three WT mice as positive control to validate the in
jection method and to visualize the toxin along the visual pathway as 
previously described (Angelucci et al., 1996) 

2.8. Stereotaxic injection 

Six-month-old WT mice were deeply anesthetized with a solution of 
xylazine (2% v/v) (Rompun, Bayer) and ketamine (10% v/v) (Nimatek) 
in physiological saline by intraperitoneal injection (100 μl/10 g of body 
weight), final dose 10 mg/kg xylazine and 100 mg/kg ketamine). Uni
lateral stereotaxic injections were performed using a stereotaxic appa
ratus (Kopf instruments, Tujunga, CA) in the left primary somatosensory 
cortex (rostro-caudal-1,46 mm; lateral +0,15 mm; depth – 0,10 mm) as 
previously described (Vergara et al., 2019). One microgram of Sarkosyl- 
insoluble material was injected in a volume of 1 μl at the concentration 
of 1 μg/μl at a speed of 0.1 μl/min with a pump (kdScientific), using a 
200 μm diameter needle (ThermoFisher). The needle was gently 
removed 5 min after injection. 

2.9. Antibodies 

The tau antibody (DAKO, A0024) is a rabbit polyclonal antibody 
raised to human, mouse and rat tau proteins. The B19 antibody, used to 
detect PHF in AD sarkosyl fraction by western blotting (Fig. 2), is a 
rabbit polyclonal antibody raised to adult bovine tau proteins. This 
antibody reacts with adult and fetal tau isoforms in bovine, rat, mouse 
and human nervous tissue in a phosphorylation-independent-manner 
(Brion et al., 1991b; Leroy et al., 2000). The BR21 rabbit polyclonal 
antibody is specific for human tau (Ando et al., 2011). The mouse 
monoclonal antibodies AT8 (Thermo Fisher, MN1020) and PHF-1 
(kindly provided by Drs. P. Davies and S. Greenberg, New York) 
recognize tau phosphorylated at Ser 202 and Thr205 (Goedert et al., 
1995) and at Ser396 and Ser404 respectively (Otvos Jr et al., 1994). The 
mouse monoclonal MC1 antibody (generous gift from Dr. P Davis) rec
ognizes a conformational epitope requiring both an N-terminal and a 
C-terminal fragments of tau (Jicha et al., 1997). The antibody raised 
against the subunit B of cholera toxin is a polyclonal goat antibody 
purchased from Calbiochem (227040). 

2.10. Histological staining and immunohistochemistry 

Mice were sacrificed by cervical dislocation and a sample number 
has been given allowing blinded analysis concerning the type of treat
ments that mice received. Eyes, optic nerves and brains were fixed in 
10% formalin for 24 h before embedding in paraffin. Tissue sections (7 
μm thick) and immunohistochemical labellings were performed using 
the ABC method as previously described (Stygelbout et al., 2014). 
Briefly, tissue sections were treated with H2O2 to inhibit endogenous 
peroxidase and incubated with the blocking solution (10% normal horse 
serum in TBS). After an overnight incubation with the diluted primary 
antibody, the sections were sequentially incubated with either horse 
anti-mouse or goat anti-rabbit antibodies conjugated to biotin (Vector 
Laboratories) followed by the ABC complex (Vector Laboratories). The 
peroxidase activity was developed using diaminobenzidine (DAB) as 
chromogen. Slides were counterstained with hematoxylin and examined 
with a Zeiss Axioplan microscope. Digital images were acquired using an 
Axiocam HRc camera (Zeiss) and the Axiovision software (Zeiss). 

2.11. Quantification of tau pathology 

After immunolabelling with the AT8, PHF-1 and MC1 antibodies, the 
density of phospho-tau positive neurons in the lateral geniculate nucleus 
and in the superior colliculus was estimated in mice injected with AD or 
CTL fractions. Three adjacent sections were used per brain sample. The 
Stereo Investigator system software from MBF Bioscience associated to 
the AxioImager microscope (Zeiss) were used to perform automatically 
and systematic analyses of the entire geniculate or superior colliculus 
areas. The surface of the lateral geniculate nucleus or of the superior 
colliculus was measured on each section with the software and phospho- 
tau positive neurons were manually tagged. As a result, we calculated a 
density of phospho-tau positive neurons expressed as a number of pos
itive neurons/mm2. 

