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RESUME

Dans la maladie d’ Alzheimer comme dans un certain nombre de maladies, regroupées sous le
terme de Tauopathies, la protéine Tau s’agreége a I’intérieur des cellules, neurones ou cellules
gliales. Dans la maladie d’ Alzheimer, I’apparition de ces agrégats, constitués de protéines Tau
hyper- et anormalement phosphorylées, est particulierement corrélée aux déficits cognitifs
observés. A ce jour, plusieurs stratégies thérapeutiques sont étudiées pour traiter la pathologie
Tau parmi lesquelles I’'immunothérapie. Les travaux présentés dans cette thése ont pour
objectif d’étudier les effets de I'immunothérapie Tau, active et passive, dans un modele
transgénique de pathologie Tau de type Alzheimer. Les souris THY-Tau22, surexpriment une
isoforme de Tau humaine mutée sur deux sites et sous controle d’un promoteur neuronal. Ce
modele présente des I’age de trois mois des altérations progressives de 1’apprentissage et de la
mémoire associée a une accumulation de protéine Tau principalement au niveau
hippocampique, sans perte neuronale majeure, ce qui lui confére les caractéristiques d’un
stade précoce de MA. Au sein du modele THY-Tau22, on retrouve la protéine Tau
phosphorylée en Serd22, un épitope particulierement pertinent pour 1’immunothérapie. En
effet, la pSerd22 est un épitope de phosphorylation anormale unique, présent dans la plupart
des Tauopathies. Dans ces travaux de theése, nous montrons que la vaccination précoce contre
la Ser422 phosphorylée de la protéine Tau peut prévenir l'altération de mémoire spatiale
mesurée par le test du labyrinthe en Y. Cette diminution de I'atteinte cognitive est associée a
une diminution de la phosphorylation anormale de Tau au niveau de 1'hippocampe et a une
réduction significative des especes insolubles de Tau. Les résultats de cette vaccination nous
ont amené a générer un anticorps monoclonal dirigé contre la pSer422 (2H9) afin d’évaluer
les effets de I’immunothérapie passive. Selon la méme cinétique d’age, nous avons injecté,
chaque semaine, par voie intrapéritonéale, des souris THY-Tau22 avec Smg/kg et 10mg/kg de
2H9 ou une solution saline. Cette approche prévient 1’apparition de déficits de mémoire
spatiale mesurée par les tests du labyrinthe en Y et de la piscine de Morris a I’age de 9 mois.
Les analyses immunohistochimiques révelent également une réduction des protéines Tau
anormalement phosphorylées au niveau de I’hippocampe. Afin d’étudier les mécanismes sous
jacents a I’immunothérapie anti Tau, nous avons injecté des anticorps anti-phosphoTau par
stéréotaxie au niveau de 1’hippocampe de souris THY-Tau22. Nous montrons, qu’une fois au
sein du cerveau, ils sont capables d’entrer dans les neurones contrairement au contrdle
isotypique. Plusieurs études récentes d’immunothérapie, suggerent une implication de la voie
lysosomiale dans la dégradation médiée par les anticorps. Nous montrons que les anticorps
internalises dans les neurones colocalisent avec différents marqueurs de la voie lysosomiale
(NPC1, Lamp2) confirmant I’hypotheése d’une dégradation par le lysosome. Cependant, la
barriere hémato encéphalique étant tres sélective, il est fort probable que les anticorps générés
restent en périphérie. Nous montrons, que 1’administration périphérique de 250 g d’anticorps
2H9 génere une augmentation significative de la protéine Tau au niveau plasmatique
suggérant un mécanisme de siphon périphérique comme dans 1I’immunothérapiec AP. La
vaccination, qui génere une réponse polyclonale, conduit a une augmentation plus importante
de la Tau plasmatique qui confirme 1’hypothése d’une dégradation périphérique de la protéine
Tau. L’ensemble des résultats de cette these confirme le potentiel de I’immunothérapie Tau
dans le traitement de la maladie d’Alzheimer et des autres Tauopathies. Il propose une
nouvelle hypotheése quant a la dégradation de la protéine Tau médiée par les anticorps: I’effet
siphon périphérique.



ABSTRACT

In Alzheimer's disease as in several diseases, grouped under the term tauopathies, the Tau
protein aggregates inside cells, neurons or glial cells. In Alzheimer's disease, the appearance
of these aggregates, consisting of Tau protein hyper- and abnormally phosphorylated is
particularly correlated with cognitive deficits. To date, several therapeutic approaches are
being studied to treat Tau pathology including immunotherapy. The work presented in this
thesis aim to investigate the effects of Tau immunotherapy, both active and passive, in a
transgenic Alzheimer’s disease-like Tau pathology. THY-Tau22 mice, overexpressing a
mutant isoform of human Tau at two sites and under neuronal control of a promoter. This
model presents progressive impairment of learning and memory in parallel with an
accumulation of Tau protein mainly in the hippocampus, without major loss of neurons,
giving it the characteristics of a stage early AD. Within the model THY-Tau22, there is the
Tau protein phosphorylated at Serd422, within a particular relevant epitope for
immunotherapy. Indeed, the pSer422 epitope is a single abnormal site of phosphorylation
which is present in several Tauopathies. In the thesis work, we show that early vaccination
against the phosphorylated Ser422 Tau protein can prevent the impairment of spatial memory
as measured by the Y-maze test. This decrease in cognitive impairment is associated with a
decrease in the abnormal phosphorylation of Tau in the hippocampus and a significant
reduction in insoluble Tau species. The results of this vaccination have led us to generate a
monoclonal antibody directed against pSer422 (2H9) to evaluate the effects of passive
immunotherapy. According to the same kinetic, we injected each week, intraperitoneally,
THY-Tau22 mice with Smg/kg and 10mg/kg of 2H9 or saline buffer. This approach prevents
the appearance of deficits in spatial memory tests as measured by the Y maze and the Morris
water maze at the age of 9 months. Immunohistochemical analysis also revealed a reduction
of abnormally phosphorylated Tau proteins in the hippocampus. To investigate the
mechanisms underlying Tau immunotherapy, we injected anti-phosphoTau by stereotaxic in
the hippocampus of THY-Tau22 mice. We show that, once in the brain, they are able to enter
neurons in contrast to the isotype control. Several recent studies of immunotherapy, suggest
an involvement of lysosomal pathway in the antibody-mediated degradation. We show that
internalized antibodies colocalize with different markers of lysosomal pathway (NPCI,
Lamp?2) confirming the hypothesis of a degradation by the lysosomal pathway. However, the
blood-brain barrier is highly selective, it is likely that the antibodies act in the periphery. We
show that peripheral administration of 250pg antibody 2H9 generates a significant increase in
Tau protein in plasma suggesting a peripheral sink mechanism as in AP immunotherapy.
Vaccination, which generates a polyconal response, leads to a greater increase of plasmatic
Tau that confirms the peripheral degradation of Tau. The overall results of this thesis
confirms the potential of Tau immunotherapy in the treatment of Alzheimer's disease and
other Tauopthies. It offers a new hypothesis regarding the degradation of Tau protein
mediated by antibodies: the peripheral sink hypothesis.
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INTRODUCTION



I. GENERALITES SUR L’ IMMUNOTHERAPIE

1 LE SYSTEME IMMUNITAIRE

Les réponses immunitaires correspondent aux mécanismes de défenses complexes de
I’organisme qui discriminent le « soi » du « non-soi » comme les bactéries, les virus, les
parasites ou encore les cellules tumorales. L’ immunité innée est la premiere ligne de défense
vis-a-vis des agents infectieux et pathogénes qui nous entourent, et ceci chez tous les
organismes pluricellulaires. Elle est composée d’un grand nombre de populations cellulaires
différentes telles que les monocytes, les macrophages, les cellules Natural Killer (NK), les
cellules dendritiques, les leucocytes polynucléaires et des sous populations variées de
lymphocytes. La réponse immunitaire adaptative est la seconde ligne de défense contre les
agents infectieux et existe uniquement chez les vertébrés. Elle se met en place au bout de 4
jours environ et elle est caractérisée par la participation majeure des lymphocytes (Abbas et

Lichtman, Les bases de I’'immunologie fondamentale et clinique, 3°™ édition).

1.1 LES ORGANES ET TISSUS LYMPHOIDES

Les organes et tissus lymphoides correspondent au lieu de résidence des lymphocytes

et d’autres cellules du syst¢eme immunitaire (figure 1).