2.12. Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using the Prism program version 
5.0 (Graphpad Software, San Diego, CA). Statistical comparisons were 
performed using (two-tailed) Mann-Whitney test to compare two 
groups. Values of p < 0.05 were considered significant. Numbers of 
samples are indicated in the figure legends and ranges represent means 
± SD. 

3. Results 

3.1. Localisation and expression of tau in the retina 

In this study, experiments have been done in mice that express mu
rine tau (non-transgenic wild-type (WT) mice), human WT tau (hTau 
mice), human mutant tau and murine tau (Tg22 mice) or mice deficient 
in tau proteins (TauKO mice). To evaluate the distribution of tau pro
teins in the retina of these different mice models, an immunolabelling 
with anti-total tau or anti-human tau antibodies was performed on the 
retina of WT (Fig. 1 A and I), hTau (Fig. 1 B and J), Tg22 (Fig. 1C and K) 
and TauKO mice (Fig. 1 D and L). Total tau antibody detected tau pro
teins in the ganglion cell layer, in the inner plexiform layer, in the inner 
nuclear layer and in the outer plexiform layer of WT (Fig. 1 A), hTau 
(Fig. 1 B) and Tg22 (Fig. 1C) mice retina. Human tau proteins were 
detected in the ganglion cell layer, in the inner and outer plexiform 
layers of hTau mice retina (Fig. 1 J). Tau proteins are expressed under 
the human tau promoter in this model. In Tg22 mice retina (Fig. 1 K), 
human tau proteins, expressed the Thy1.2 promoter, were only present 
in the ganglion cell layer. Moreover, human tau proteins were detected 
in the cell bodies of ganglion cells (small insets in Fig. 1 J and K). 
However, by Western blot analysis tau expression was found to be quite 
significantly lower in the retina compared to the brain in the different 
mouse models (total tau (WT: p = 0.0022; hTau: p = 0.0079 and Tg22: p 
= 0.0022) and human tau (hTau: p = 0.0079 and Tg22: p = 0.0043)) 
(Fig. 1 Q, R and S), e.g. being up to 10 times lower in the eye compared 
to the brain in WT mice. Human tau proteins were not detected in WT 
mice retina or brain (Fig. 1 I, M Q and S) and were never detected with 
anti-tau antibodies in the retina of TauKO mice as expected (Fig. 1 D, L 
and Q). 

3.2. Characterisation of human Alzheimer sarkosyl fractions and seeding 
abilities 

Before the intraocular injection, we have characterized sarkosyl 
fractions isolated from non-demented (named control (CTL)) or AD 
brains for the presence of tau proteins and the seeding abilities of these 
fractions in cultured cells or after stereotaxic injection in the brain (as 
positive controls) (Fig. 2). Phosphorylated tau proteins were detected 
with total or PHF-1 antibodies by western blotting in AD sarkosyl frac
tion (PHF-tau proteins) but were absent in CTL sarkosyl fractions (Fig. 2 
A). The presence of tau filaments in the form of PHF in sarkosyl fractions 
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Fig. 1. Localization and expression of tau proteins in the retina of different mouse models. 
A-P: Immunolabelling with anti-total tau antibody (A-H) or with anti-human tau antibody (I-P) on the retina (A-D and I-L) or the hippocampus (E-H and M-P) of WT 
(A, E, I, M), hTau (B, F, J, N), Tg22 (C, G, K, O) and TauKO mice (D, H, L, P). Scale bars: L and P: 50 μm, small window in K: 10 μm. 
Q: Western blotting of retina or brain homogenates of WT, hTau, Tg22 and TauKO mice with anti-total or anti-human tau antibodies. Actin was used as a control of 
charge. 
R and S: Quantification of the expression of total tau (R) or human tau (S) proteins in retina and brain homogenates of WT, hTau and Tg22 mice. The results are 
presented as a percentage of the standard (which is 100%). The level of tau expression is significantly higher in brains compared to retinas in the different mice 
models (WT (n = 6), hTau (n = 5) and Tg22 (n = 6)). Two-tailed Mann-Whitney test, ** = p < 0.01. 
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from AD brain was confirmed by negative staining by electron micro
scopy (Fig. 2 B). The seeding ability of PHF-tau proteins in AD sarkosyl 
fraction was tested in the biosensor FRET assay cells (Fig. 2C and D). We 
have observed a FRET signal in cells treated with AD sarkosyl fraction 
(Fig. 2C) but not in cells treated with CTL sarkosyl fractions (Fig. 2D) 
suggesting a seeding of recombinant tau by AD sarkosyl fraction in these 
cells. Moreover, we have analysed the seeding capacity of PHF-tau 
proteins after intracerebral injection in the somatosensory cortex of 
WT mice. We have detected human AD PHF-tau proteins (injected ma
terial) in the brain of WT mice 3 days after stereotaxic injection, but this 
material is not anymore detectable 7 days after the injection. 3 months 
after intracerebral injection of PHF-tau proteins, we have observed a 
seeding of murine tau in a highly phosphorylated state in WT mice 
(Fig. 2 J-L) whereas no seeding was observed after injection of CTL 

sarkosyl fractions (Fig. 2 F-H). Tau pathology propagated on approxi
mately 1.2 mm in the anteroposterior axis but also in the contralateral 
part of the brain by the corpus callosum indicating that our PHF-tau 
proteins have seeding and propagating properties as we previously 
described (Audouard et al., 2016; Vergara et al., 2019). 

3.3. Detection of the Cholera Toxin subunit B in the visual pathway 

To validate our intraocular injection technique, we have first injec
ted the cholera toxin subunit B in the posterior vitreous chamber of WT 
mice (Fig. 3). As previously described (Angelucci et al., 1996), cholera 
toxin subunit B was detected 24 h after the injection, in the ganglion cell 
layer of the retina, in the geniculate nucleus and the superior colliculus 
of the contralateral side of the brain (Fig. 3C-J). We have also observed 

Fig. 2. PHF-tau proteins from AD sarkosyl fraction have the ability to induce the seeding of tau in cultured cells or in the brain of WT mice after stereotaxic injection. 
A: Western blotting of sarkosyl insoluble fraction from control (CTL) or Alzheimer’s disease (AD) brains (PHF-tau) with anti-phosphotau antibody (PHF1) or total tau 
antibody (B19). Tau immunoreactivity was detected in sarkosyl fraction from AD brain but not in sarkosyl fraction from CTL brain. 
B: Sarkosyl insoluble fraction from AD brain contains paired helical filaments (PHF) observed by transmission electron microscopy. Scale bar: 50 nm. 
C and D: Detection of FRET signals in biosensor cells treated with CTL (C) or AD sarkosyl fractions. FRET signal is observed in AD treated cells (D) but absent in CTL 
treated cells (C). 
E – L: Immunolabelling on mouse brains intracerebrally injected by stereotaxy in the primary somatosensory cortex with sarkosyl fraction from CTL (F-H) or AD (E, I- 
L) sarkosyl fractions with anti-human tau (E and I), anti-murine tau (F and J), and with anti-phosphotau antibodies (PHF-1 in G and K, AT8 in H and L). Injected 
material was detected in the brain 3 days after injection (E) and has disappeared 7 days after injection (I). 3 months after injection, tau positive inclusions were 
observed in mice injected with AD fraction (J-L) but not in mice injected with CTL fraction (F-H). Slides were counterstained with Hematoxylin. Scale bar: 20 μm. 
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cholera toxin positive axonal fibers in the geniculate nucleus of the 
ipsilateral side of the brain. Analysis in geniculate and superior colli
culus regions have been further performed in brain areas as defined by 
red and green circles for contralateral (red) or ipsilateral (green) sides of 
the brain (Fig. 3 K and L). 

3.4. PHF-tau proteins were internalized in the cytoplasm of the retinal 
ganglion cells 

Localisation of PHF-tau proteins was examined in the eye at 10 min., 
30 min., 1, 3, 6, 24 h and 5 days after the intravitreal injection in TauKO 
mice (Fig. 4). 3 h after the injection, PHF-tau proteins were detected in 
the posterior part of the vitreous in AD injected mice (Fig. 4 A and C) and 