Les organes lymphoides primaires ou centraux sont le siege de la différenciation des
lymphocytes T et B (LT et LB) produits a partir de cellules souches hématopoiétiques. Ils

correspondent a la moelle osseuse et au thymus.

Les organes lymphoides périphériques ou secondaires regroupent les ganglions
lymphatiques, la rate et les formations lymphoides associés aux muqueuses (MALT pour «
Mucosae Associated Lymphoid Tissue » comprenant les amygdales et les plaques de Peyer).
Ce sont des lieux de concentration des lymphocytes, qui facilitent la rencontre des différents

acteurs de I’'immunité. Il s’agit d’un carrefour entre les circulations sanguines et lymphoides.



Schéma des principaux
organes de notre systéme
mmunitaire.

Figure 1. Schéma des principaux organes de
notre systéme immunitaire.

Les organes lymphoides primaires sont indiqués en rouge ; il
s’agit de la moelle osseuse et du thymus. Ils correspondent aux
lieux de formation des cellules du systeme immunitaire.

Les organes lymphoides secondaires (en vert) stoquent sont la
rate et ganglions lymphatiques (présents au niveau du cou, des
aisselles, de I’abdomen, de I’aine).

1.2 LES CELLULES DE L’ IMMUNITE INNEE

1.2.1. Les phagocytes : neutrophiles et monocytes/macrophages

Les phagocytes ou cellules phagocytaires sont les éboueurs de 1’organisme, capables
de phagocyter et détruire des bactéries et des cellules mortes dans des vésicules
intracellulaires. Parmi eux on compte des phagocytes circulants, neutrophiles (également
appelés granulocytes, polynucléaires) et monocytes, des cellules sanguines qui sont recrutées

au niveau des sites d’infection en réponse aux molécules chimiotactiques.
1.2.2. Les cellules NK

Les cellules tueuses naturelles (NK pour Natural Killer) constituent environ 10% des
lymphocytes du sang et des organes lymphoides périphériques. Elles reconnaissent les
cellules infectées ou stressées et répondent en tuant les cellules infectées et en sécrétant de

I’interféron (IFN ) une cytokine activatrice des macrophages.
1.2.3. Le systeme du complément

Le systtme du complément est un ensemble de protéines circulantes et associées aux
membranes qui jouent un rdle important dans les défenses contre les microbes. La cascade du

complément peut étre activée par 3 voies :



* La voie alterne est mise en jeu par des polysaccharides tels que les endotoxines

bactériennes, elle fait partie intégrante de I’immunité innée.

* La voie classique, déclenchée par certains isotypes d’anticorps, est de fait une

composante de I’'immunité adaptative humorale.

* La voie des lectines est activée lorsque la lectine, une protéine plasmatique se lie aux

résidus mannose terminaux des glycoprotéines des microbes.

En réponse a ces diverses activations, les cascades enzymatiques conduisent
principalement a I’activation des molécules C5a et C3a (ou anaphylatoxines). Trois grandes
fonctions sont attribuables aux produits intermédiaires et finaux de la cascade enzymatique :
le recrutement de cellules inflammatoires (monocytes, neutrophiles), 1’opsonisation des

pathogenes, la lyse des pathogénes par formation de pores.

1.24. Les cellules présentatrices de I’antigene

Les cellules présentatrices de 1’antigene (CPA) représentées principalement par les
cellules dendritiques et les macrophages sont a I’interface entre I'immunité innée et
I’immunité adaptative. Situées dans la peau et les muqueuses, elles capturent les antigénes
(Ag) et les dégradent en petites séquences peptidiques, puis les présentent aux lymphocytes T
sous une forme trés immunogene par des molécules présentes a la surface des cellules : les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH II). Les CPA ayant
capturées un Ag vont quitter la peau ou les muqueuses pour migrer vers les ganglions
lymphatiques drainant, ou elles viennent en contact avec les lymphocytes et les activent. Les
différents types de CPA assurent des fonctions distinctes dans les réponses immunitaires
dépendantes des lymphocytes T. Les cellules dendritiques représentent les principaux
inducteurs de ces réponses dans la mesure ot elles sont les plus efficaces a activer les LT mais

influencent également la nature des réponses.

1.3  LES CELLULES DE L_IMMUNITE ADAPTATIVE

Les lymphocytes sont les cellules majeures de la réponse immunitaire adaptative qui

font partis des leucocytes.



1.3.1. Les lymphocytes B

La lettre « B » des lymphocytes B ou cellules B provient de la « Bourse de Fabrice »
qui est un organe d’oiseaux dans lequel les LB arrivent a maturité. Chez ’Homme, les
lymphocytes B arrivent a maturité dans la moelle osseuse. Les LB sont caractérisés par la
présence d’'un BCR (B Cell Receptor) qui est une immunoglobuline de membrane (Igm).
Chaque lymphocyte B ne synthétise qu'une seule variété d'Ig et n'est donc capable de
reconnaitre qu'un seul épitope. Le lymphocyte B activé se différencie en plasmocytes qui
sécretent activement des anticorps (Ac) dont la structure est proche du BCR. Les LB

reconnaissent directement les antigénes dans leur forme native.
1.3.2. Les lymphocytes T

La lettre « T » des lymphocytes T ou cellules T provient du « Thymus », organe
humain dans lequel les LT arrivent a maturité. Ils sont caractérisés par la présence d’un TCR
(T Cell Receptor), constitués de 2 chaines polypeptidiques associées qui constituent le site de
reconnaissance de 1’épitope. Contrairement aux LB, les LT reconnaissent uniquement des
épitopes séquentiels ou continus associés a des molécules du CMH. L’immunité cellulaire

s’exerce par I’intermédiaire de lymphocytes T. On distingue deux populations principales :
* Les LT CD8+ ou LT cytotoxiques qui sont capables de lyser des cellules

* Les LT CD4+ qui donneront notamment des LT auxiliaires ou Helper (Ty) qui ont un
role de régulation de la réponse immunitaire adaptative par activation d’autres cellules

immunitaires macrophages, LB, LT cytotoxiques.

14 LES MOLECULES DE L’IMMUNITE

14.1. Les molécules du CMH

Le Complexe Majeur d’histocompatibilité est une région du génome dont les genes
codent pour les molécules d’histocompatibilité qui sont présentent a la surface de cellules
présentatrices d’antigéne et qui assurent la présentation des antigénes aux lymphocytes T afin

de les activer. On distingue 2 classes de molécules du CMH :

* Le CMH de classe I, présent chez toutes les cellules nucléés, est reconnu par les LT

CD8+.Les molécules du CMH I apprétent les antigénes intracellulaires.



* Le CMH de classe II est exprimé a la surface des CPA dites « professionnelles », les
cellules dendritiques, les LB activés et les macrophages. Les molécules du CMH 11

présentent les peptides généralement extracellulaires aux LT CD4+.

Chez I’homme, le CMH est appelé HLA (pour « Human Leukocyte Antigen »).

14.2. Les cytokines

Les cytokines (CK) correspondent a des glycoprotéines, comparables aux hormones,
qui peuvent €tre membranaires, ou sécrétées suite a une stimulation. Médiateurs de la
communication intercellulaire, elles participent a la mise en place des réactions immunitaires
et de I’inflammation. Dans I’immunité innée, les principales sources de CK sont les cellules
dendritiques et les macrophages activés, dans I’immunité adaptative ce sont les LT. Les CK
regroupent un ensemble hétérogene de molécules dont les interleukines (IL), les interférons
(IFN), les facteurs de nécrose de tumeurs (TNF) auxquels s’ajoutent un certain de nombre de
facteurs de croissance tel que I’EGF (Epidermal Growth Factor) ou le PDGF (Platelet-
derived Growth Factor). Chaque cytokine peut étre synthétisée par plusieurs types de cellules

et agir sur un grand nombre de cellules cibles sur lesquelles elle aura des actions variées.

14.3. Les anticorps

Les anticorps sont des immunoglobulines solubles produites par les lymphocytes B

différenciés appelés plasmocytes.

1.3.3.1 Structure
L’unité structurale de base d’un anticorps comporte 4 chaines polypeptidiques : 2 chaines
lourdes identiques (chaines H pour « Heavy chain ») et 2 chaines légeres identiques (chaines

L pour « Light chain ») (figure 2).

Région VH

.\ WY 4 Figure 2. Structure d’un anticorps
" Les anticorps sont formés de 4 chaines polypeptidiques : 2 chaines
lourdes et 2 légeres. La région constante CH ou Fc permet la
e gy e liaison des Ac aux cellules possédant le récepteur Fc.



Les chaines L sont constituées de deux régions :
» Une région variable VL (pour « Variable domain from Light chain »), elle-méme
constituée par 3 régions hypervariables HV1, HV2, HV3.
» Une région constante CL (pour « Constant domain from Light chain ») d’un domaine
immunoglobuline.
Il existe 2 types de chaines L : k et A qui différent par leur région constante.
Les chaines H sont constituées de deux régions :

» Une région variable VH (pour « Variable domain from Heavy chain »), elle-méme
constituée par 3 régions hypervariables HV1, HV2, HV3.

» Une région constante CH (pour « Constant domain from Heavy chain ») d’un certain
nombre de domaines immunoglobulines suivant 1’isotype considéré : 3 pour les
immunoglobulines IgG, IgA et IgD et 4 pours les immunoglobulines IgM et IgE.

Les Ac possedent deux sites de liaison a 1’antigéne qui sont constitués par 1’association des 3
régions hypervariables de la chaine H (HV1, HV2 et HV3) aux 3 régions hypervariables de la
chaine L (HV1, HV2 et HV3). Les régions hypervariables prennent également 1’appellation
de CDR (pour « Complementary Determining Region ») et sont séparées par des régions dites

« framework » qui permettent un maintien de la structure.

1.3.3.2 Les différents isotypes
Les immunoglobulines peuvent €tre classées en cinq groupes isotypiques qui se
différencient par leur structure, leur taille, leur charge électrique et leur fonction: IgA, IgD,

IgE, IgG et IgM (tableau 1).



Tableau 1. Caractéristiques des principaux isotypes d’anticorps

1gG IgA IgM IgD IgE
Chaines lourdes Y a T ) £
1gG1 :y1 )
Sous-classe et chaines 18G2 : y2 :gi;: 2;
lourdes associées 1gG3:y3 BAZ:
1G4 : y4
Chaines légéres Koul KOouA KouA KOuA g0uUl
1 (sérique) .
Nombre de monomeéres 1 2 (sérique ou ! (merr?b_ranaue) 1 1
. 5 (sérique)
secrétoire)
. . 160 -
Poids moléculaire (kD) 150 400 950 (sérique) 185 190
c°"°e“m“‘:":sé"“"e (me/ 8216 244 0532 0,0540,4 0,0001 40,001
Proportion sérique 702a75% 153 20% 10% Moins de 1% Moins de 1%
% vie sérique (j) 23 6 5 3 2a3

Caractéristiques principales

- Le plus abondant
- Base de la réponse
secondaire
- Traverse le placenta

Le plus abondant
dans les sécrétions
Traverse les
cellules
épithéliales

-Base de la réponse

primaire

- faible affinité forte

avidité

- Récepteurs des

lymphocytes B
matures

Médiateur de
I'allergie
- Défense anti-
helminthes

1.3.3.3 Les fonctions effectrices des anticorps

Selon leur isotype les Ac auront différentes fonctions effectrices. Les plus polyvalents

étant les immunoglobulines G ou IgG (figure 3). Les anticorps agissent principalement de

deux maniéres :

soit de fagon directe en neutralisant le pathogéne soit en coopération avec

d’autres acteurs du systéeme immunitaire. Leur région variable est utilisée pour se lier au

pathogene alors que la région constante assure 1’interaction avec les protéines ou les cellules

du systéme immunitaire.
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Figure 3. Différentes fonctions effectrices des IgG.

Les anticorps de différentes classes isotypiques assurent différentes fonctions effectrices allant de la
neutralisation, a ’opsonisation. Les 1gG peuvent également déclencher le processus de cytotoxité cellulaire
dépendante des anticorps ou ADCC (pour « antibody-dependent cellular cytotoxicity ») ou activer le systeme du
complément. Adaptée de (Abbas et Lichtman, Les bases de I'immunologie fondamentale et clinique, 3°™ édition)

2. L’IMMUNOTHERAPIE

On distingue dans le terme général d’immunothérapie : 1'immunothérapie active,
passive ou adoptive. L'immunothérapie active ou vaccination consiste a stimuler ou a moduler
une réponse immunitaire spécifique chez un individu. L'immunothérapie passive consiste a
administrer une source d'anticorps spécifiques alors que 1'immunothérapie adoptive utilise des

effecteurs immunitaires compétents tels que les cellules dendritiques ou les lymphocytes T.



2.1  UNPEU D HISTOIRE

Les premiers exemples d’immunisation datent du XVIeme siécle et concernent la
variole. Utilisée par les Chinois, ensuite développée a Constantinople, la variolisation arrive
vers le XVIIIeme siecle en Occident. L’ origine de la vaccination est cependant le plus souvent
attribuée a Edouard Jenner. En 1796, ce médecin anglais établit la premiére démonstration
scientifique de la possibilit¢ d’utiliser le systtme immunitaire pour se défendre d’une
infection. En effet, il prouve que le pus issus de la variole bovine, appelé la vaccine, protege
I’homme de la variole. La variolisation connait, dés lors, un succés retentissant en Europe
continentale avec 1’organisation de grandes campagnes de vaccination. Le principe de la
vaccination, lui, n’est mis en évidence qu’en 1881 par Louis Pasteur suite a ces travaux sur le
choléra des poules. En 1885, il effectue la premicre vaccination humaine contre la rage (pour
revue Lombard et al., 2007). Peu de temps aprés, Paul Elrlich et William Coley pense a
étudier cette approche pour traiter le cancer (pour revue Waldmann, 2003).

En 1888, Emile Roux et Alexandre Yersin découvrent la toxine diphtérique. Deux ans
plus tard, Emil Adolf von Behring et Shibasaburo Kitasato mettent en évidence une antitoxine
dans le sérum des patients qui avaient survécu a la diphtérie. Ce sont les premiers pas de
I’immunothérapie passive. En 1975 Georges Kohler, Niels Kaj Jerne et César Milstein
décrivent une méthode de production d’anticorps monoclonaux révolutionnaire : la technique
des hybridomes (Kohler et Milstein, 1975). Cette découverte eut un impact majeur sur la
recherche fondamentale, ainsi que pour le diagnostic et le traitement de maladies, et ils
recurent en 1984 le prix Nobel de médecine. Depuis 1’approbation, en 1986, du premier
anticorps monoclonal muromonab-CD3 par la Food and Drug Administration (FDA) les
avancés dans le domaine de I’immunologie ont permis I’émergence de nouveaux concepts et
des progrés considérables dans les approches thérapeutiques mettant en jeu le systéme

immunitaire.

2.2 PRINCIPE DE LA VACCINATION

La vaccination est un procédé consistant a introduire un agent extérieur (le vaccin)
dans un organisme vivant afin de créer une réaction immunitaire positive contre une maladie
infectieuse. Elle consiste a stimuler les réponses immunitaires adaptatives que sont

I’immunité humorale et I’immunité cellulaire. Les anticorps, sécrétés par les plasmocytes,



assurent I’immunité humorale. Le développement d’une réponse humorale peut se faire de
deux maniéres distinctes en utilisant, ou non, 1’aide des lymphocytes T auxiliaires (réponses
T-dépendantes ou- indépendantes). L’engagement vers 1’une ou I’autre des réponses se fait en
fonction de I’antigéne rencontré. Ainsi la réponse immunitaire adaptative repose sur plusieurs

étapes qui mettent en jeu différents acteurs de I’immunité (figure 4).

Antigéne ‘ Y }- Production d’anticorps
AY Epitope LB Lymphocyte B )’ spécifiques
Epitope LT xﬁ f
\ Lymphocyte T ”
. IL-4
CD4+ naif . 4 Lymphocyte T,2 o
Immunlte humorale IL-13*
CMHII
TCRY /) IgG1 (souris) IL-10*
112 S Lympf.ro,cyte TH;
IFNy Immunité cellulaire IFN-y
CPA ;
Inflammation TNF-a
lgG2a (souris) IL-2
CMH |

Cellule infectée ) ﬂ @ (————J
Lymphocyte T

Granzymes CD8+ naif

Perforine = Apoptose

Figure 4. Résumé simplifié des réactions immunitaires en réponse a I’introduction d’un
antigéne peptidique.