A B C D

E F

G H I J

K L M L M
Contralateral Ipsilateral Contralateral Ipsilateral

Fig. 3. Detection of the Cholera Toxin subunit B in the retina and in the brain of injected WT mice. 
A – D: Immunolabelling of the eyes (A and C) of WT mice injected in the eye vitreous chamber with physiological serum (A) or subunit B of the Cholera Toxin (C) with 
anti-Cholera Toxin antibody. B and D are higher magnifications of a part of the retina corresponding to blue inset in A and C respectively. Scale bars: C: 200 μm; D: 
20 μm. 
E – J: Immunolabelling of the brain of WT mice injected in the eye vitreous chamber with subunit B of the Cholera Toxin (E and F) with anti-Cholera Toxin antibody. 
G, H, I and J are higher magnifications of the contralateral (G) and ipsilateral (H) lateral geniculate nucleus and of the contralateral (I) and ipsilateral (J) superior 
colliculus. Scale bars: F: 200 μm; J: 40 μm. 
K – L: Schematic illustrations of coronal brain sections (antero-posterior localization shown in K) used to analyze the formation of tau pathology in the lateral 
geniculate nucleus (L) and the superior colliculus (M). The quantifications of tau pathology have been analysed in these brain areas delimited by a red line for the 
contralateral side and by a green line for the ipsilateral side of the brain. 
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not in CTL injected mice (Fig. 4 B and D). 6 h after the injection, we have 
observed PHF-tau proteins in the cell bodies of ganglion cells (arrows in 
Fig. 4 G) of AD injected mice (Fig. 4 E and G) but not in CTL injected 
mice (Fig. 4 F and H). We next performed immunolabelling with AT8 or 
PHF1 antibodies to analyze the phosphorylation state of injected PHF- 

tau proteins. These antibodies labelled PHF-tau proteins in the poste
rior part of the vitreous in AD injected mice 3 h after the injection but did 
not detect PHF-tau in the ganglion cells 6 h after the injection. 

Fig. 4. PHF-tau proteins are detected in the ganglion cells 6 h after injection.  
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3.5. Analysis of the development of tau pathology in the visual pathway 

To assess the propagation of tau pathology along the visual pathway 
after the internalisation of PHF-tau proteins in retinal ganglion cells, we 
have performed immunolabelling with antibodies recognizing phos
phorylated tau on ser 396/404 (PHF-1 antibody) (Fig. 5 A, D, G, J and 
Fig. 6 A-E), on ser 202/thr 205 (AT8 antibody) (Fig. 5 B, E, H, K and 
Fig. 6 F-J) and recognizing conformational change (MC1 antibody) 

(Fig. 5C, F, I, L and Fig. 6 K-O) on the brain of WT, hTau and Tg22 mice 
injected with CTL or AD sarkosyl fraction. We have analysed the pres
ence of tau pathology along the visual pathway in the geniculate nucleus 
(Fig. 5) and in the superior colliculus (Fig. 6) of these injected mice after 
6 months of incubation. Tau proteins have been detected in the neuropil 
in the geniculate nucleus like in other brain regions but a tau pathology 
was never observed in the geniculate nucleus of WT, hTau or Tg22 mice 
injected with AD or CTL sarkosyl fraction (Tg22 mice illustrated in 

Fig. 5. Analysis of tau pathology spreading in the geniculate nucleus. 
Immunolabelling of the geniculate nucleus of Tg22 mice with phosphotau antibodies (PHF-1 antibody recognizing phosphoserine 396/404 (A, D, G, J) or AT8 
antibody raised against phosphoSer202/Thr205 (B, E, H, K)) or with conformational antibody (MC1) (C, F, I, L) after intraocular injection of AD (A-F) or CTL (G-L) 
fractions. AD (n = 5) and CTL (n = 4). Pictures (D-F) and (J-L) are higher magnifications of the framed areas in pictures (A-C) and (G-I) respectively. Scale bars: I: 200 
μm; L: 10 μm. 
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Fig. 6. Analysis of tau pathology spreading in the superior colliculus. 
Immunolabelling of the superior colliculus of Tg22 mice with phosphotau antibodies (PHF-1 antibody recognizing phosphoserines 396/404 (A-E) or AT8 antibody 
recognizing phosphoSer202/Thr205 (F-J)) or with conformational antibody (MC1) (K-O) after intraocular injection of AD (B-C, G-H, L-M) or CTL (D-E, I-J, N-O) 
fractions. Cells in (C,E,H,J,M,O) come from the framed areas in a part of the superior colliculus in pictures (B,D,G,I,L,N) respectively. The number of neurons showing 
phosphotau or conformational change of tau proteins is not significantly different between AD or CTL injected mice (AD (n = 5) and CTL (n = 4) (A: PHF-1 antibody, 
F: AT8 antibody, K: MC1 antibody). Two-tailed Mann-Whitney test. Scale bars: N: 200 μm; O: 10 μm. 
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Fig. 5). In the superior colliculus of Tg22 mice, a tau pathology was 
detected with PHF-1, AT8 and MC1 antibodies (Fig. 6C, E, H, J, M and O) 
but the quantification of tau pathology with the different antibodies did 
not show any differences between AD or CTL injected mice (PHF-1: p =
0.8286; AT8: p = 0.6334 and MC1: p = 0.6965) (Fig. 6 A, F and K). 