La réponse immunitaire se développe dans les organes lymphoides périphériques. En dehors des cas ou
U’antigene stimule exclusivement les lymphocytes B (Ag T-indépendants), la plupart des réponses immunitaires
impliquent une coopération entre lymphocytes T et B. Les interactions CPA et lymphocytes T mettent en jeu la
synthese de cytokines qui vont orienter la réponse immunitaire. Ici de maniere simplifiée, I’ orientation peut se
faire vers une réponse de type Tyl favorisant une réponse de type cellulaire impliquant les LT CD8+ et
Uactivation des macrophages ou une réponse de type T2 favorisant une réponse humorale et régulant I’ activité
des macrophages.

2.1.1. Les différents vaccins

On peut distinguer différentes classes de vaccins. Les vaccins atténués ou inactivés qui

regroupent des préparations vaccinales contenant un pathogéne complet inactivé ou ayant

10



perdu sa virulence. On trouve par exemple les vaccins contre la poliomyélite et la rage (virus
vivants atténués) ou encore le BCG (Bacille de Calmette de Guérin, souche atténuée de
Mycobacterium bovis). 11 existe également une classe de vaccin, mieux tolérée, dit vaccins
sous-unités comme |’anatoxine tétanique ou diphtérique. Ces vaccins sont composés de
protéines et polysaccharides microbiens. Par ailleurs, les vaccins actuels peuvent également
étre « conjugués », c¢’est-a-dire qu’ils contiennent un antigene de 1’agent infectieux associé a
une protéine porteuse telle que la toxine diphtérique. Cette technique permet d’induire une
meilleure réponse immunitaire notamment chez 1’enfant, méme trés jeune. Les vaccins
conjugués sont par exemple utilisés pour vacciner contre 1’Haemophilus influenza de type b
ou encore les infections a pneumocoques. Enfin, certains vaccins récents sont fabriqués par
génie génétique, ils contiennent une partie du virus, de 1I’enveloppe du virus ou de la bactérie,
reconstitu¢ par génie génétique. Les vaccins a vecteur viraux sont également a 1’étude pour
traiter différentes pathologies et notamment dans le traitement du cancer. Ils peuvent
notamment exprimer un ou plusieurs antigénes d’intérét vaccinal dans le cytoplasme des
cellules infectées ce qui leur permet donc d’accéder a la présentation par des molécules du

CMH I et a la reconnaissance par les T CD8+.

De maniére générale, I’immunogénicit¢ d’un vaccin dépend des facteurs propres a
I’antigéne, notamment sa morphologie, sa nature chimique et sa masse moléculaire, de la voie
d’administration et de I’utilisation d’adjuvants. En outre, plus la masse moléculaire est élevée,
plus I’antigéne est immunogeéne. Les peptides synthétiques sont ainsi conjugués a une protéine
porteuse afin de les rendre plus immunogenes. Parmi les principales protéines utilisées pour la
conjugaison dans la fabrication des vaccins actuels on trouve par exemple la BSA (Bovine
Serum Albumin) ou encore la KLH (Keyhole Lympet Hemocyanin). Généralement, les
adjuvants sont utilisés pour renforcer le pouvoir immunisant du vaccin afin d’obtenir une

meilleure réponse sérologique et d’assurer une immunité plus durable.

2.1.2. Les différents adjuvants

Il existe de nombreux adjuvants, de nature et d’origine diverses (Vermout et al., 2003 ;
Reed et al., 2009) caractérisés par leur capacité a activer sélectivement les lymphocytes T
CD4+ de type Tyl ou Ty2. Les adjuvants agissent en prolongeant la présence des antigénes au

point d’injection (Stills, 2005). Cela permet leur libération sur une période de temps variable
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ainsi que 1’activation des CPA et la sécrétion de certaines cytokines qui vont définir le type de
réponse. Les adjuvants peuvent agir selon plusieurs mécanismes présentés a la figure 5, qui ne

sont pas exclusifs les uns des autres.

Adjuvants Adjuvants Adjuvants
dépots particulaires immunostimulants
l 1 Figure 5. Mode d’action des
Rejet lent de Qi =oneuy Stimulation des adjuvants.
I'antigéne anugemqge récepteurs de LT
augmentée

Augmentation de la
production de
cytokines par les CPA

|

Réponse ) .
immunitaire Réponse cellulaire
5 T, augmentée
prolongée
\\
[V — —

Augmentation de la
réponse cellulaire
(Ty1)

Augmentation de la
production d'anticorps
(Tw2)

Parmi ces adjuvants, les adjuvants a base d’aluminium, regroupés généralement sous
le terme « Alum », qui favorisent une réponse de type T2 conduisant a la synthése de’IL-4 et
d’IL-5 par les LT activés, sont les plus utilisés chez I’homme. Leur sureté est cependant

soumise a controverse (Tomljenovic et Shaw, 2011).

2.2  IMMUNOTHERAPIES PASSIVE ET ADOPTIVE

\

L’immunothérapie passive consiste a transférer directement les effecteurs de
I’immunité adaptative humorale : les anticorps.

Les anticorps sont dérivés d’un clone unique de cellules produisant des anticorps dirigés
contre un seul antigéne, ils sont alors appelés : anticorps monoclonaux. Les Ac présentent
I’avantage d’étre transférables d’un individu a un autre, et de pouvoir s’attaquer aux cellules
cibles sans activation préalable du systéme immunitaire du receveur.

L’immunothérapie adoptive consiste a 1’injection de cellules manipulées ex vivo et
réinjectées chez le patients. Ce type d’immunothérapie, aussi appelée transfert adoptif qui
utilise des cellules dendritiques, macrophages ou des lymphocytes, est particulicrement

utilisée dans le domaine du cancer (Klebanoff et al., 2011).
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II. IMMUNOTHERAPIE ET
PROTEINOPATHIES NEURODEGENERATIVES

Depuis I’éradication de la variole, le champ d’application de la vaccination et, de
facon plus générale de I’'immunothérapie, s’est étendu avec succes aux cancers, aux maladies
auto-immunes (Sela et Hilleman, 2004) et plus récemment aux maladies neurodégénératives

telles que la maladie d’ Alzheimer ou la maladie de Parkinson (Brody et Holtzman, 2008).

1. DES AGREGATS PROTEIQUES EXTRANEURONAUX...

1.1 LA MALADIE D’ ALZHEIMER

Tout comme un certain nombre d’affections, la découverte de la maladie d’ Alzheimer
(MA) est étroitement liée a une série d’exposés de cas. Auguste D fiit le premier a étre décrit
en 1906 par le neuropathologiste allemand Alois Alzheimer. L’expression « maladie
d’Alzheimer » sera introduite pour la premiere fois dans la 8e édition du manuel de

psychiatrie d’Emil Kraepelin en 1910.

1.1.1. Généralités

1.1.1.1 Clinique
La maladie d'Alzheimer est caractérisée par une altération progressive et irréversible
des fonctions cognitives. La maladie débute généralement par une perte de mémoire
épisodique concernant dans un premier temps les faits récents. Progressivement, des troubles
du langage (aphasie), des troubles praxiques (gestes intentionnels) ou encore des troubles des
fonctions exécutives vont apparaitre. Les patients sont également sujets a des troubles
comportementaux de type dépression, agressivité et désinhibition sexuelle. A terme le patient

perd progressivement son autonomie et décede apres 5 a 15 ans d’évolution.
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1.1.1.2 Lésions neuropathologiques

Le cerveau des patients atteints de la MA révele une atrophie cortico-sous-corticale et

la présence de 2 Iésions histopathologiques: les dépdts amyloides extracellulaires et la

dégénérescence neurofibrillaire intraneuronale. C’est la présence conjointe des 2 1ésions qui

permet de faire le diagnostic certain de maladie d'Alzheimer.

a. Dépots amyloides

Les dépdts amyloides sont constitués de peptides B-amyloide ou AP} d’une quarantaine

d’acides aminés (Glenner et Wong, 1984) (figure 6). Certaines plaques amyloides sont

entourées par une couronne de neurites en dégénérescence neurofibrillaire. Elles sont

nommées "plaques neuritiques" ou "plaques séniles".

Figure 6. Aspect histologique des dépots amyloides
. extracellulaires

Dépots amyloides extracellulaires dans le cortex des patients atteints de la maladie

? d’Alzheimer. Tirée du manuscrit de these de Sylvie Burnouf 2010.

Ces peptides A} sont issus du clivage de la glycoprotéine transmembranaire APP

(Amyloid Protein Precursor) par les - et y-sécrétases selon une voie dite amyloidogénique

(figure 7). L’activité y-secrétase donne une grande hétérogénéité carboxy-terminale avec des

peptides se finissant aux résidus 38, 40, 42, 43, etc...
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Figure 7. Métabolisme de
I’APP.

La voie amyloidogénique va
conduire a la formation de peptides
AP grdce a action des f3 et y-
sécrétases. La voie non
amyloidogénique met en jeu I’a-
sécrétase qui va cliver ’APP au
niveau du fragment Af3 et ainsi
empécher sa formation.



Les formes Af,, (clivées en acide aminé 42) majoritaires au sein des dépots
amyloides sont plus agrégatives que les formes AP1-40 (Burdick et al., 1997). La deuxieme
voie protéolytique, dite « non amyloidogénique », implique 1’a-sécrétase qui va couper au
milieu de la séquence AP, prévenant ainsi sa production. Cette coupure permet la libération
du fragment SAPPa qui est connu pour étre un facteur trophique et neuroprotecteur (Mattson
etal., 1997).

Les dépdts amyloides vont apparaitre dans un premier temps dans 1’ensemble des
régions néocorticales (cortex frontal, pariétal, temporal et occipital). Les 1ésions vont ensuite
s’étendre aux régions plus internes (cortex entorhinal, hippocampe, striatum) jusqu’a atteindre

le tronc cérébral et le cervelet (Thal et al., 2002).

b. Dégénérescence neurofibrillaire

La deuxieme lésion neuropathologique qui caractérise la MA est le neurone en
dégénérescence neurofibrillaire (DNF). Ce phénomene résulte de I’agrégation intraneuronale
de PHFs (Paired Helical Filament) ou paires de filaments appariées en hélice (Kidd et al.,
1963). Les PHFs sont retrouvées dans les corps cellulaires, dans les dendrites ainsi que dans
les neurites anormaux associés avec les plaques séniles. Les PHFs sont majoritairement
composées de protéines Tau (Tubulin Associated Unit) hyperphosphorylées et anormalement

phosphorylées (Brion et al., 1985 ; Grundke-Igbal et al., 1986 ; Greenberg et al., 1992).

La DNF démarrerait dans le locus cceruleus pour se propager au cortex trans-
entorhinal (Braak and Del Tredici, 2011a, b). Ensuite, elle se retrouve dans le cortex
entorhinal et I’hippocampe (régions fortement impliqués dans les processus de mémorisation).
Elle atteint ensuite les aires polymodales puis unimodales, pour enfin envahir 1I’ensemble du
cortex dans les stades les plus avancés de la maladie (Braak and Braak, 1991 ; Duyckaerts et
al.,1997 ; Delacourte et al., 1999). Cette 2°™ lésion est commune a plusieurs maladies

neurodégénératives regroupées sous le terme de Tauopathies, un chapitre y sera consacré.

1.1.1.3 Etiologie
World Alzheimer Report 2010 estimait a 35,6 millions le nombre de personnes
souffrant de MA ou de démences apparentées en 2010 dans le monde. Elle apparait

généralement apres 65 ans, de fagon sporadique, mais dans moins de 0,3% des cas, la MA
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peut apparaitre de fagon tres précoce, des 1’dge de 30 ans (Campion et al., 1990 ; Selkoe,
2001). Bien que les mécanismes a 1’origine de la maladie ne soient pas clairement déterminés,
la MA semble étre une multifactorielle. Parmi 1I’ensemble des facteurs de risque mis en cause,
I’age représente le facteur le plus important. Les facteurs vasculaires comme 1’hypertension
artérielle, I’hypercholestérolémie, les accidents vasculaires cérébraux et le diabete de type 2
sont également associés a un risque accru de développer la maladie. Certains facteurs
génétiques ont été récemment identifiés par la réalisation de génotypage a haut débit de cas
atteints de maladie d’Alzheimer et de témoins (Seshadri et al., 2010 : Hollingworth et al.,
2011). L’allele €4 de I’apolipoprotéine E fut le premier identifié et représente celui ayant le
plus grand impact (Mayeux et al., 1993 ; Genin et al., 2011).

Les formes familiales précoces sont dues a des mutations sur les geénes de 1’APP
(Chartier-Harlin et al., 1991) et des enzymes nécessaires a son métabolisme, les présénilines 1
et 2 (PS1, PS2) (Sherrington et al, 1995; Levy-Lahad et al., 1995). Elles sont
systématiquement liées a la surproduction de peptide P-amyloide issu du métabolisme de
I’APP (Suzuki et al., 1994 ; Citron et al ., 1997), ce qui a placé ce métabolisme au centre du
processus pathologique.

Le lien de causalité entre mutations, fonctions des génes mutés et développement de la
maladie a permis I’émergence d’une hypotheése physiopathologique qui a orienté notre
compréhension de la maladie d’Alzheimer de facon radicale: I’hypotheése de la cascade
amyloide (Hardy et Allsop, 1991). Cette hypothese suggere que la modification de la
production des formes d’Af} conduit a la dégénérescence neurofibrillaire puis a la mort
neuronale (Hardy, 1997). Ce principe évolue avec le temps et on considére maintenant que la
qualité des especes AP produites et la clairance d’Af} sont responsables de la cascade

d’événements conduisant a la maladie d’Alzheimer (Citron M, 2010).

Basées sur cette « hypothese de la cascade amyloide », de nombreuses approches
thérapeutiques ciblant les dépdts amyloides ont été développées (pour revues, Citron M, 2010;
Mangialasche et al., 2010 ). Parmi ces stratégies, I’immunothérapie est trés vite apparue
comme particulierement prometteuse (pour revue Pul et al., 2011 ; Lemere et Masliah, 2010 ;

Wisnieswski et Boutajangout, 2010).
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1.1.2.  Immunothérapie Active

Le concept d’immunothérapie anti AP vient des études menées par Beka Solomon et
son groupe en 1996. Ces études ont non seulement démontré que des anticorps dirigés contre
le peptide AP, étaient capables d’inhiber son agrégation in vitro mais également de
resolubiliser des précipités (Solomon et al., 1996). L’action de ces anticorps a aussi permis de

limiter la toxicité d’ AP in cellulo (Solomon et al., 1997).

1.1.2.1 Etudes précliniques (1999 a 2001)

En 1999, Dale Schenk et ses collaborateurs publient la premiere étude
d’immunothérapie dirigée contre le peptide AP, in vivo. Des injections sous cutanées de
peptide AP, agrégé, émulsifié avec de ’adjuvant de Freund, ont été effectuées chez des
souris transgéniques PDAPP en traitement préventif et curatif. Les deux approches ont généré
une réponse immunitaire importante, associée a une réduction des dépodts amyloides, des
neurites dystrophiques et de I’astrogliose (Schenk et al., 1999). L’année suivante, deux
groupes ont reproduit ces résultats dans d’autres modeles de souris transgéniques APP en
mettant également en évidence une amélioration de la mémoire spatiale (Janus et al., 2000 ;
Morgan et al., 2000). L’immunisation par voie nasale avec différentes substances
immunogenes notamment Af3,_,, (Weiner et al, 2000) ou la séquence ERFH (acides aminés 3 a
6) du peptide AP,., délivrée par des phages (Frenkel et al, 2000 ; Lemere et al., 2001) a
également généré des résultats encourageants. Néanmoins les effets sur la pathologie
amyloide ne sont pas toujours aussi marqués que ceux obtenus par I’équipe de Dale Schenk

chez les souris PDAPP.

1.1.2.2 Etudes cliniques (2000 a 2002)

Les résultats des études précliniques ne montrant aucun effet secondaire délétere, les
sociétés Wyeth et Elan Pharmaceuticals lancent un essai de phase I en 2000 (Bayer et al,
2005). Le vaccin AN-1792, constitué de peptide AP, agrégé et d’un adjuvant QS-21, a été
délivré par voie intramusculaire chez 80 patients a 4 doses. Les résultats de cette premiere
étude ont montré une bonne tolérance du vaccin, et aucune complication associée a la

,,,,,,

léger ou modéré. En janvier 2002, I’essai a été stoppé suite a des cas de méningo-encéphalites
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(Senior, 2002). Aucune corrélation avec le nombre d’injections ni le titre en anticorps anti
AP,4, dans le sérum n’a été mise en évidence (Orgogozo, 2003). Les quelques études
autopsiques suggerent I’implication de lymphocytes T dans ces méningo-encéphalites (Nicoll
et al., 2003 ; Ferrer et al., 2004). Cette infiltration serait due a 1’adjuvant utilisé, le QS-21, qui
est un inducteur de réponse de type Ty1 (Pride et al., 2008) ou encore a la présence d’épitope
de reconnaissance des LT sur le peptide amyloide (Monsonego et al., 2003).