4. Discussion 

Alzheimer’s disease is the most frequent cause of dementia repre
senting a health challenge for our ageing societies. In this disease, 
intraneuronal lesions called neurofibrillary tangles are characterized by 
the misfolding and the accumulation of tau proteins in neurons leading 
to neuronal dysfunction and cognitive deficits. These lesions spread 
progressively between synaptically connected brain regions during the 
evolution of the disease. Previous studies have shown that the intrace
rebral injection of pathological tau proteins recruit and seed the ag
gregation of normal endogenous tau proteins suggesting that 
pathological tau proteins could share some common properties with 
prions (Clavaguera et al., 2013; Audouard et al., 2016; Vergara et al., 
2019). It was previously observed that prions propagate in the retino- 
tectal pathway after corneal or sclera grafts in humans (Duffy et al., 
1974; Heckmann et al., 1997; Mehta and Franks, 2002; Head et al., 
2003; Head et al., 2005) or even after intraocular injection of prions in 
experimental models (Fraser, 1982). Pathological prion proteins have 
been observed in the plexiform layers of the retina of CJD patients (Head 
et al., 2003; Head et al., 2005) and intracerebral injection of eye ho
mogenates from CJD subjects into non-human primates has shown 
transmission of the disease (Brown et al., 1994). To assess the ability of 
pathological tau (PHF-tau) to propagate tau seeding in the retino-tectal 
pathway we have analysed the formation and propagation of tau pa
thology along this pathway in several mice models expressing murine or 
human tau, after intraocular injection of PHF-tau isolated from AD 
brain. 

In the retina, tau proteins have similar functions to those found in the 
brain such as stabilizing microtubules and regulating axonal transport 
(Ho et al., 2012) but are also implicated in axon development during 
retinal ganglion cells differentiation (Wang et al., 2000; Lieven et al., 
2007) and in visual plasticity in adult mice (Rodriguez et al., 2020). Tau 
proteins are mainly expressed in a dephosphorylated form in all layers of 
the human retina (Löffler et al., 1995; Leger et al., 2011). In AD, tau 
proteins are hyperphosphorylated in all layers of the retina except the 
ONL (Löffler et al., 1995; Schön et al., 2012; Den Haan et al., 2018; 
Grimaldi et al., 2019) but never in a fibrillated (Den Haan et al., 2018) or 
an aggregated form (Schön et al., 2012). Moreover, the typical struc
tures formed by tau proteins in the AD brain (tangles, neuritic plaques 
and neuropil threads) are not found in the retina (Den Haan et al., 2018). 

We first validated our intraocular injection procedure using the 
cholera toxin subunit B that as expected (Angelucci et al., 1996) was 
rapidly transported along the retino-tectal pathway. 

We observed the internalisation of injected PHF-tau into the retinal 
ganglion cells a few hours after intraocular injection. In a recent study 
using similar time points as us, a retinal uptake of fibrils made of trun
cated human K18 tau fragments after their intravitreous injection in WT 
mouse eyes was not observed (Veys et al., 2021). The discrepancy with 
our results showing an internalisation of PHF-tau in retinal ganglion 
cells could be explained by the nature of injected material, since Veys 
et al. injected fibrils composed of recombinant K18 whereas we injected 
native PHF-tau proteins isolated from AD brains. Our injected material 
exhibits many post-translational modifications found in AD such as 
conformational and phosphorylated epitopes which can play an 
important role in their ability, not only to form aggregates, but also to be 
internalized into cells (Alonso et al., 2001; Despres et al., 2017; Carlo
magno et al., 2021). For instance, tau proteins phosphorylated by 
glycogen synthase kinase-3beta were observed to be internalized into 
cortical cells ten times more easily than the low phosphorylated ones 
(Wauters et al., 2016). These observations suggest that the absence of 

retinal uptake of K18 tau fragments could be due to the absence of 
phosphorylation, and potentially other post-translational modifications, 
of these recombinant peptides. 

Despite the internalisation of PHF-tau in retinal ganglion cells, we 
did not observe aggregation of endogenous tau proteins expressed by 
these cells, either wild-type murine tau (WT mice), wild-type human tau 
(hTau mice), or aggregation prone human tau (THY-tau22 mice). 