Néanmoins, les études révelent également une élimination des plaques amyloides
généralement accompagnée d’une activation microgliale et/ou d’une accumulation
d’amyloide dans les vaisseaux (Nicoll et al., 2003, 2006 ; Ferrer et al., 2004 ; Masliah et al.,
2005). Aucun effet favorable n’a été observé sur la DNF ni sur I’angiopathie amyloide
cérébrale (Masliah et al., 2005 ; Nicoll et al., 2006). En utilisant des batteries de tests
neuropsychologiques particuliers, une amélioration cognitive tres 1égere a été observée chez
les patients vaccinés répondeurs (Hock et al., 2002 ; Gildman et al., 2005 ; Vellas et al.,
2009).

L’ensemble des études consécutives a I’essai AN-1792 a conduit a une stratégie claire
pour les essais ultérieurs : réduire impérativement 1’induction de réponses cellulaires de type

T,l.

1.1.2.3 La deuxieme génération de vaccin anti-Af3

La nouvelle génération de vaccin a pour but de minimiser l’intervention des
lymphocytes T et particulierement I’activation d’une réponse de type Ty1 pro inflammatoire
(pour revue Lemere, 2009 ; Ghochikyan, 2009 ; Tabira, 2010). Plusieurs facteurs sont en

mesure d’orienter le type de réponse immunitaire.

a. Séquence épitopique du peptide AP
Le peptide AP,,, utilisé dans la premiére génération de vaccin dans sa forme entiére,
contient les déterminants antigéniques T (Monsonego et al., 2003) suspectés d’étre a 1’origine
des cas de méningo-encéphalites de 1’essai vaccinal AN-1792. Ainsi, la nouvelle génération
de vaccin a privilégié le domaine N-terminal notamment les 15 premiers acides aminés
contenant la séquence d’activation des cellules B (Lemere et al., 2001 ; Sigurdsson et al.,
2001 ; Frenkel et al., 2000). Plusieurs études rapportent I’utilisation de courts fragments du

domaine N-terminal du peptide AP conjugués a de nombreux Co stimulateurs capables
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d’induire une réponse immunitaire de type humorale. Parmi ces vaccins, on trouve, par
exemple, le peptide A, s conjugué a un épitope T universel de fixation de I’antigéne HLA-
DR ou PADRE (Agadjanyan et al., 2005) ou encore des particules virales (Jennings et
Bachmann, 2008).

b. Adjuvants

L’adjuvant a également été mis en cause dans les cas de méningo-encéphalites (Pride
et al., 2008). En 2003, une étude de Cribbs (Cribbs et al, 2003) a montré que 1’adjuvant
complet de Freund et le QS-21 induisent une forte réponse immunitaire de type Ty1 alors que
I’alum génére une réponse de type T,2. D’autres approches sont capables de stimuler la
réponse immunitaire de type T};2 notamment 1’utilisation de vecteurs adénoviraux (Kim et al.,
2005) ainsi que I'utilisation d’IL4 et GM-CSF en remplacement de 1’adjuvant (Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor) (DaSilva et al., 2004).

c. Mode d’administration

Le mode d’administration met également en jeu différents types de réponse et fait parti
des approches étudiées. Les vaccinations par voie nasale (Weiner et al., 2000 ; Lemere et al.,
2001) génerent préférentiellement des réponses T,2. La vaccination avec le peptide AP, .4,
associée a la toxine cholérique injecté par la voie transcutanée a également donné des résultats

encourageants (Nikolic et al., 2007).

A ce jour, plusieurs essais cliniques de vaccination sont développés ciblant toutes la
partie N-terminale du peptide A (tableau 2) (pour revue Lemere et Masliah, 2010). Wyeth et
Elan Pharmaceuticals ont développé un nouveau vaccin ACC-001 composé du fragment 1-6
du peptide AP rattaché a une protéine porteuse. Il y a actuellement plusieurs essais cliniques
de phase II sur des patients a un stade 1éger a modéré qui ne montrent aucun effet défavorable.
Novartis a également un vaccin ciblant les 6 premiers acides aminés du peptide conjugué a
une particule virale Q3. Les premiers résultats (clinique, IRM ou Imagerie par Résonance
Magnétique, LCR ou Liquide Céphalo Rachidien) ne montrent aucune différence entre le

groupe placebo et le groupe vacciné (Winblad et al., 2009).
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Tableau 2. Essais cliniques d’immunothérapies actives anti-Af

PHASE PRODUIT EPITOPE VOIE COMPAGNIE REFERENCE
I ACC-001 + QS-21 AB,, (Nt) i.m Wyeth & Elan NCT00960531
I CAD-106 AB,¢ (Nt) s.c/im Novartis NCT01097096
| Afﬁt‘stAsz/ N-t s.c Affiris NCT00711139
| (Isczgwsaotrix) - i.m Merck NCT00464334
Ib UB311 AB1.14 (Nt) i.m United Biomedical NCT00965588

i.m : intramusculaire - s.c : sous cutanée

1.1.3. Immunothérapie Passive

1.1.3.1 Etudes précliniques

Contrairement a I'immunothérapie active, 1’immunothérapie passive utilise
directement des anticorps spécifiques dirigés contre AP. Cette approche présente 1’avantage
de cibler des épitopes spécifiques d’Af et de contrdler la quantité d’Ac administrée tout en
ayant la possibilité d’interrompre le traitement si des effets secondaires étaient observés.
L’ immunothérapie passive dirigée contre le peptide AP a été étudiée parallelement a la
vaccination. En 2000, Bard et ses collaborateurs publient la premicre étude de transfert passif
chez des souris PDAPP agées de 11 mois avec différents anticorps. Ils montrent que les
anticorps dirigés contre la partie N-terminale du peptide A sont efficaces contrairement aux
Ac ciblant la partie C-terminale (Bard et al., 2000). Un transfert passif avec 1’anticorps m266,
dirigé contre la partie centrale du peptide A, est également capable de réduire les plaques
amyloides chez des souris PDAPP agées de 4 mois (DeMattos et al., 2001). Une augmentation
du taux d’Af dans le plasma des souris injectées a été observée, suggérant un transfert entre le
systeme nerveux et le sang (DeMattos et al., 2001 ; Wilcock et al., 2004a). D’autres groupes
ont également montré une amélioration des capacités cognitives suite aux injections des
anticorps anti-Af dirigés contre la partie N-terminale et la partiec centrale du peptide
(Kotilinek et al., 2002 ; Dodart et al., 2002). L’autre Iésion caractéristique de la MA, la
pathologie Tau, a été étudiée par Oddo et ses collaborateurs suite a des injections intra-
hippocampiques d’anticorps anti-Af} (Oddo et al, 2004). Bien qu’une réduction des formes
pré agrégatives de Tau soit observée, associée a une baisse des plaques amyloides, le

traitement n’a pas d’effet sur la pathologie Tau a un stade plus avancé.
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Bien que ce type d’approche offre plus de controle et de slireté que la vaccination, des
effets secondaires non négligeables ont été observés. En effet, plusieurs équipes ont rapporté
la présence d’hémorragies intracérébrales suite a 1’injection d’anticorps anti-Af} (Pfeifer et al.,
2002 ; Wilcock et al., 2004 ; Racke et al., 2005). Néanmoins, ces hémorragies probablement
associées a I’angiopathie amyloide cérébrale observée au cours de la maladie ne semblent pas

avoir d’effets sur les améliorations cognitives observées (Wilcock et al., 2004).

Une autre approche d’immunothérapie passive est I'utilisation d’« intrabodies » (pour
revues Messer et al., 2009 ; Solomon et Fenkel, 2010 ; Southwell et Patterson, 2009). Il s’agit
de fragments d'anticorps recombinants qui ciblent des antigenes intracellulaires. Ils présentent
les avantages des anticorps classiques notamment une forte spécificité et affinité pour les
épitopes cibles mais sont de plus petites tailles et peuvent étre manipulés et délivrés comme
des genes. In vivo, les intrabodies délivrés par AAV (Adeno-Associated Virus) (Sudol et al.,
2009) dans un modele de souris triple transgénique a conduit a la réduction partielle d’Af,_,,

et la réduction de la protéine Tau phosphorylée en Thr 131.

1.1.3.2 Etudes cliniques

Plusieurs essais cliniques d’immunothérapie passive sont en cours (tableau 4), le plus
avancé étant le Bapineuzumab en phase III en (Kerchner and Boxer, 2010 ; Panza et al.,
2011). Cet anticorps monoclonal humanisé dérive de I’anticorps murin 3D6 dirigé contre la
partie N-terminale du peptide (Af,5). Le deuxiéme anticorps monoclonal en essai clinique de
phase III, le Solanezumab, correspond a la version humanisé de m266 (DeMattos et al., 2001 ;
Dodart et al., 2002) dirigé contre le partie centrale du peptide (Af,;,5)- La différence entre ces
2 anticorps réside surtout dans la spécificité vis a vis des formes d’Af} Le Solanezumab est
principalement dirigé contre les formes solubles d’A et n’a que trés peu d’affinité pour les
formes fibrillaires contrairement au Bapineuzumab. Le Bapineuzumab administré par voie
intraveineuse a des patients atteints d’un stade léger a modéré de la maladie d'Alzheimer,
diminue la charge amyloide observé par tomographie par émission de positons (PET) (Rinne
et al., 2011a,b). Mais le traitement souleve également des inquiétudes car certains patients
inclus dans l'essai de phase II ont développé des cedémes vasogéniques (Salloway et al.,
2009). Le premier bilan de la phase II du Solanezumab (Siemers et al., 2010) indique une

bonne tolérance du traitement sans aucun signe de microhémorragies ou d’cedemes. Ces
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conclusions ont été récemment confirmées a la conférence internationale de I’'ICAD 2011 ou

les résultats préliminaires de 1’étude de phase III ont été présentés.

Une autre approche d’immunisation passive, initi€ée par Richard Dodel et ses
collaborateurs, est I’utilisation d’immunoglobulines humaines (pour revue Dodel et al., 2010).
L’idée vient de la découverte d’auto-anticorps anti-Af3 dans le sang de patients non
immunisés (pour revue Weskler, 2005). Ces anticorps humains sont capables d’inhiber la
formation d’ AP fibrillaire et la toxicité induite par Af} in vitro (Du et al, 2003). En 2004, le
groupe de Richard Dodel publie les résultats de 1’administration mensuelle
d’immunoglobulines intraveineuses (IVIg) a une dose de 1,2g/kg chez 5 patients Alzheimer
pendant 6 mois (Dodel et al., 2004). Les premiers résultats indiquent une réduction de 30%
des taux d’Af dans le LCR, et une augmentation d’A total de 23% dans le sang. Les tests
cognitifs (ADS Cog, MMSE et visuoconstruction) révelent une amélioration cognitive chez 4
patients sur 5. Plusieurs études menées depuis ont confirmé 1’intérét d’une telle approche
(Relkin et al. 2009, 2011 ; Kondo et al., 2011 ; Hara et al., 2011). A ce jour, les essais

cliniques d’administration d’IVIg humaines ont atteint la phase III (tableau 3).
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Tableau 3. Essais cliniques d’immunothérapies passives anti-Af

PHASE PRODUIT EPITOPE VOIE COMPAGNIE ESSAIS CLINIQUES REFERENCES
ANTICORPS MONOCLONAUX
NCT00996918,
NCT00574132
Bapineuzumab AB,. (Nt)— NCT00676143, Kerchnzect)’18cc) Boxer,
1] (AAB-001, 1fSGl iv Janssen/Elan/Pfizer NCT00667810 Ri tal. 2010
ELN115727) g NCT00575055, inne et al.,
NCT00998764
NCT00937352
NCT01127633, .
1 S(%'(ez%a;z”gg;’ A?%’Zf ) v Eli Lilly NCTOOg0s372  Siemers etal, 2010
g NCT00904683
| (P';?g:;:g‘;sbs ;B (CY) - bfirer NCT00722046  Zhao et al., 2010*
- : *
RN-1219) 18G2 NCT00945672 Wood et al., 2010
Gantenerumab/
| R1450/ - iv/s.c Hoffmann-La-Roche NCT00531804 -
RO4909832
. NCT00736775
| MABT5102A - iv/s.c Genentech NCT00997919 -
| GSK933776A Nt - 1IgG2 - GlaxoSimthKline NCT00459550 -
ANTICORPS POLYCLONAUX
I Gammagard - v Baxter Healthcare NCT00818662  Hughes et al., 2009
Corporation
1] Octagam - iv Octapharma NCT00812565 Hughes et al., 2009

* Résumés Congrés i.v: intraveineuse - s.c : sous cutanée

1.14. Les mécanismes d’action potentiels de I'immunothérapie contre le peptide AB

Plusieurs mécanismes, non exclusifs, peuvent expliquer la réduction des dépdts
amyloides (figure 8). Dale Schenk, dans ses premiers travaux, émet 1’hypothése d’une
activation de la microglie par le fragment Fc des anticorps anti-Af3 (Schenk et al., 1999).
Cette hypothese est également suggérer par les travaux d’immunothérapie passive de Bard
(Bard et al., 2000). En effet, certains anticorps anti-Af} administrés en périphérie sont
retrouvés associés aux dépots amyloides attestant de leur passage a travers la barriere hémato-
encéphalique (BHE). Ces anticorps, au sein du cerveau, peuvent faciliter la clairance des
dépots amyloides grace a la microglie par un mécanisme médié par des récepteurs au
fragment Fc. Enfin, les résultats de I’essai AN-1792 révelent une activation microgliale autour
des dépdts amyloides (Nicoll et al., 2003 ; Ferrer et al., 2004). Toutefois, d’autres études ont
montré, en utilisant soit des fragments F(ab) dirigés contre la partie C-terminale du peptide
AP (Bacskai et al., 2002), soit des animaux invalidés pour les récepteurs Fc (Das et al., 2003),

que la microglie pouvait étre activée de maniere Fc-indépendante. En effet, 1’activation de la
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microglie peut &tre effectives par d’autres mécanismes notamment par le systeme du

complément ou encore les lymphocytes T.

Une autre hypothése nommée «effet siphon périphérique» (pour « peripheral sink
hypothesis ») suggere que les anticorps anti-Af3 périphériques trappent le peptide AP
circulant, déplacant ainsi 1’équilibre existant entre les formes centrales et circulantes d’Af}
vers le compartiment périphérique. En effet aprés injection périphérique, une nette
augmentation de la concentration plasmatique du peptide Af} a été notée en association avec
une réduction de la densité de dépots amyloides et des améliorations cognitives (DeMattos et
al., 2001; Wilcock et al., 2004). Néanmoins, cette hypothése séduisante est nuancée par
certaines données expérimentales (pour revue Golde et al., 2009). En effet, cette augmentation
rapide du peptide AP au niveau périphérique peut s’expliquer par ’effet stabilisateur des
anticorps qui peut prolonger le temps de demi-vie du peptide (Levites et al., 2006a ; Seubert
et al., 2008). Un autre mécanisme, a I’encontre de 1’effet siphon périphérique, a été
récemment proposé par Yamada et ses collegues (Yamada et al., 2009). Les anticorps (m266
dans leur étude) séquestreraient les formes monomériques d’ Al dans le SNC empéchant ainsi

la formation de fibrilles toxiques d’ AB.

Les études princeps d’immunothérapie ont montré la capacité de certains anticorps a
désagréger les fibrilles amyloides in vitro et a prévenir leur toxicit¢ (Solomon et al., 1996,
1997). Ces mé€mes anticorps ont confirmé leur potentiel effecteur in vivo suggérant une action
directe sur les dépots par des mécanismes similaires de désagrégation des fibrilles AP

(Frenkel et al., 2000, 2001).

Microglie
&

Y Action directe
‘ ; & = -

Effet siphon Rad v @ des Ac ‘

Sriphéri Cerveau
périphérique @
( =
‘
| N &= Sang

Figure 8. Principales hypothéses du mode d’action de ’immunothérapie Af}

Plusieurs hypothéses non exclusives peuvent expliquer la réduction des dépots amyloides. L’activation de la
microglie indépendamment ou non du récepteur Fc (1), I’action directe de désagrégation des anticorps (3) et
Ueffet siphon périphérique suggérant une clairance périphérique du peptide amyloide (2).
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Ainsi, I’'immunothérapie contre les plaques amyloides apporte un réel espoir quant au
traitement de la maladie d’Alzheimer. Les résultats des études précliniques menées
notamment par I’équipe de Dale Schenk ont galvanisé la recherche scientifique. Ainsi, de
maniere quasi concomitante a la recherche dans la maladie d’Alzheimer, le concept

d’immunothérapie a été étudié dans les maladies a prions.