A previous study showed that the expression of human tau in mice 
significantly accelerates propagation of AD brain-derived pathological 
tau compared to mice expressing murine tau suggesting increased 
seeding abilities of human tau versus murine tau (Saito et al., 2019). We 
could however not detect tau aggregation in retinal ganglion cells even 
in our mice expressing human tau. The absence of tau seeding in the 
retinal ganglion cells could be due to the biochemical/conformational 
properties of the pathological fibrillar tau aggregates used in our study. 
However, the seeding ability of our PHF-tau fibrillar aggregates has been 
demonstrated in this study and previous ones (Audouard et al., 2016; 
Vergara et al., 2019) after intracerebral injection that induced aggre
gation of murine tau. Our results suggest rather that the absence of 
seeding in the retinal ganglion cells is not due to the absence of seeding 
activity of our injected PHF-tau fibrillar aggregates but is rather due to a 
resistance of these cells to develop a tau pathology. A previous study has 
shown that dephosphorylation of tau derived from AD brain reduces the 
seeding activity of tau (Wu et al., 2021). In our study, PHF-tau proteins 
internalized in ganglion cells are dephosphorylated for AT8 and PHF1 
epitopes suggesting that phosphatases activity in ganglion cells could 
protect the cells against tau seeding. Indeed, in retina of AD patients, tau 
proteins accumulate in cell bodies of retinal ganglion cells (Schön et al., 
2012; Den Haan et al., 2018) but these tau proteins are not aggregated 
supporting the hypothesis that these cells are resistant to induction of 
tau seeding. 

Contrary to what has been observed for prions in Creutzfeldt-Jacob’s 
disease, the presence of tau pathology has never been described in 
cornea or sclera of AD patients. However, studies in mice have shown 
the presence of phosphorylated tau in the cornea suggesting that corneal 
grafts could be at risk (Zhao et al., 2013; Li et al., 2022). Absence of 
transmission of AD after transplantation of corneal tissue has not been 
reported to our knowledge. Our comparative analysis of tau expression 
level in the eye and the brain, showed a significantly lower expression 
level of tau in the eye compared to the brain of the different mouse 
models used in this study; a concentration-dependent kinetic of tau 
aggregation could be a factor explaining the resistance of retinal gan
glion cells to induction of tau seeding. Indeed, increasing the level of tau 
expression favours tau aggregation in transgenic models and in human 
tauopathies. Eg an increased level of tau expression due to MAPT gene 
duplication causes the formation of a tau pathology (Le Guennec et al., 
2017). 

Prion propagates rapidly (Gibbs Jr et al., 1994; Zobeley et al., 1999) 
but contrary to what has been observed for prions in previous studies, 
we did not observe a tau pathology propagation from the eye to the brain 
in our mice models even after 6 months of incubation. Tau pathology 
was not observed at the level of the two synaptic relays of the retino- 
tectal pathways, ie the geniculate nucleus and the superior colliculus 
in WT and htau mice. The absence of tau pathology propagation is not 
due to disturbances in the axonal transport in mice overexpressing tau 
proteins as it was shown that the absence or the overexpression of tau 
did not affect axonal transport in ganglion cells (Yuan et al., 2008).Tau 
pathology was present in these brain areas in THYtau-22 mice, but was 
not quantitatively different between mice injected with PHF-tau or 
control fractions, suggesting that this tau pathology is part of the 
phenotype of THY-tau 22 mice expressing an aggregation prone mutant 
tau under control of the Thy1.2 promoter. 

We can not exclude that longer incubation times would lead to tau 
protein aggregation and propagation. Also, we cannot exclude that 
another form of pathological tau, such as tau oligomers, could be more 
efficient to induce tau aggregation and spreading in the visual pathway. 
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5. Conclusion 

We evidenced for the first time that pathological tau proteins isolated 
from AD brains can enter into retinal ganglion cells after intraocular 
injection. We did not demonstrate a transmission of tau pathology to the 
brain after an ocular contamination in our mice models. We cannot 
exclude however that there is no risk of transmission by the retino-tectal 
pathway in human in whom longer incubation time should be possible, 
but our results suggest that eye surgery is not a major risk of trans
mission of tau pathology. 

Immunolabelling with anti-human tau antibody of the eye of AD (A 
and C, E and G) or CTL (B and D, F and H) injected TauKO mice, 3 h (A- 
D) or 6 h (E-H) after the intraocular injection. 3 h after injection, PHF- 
tau proteins were detected near the posterior part of the lens (C) 
whereas this injected material was detected in the ganglion cells of the 
retina 6 h after the injection (G). Scale bars: B, D and F: 50 μm; H: 10 μm. 
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