1.1 LES MALADIES A PRIONS

Les Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles (EST), plus communément
appelées maladies a prions, constituent un ensemble de maladies neurodégénératives qui
touchent aussi bien I’homme que 1’animal. Ces affections sont causées par un agent définit par

Stanley Prusiner sous le terme de « prion » (Prusiner, 1982).

1.2.1 Généralités

Les EST humaines comprennent la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) et son variant
(vM(J), le Kuru, le syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) et I’insomnie fatale
familiale (IFF). Ce sont des maladies assez rares qui se manifestent généralement par une
démence progressive accompagnée de myoclonie (contraction musculaire), d’un syndrome
cérébelleux ou de troubles visuels ainsi que d’un syndrome pyramidal/extrapyramidal.

La plus répandue est la MCJ qui correspond a 85% des cas. La majorité des cas sont
d’origine sporadique (=90%) ; les formes familiales (=9%) sont liées a des mutations dans le
gene PRNP, situé sur le chromosome 20 et codant la protéine prion. Les formes infectieuses
(=1%) peuvent étre générées suite a des contaminations centrales iatrogénes. Parmi les
contaminations les plus importantes et les plus médiatiques on peut citer le scandale des
hormones de croissance extractive (hGH) et la crise de la vache folle. Aujourd’hui, il est
couramment admis que le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ), décrit pour la
premiere fois en 1996, résulte de la transmission de I’encéphalopathie spongiforme bovine a

I’homme par consommation de tissus contaminés.

Comme la plupart des maladies neurodégénératives telles que la maladie d’ Alzheimer
ou la maladie de Parkinson, les EST se caractérisent par une perte neuronale ainsi qu’une
astrogliose associée a une activation microgliale. La Iésion spécifique des maladies a prions

est la spongiose qui correspond a une vacuolisation des neurones. Ces changements
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s’accompagnent systématiquement d’agrégats constitués majoritairement de la protéine Prion

anormale : PrPSc (Prusiner, 1982) (figure 9).

NE s o g

Zoigt I

ST -

, 2’( i '/ ~ + Figure 9. Aspect histologique des dépots de protéine prion.

"N e
/‘ﬂ“‘ 1 Y " A. Quatre plaques amyloides (fleches) observées dans le cerveau d’un patient
. . décédé d’un syndrome de Gerstmann-Straiissler-Scheinker (coloration hématéine-
T W éosine, x400). B. Immunomarquages anti-PrP d’innombrables agrégats de protéine
& prion observés dans le cadre d’une maladie de Creutzfeldt-Jakob familiale (x100)
(clichés dus a I’amabilité du Pr Frangoise Gray, Hopital Lariboisiere, Paris,
France). Tirée de (Maldi et Fabrice, 2005).

La séquence primaire de la PrPSc est identique a celle de la protéine normale PrPc,
une protéine ubiquitaire présente majoritairement dans le cerveau et dans les organes
lymphatiques dont la fonction exacte est, a ce jour, inconnue. Bien que les mécanismes de
conversion ne soient pas totalement €élucidés, on sait que I’association de la PrPSc a la PrPc
induit un changement dans sa structure secondaire. La PrPc est composée d’environ 45%
d’hélices a et peu de feuillets [ alors que la PrPSc contient approximativement 30% d’hélices
a et 45% de feuillets . Les agrégats de PrPSc sont également résistants a la dégradation et a

la digestion par la protéinase K contrairement a la PrPc.

A ce jour, il n’existe aucun traitement ni préventif ni curatif pour aucunes des formes
de maladies a Prions. Les traitements thérapeutiques s’intéressent particulierement aux
processus de syntheése et d’accumulation de la PrPsc. Dans cette optique, I’immunothérapie
est une stratégie particulicrement intéressante, d’autant plus que le syst¢tme immunitaire joue

un role important dans la réplication et I’accumulation de la PrPSc.

En 2001, deux équipes ont montré que des anticorps dirigés contre la protéine PrP
étaient capables de bloquer la propagation du prion dans des cellules infectées (Enari et al.,
2001 ; Peretz et al., 2001) confirmant 1’intérét de I’immunothérapie dans le traitement des

maladies a prions.
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1.2.2  Immunothérapie active

En 2001, Souan et ses collaborateurs sont les premiers a démontrer que la vaccination
réduit la PrPSc tumorale chez des souris sauvages (Souan et al., 2001). I1 est trés vite apparu
qu’obtenir une réponse immunitaire importante contre le prion serait difficile compte tenu de
la tolérance naturelle au PrP qui est une protéine ubiquitaire. Afin de casser cette tolérance,
plusieurs stratégies ont été mises en place. L’ immunogénicité des peptides a été largement
étudiée et plusieurs immunogenes testés : des peptides synthétiques couplés ou non a des
protéines porteuses ou différents Ag tels que des protéines prions recombinantes ou encore
des polyprotéines PrP-PrP. L’adjuvant de Freund a également été remplacé dans plusieurs
études par le Montanide IMS-1313 ou le TiterMax, par des oligonucléotide CpG ou encore
par la toxine cholérique (pour revues Heppner et Aguzzi, 2004 ; Bade et Frey, 2007). Bien
que la plupart de ces études aient permis de générer des titres en anticorps plus importants les
effets thérapeutiques bénéfiques, lorsqu’ils sont rapportés, sont tres modérés (Sigurdsson et

al., 2003 ; Arbel et al., 2003).

Puisque I’intestin est la principale voie d’entrée du prion dans de nombreuses formes
de maladies a prions (Beekes and McBride, 2007), certains groupes ont pris le parti d’étudier
la vaccination mucosale. Cette approche utilisée également dans la maladie d’ Alzheimer, pour
d’autres raisons, induit préférentiellement une réponse de type Ty2. La premicre
démonstration de I'utilisation efficace de ce type de vaccination pour prévenir l'infection par
le prion a été publiée en 2005 (Goni et al., 2005). Dans cette étude, 30% des animaux
vaccinés avec une souche de salmonelle atténuée exprimant la protéine PrP n’ont pas
développé la maladie a 365 jours apreés l’'infection orale par le prion. L'immunisation
mucosale a ensuite €té confirmée comme partiellement protectrice contre l'infection par le
prion par un autre groupe qui a utilis€ comme vaccin un fragment de PrP recombinante et la
toxine cholérique comme adjuvant (Bade et al., 2006). Plus récemment, Goni et ses
collaborateurs ont constaté que 100% des souris immunisées, présentant les taux en IgA et

IgG les plus élevés, étaient protégées de 1'infection par voie orale (Goni et al., 2009).

1.2.3  Immunothérapie passive

L’immunothérapie passive est une approche qui a également été étudiée. Quelques

équipes ont décrit des temps d'incubation prolongés suite a 1’injection d’anticorps dirigés
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contre la protéine prion par injection intrapéritonéale (ip) chez des souris infectées
(Sirgurdsson et al., 2003 ; White et al., 2003 ; Féraudet et al., 2010). De mani¢re générale, les
résultats sont limités et surtout inefficaces des lors que le cerveau est infecté et que les
premiers signes neurologiques sont apparus et ce, méme avec des doses massives d’anticorps
(White et al., 2003). Il est donc difficile d’envisager de traiter les formes sporadiques et
familiales de MCJ qui débutent dans le SNC de cette maniere. Toutefois, les anticorps
délivrés par infusion intraventriculaire ont un effet bénéfique non seulement sur la PrPSc mais
également sur la spongiose, I’activation microgliale et 1’astrogliose chez des souris ayant une
infection cérébrale (Song et al., 2008). Il est donc probable que 1’action des Ac soit limitée par
la présence de la BHE. En effet, 'utilisation des différents ScFv délivrés par AAV
directement dans le SNC de souris infectées permet de réduire 1’accumulation de PrPSc et

I’infection du prion (Vertugno et al., 2006 ; Wuertzer et al., 2008 ; Zuber et al., 2008).

1.24  Immunothérapie adoptive

L’immunothérapie adoptive, utilis€ée dans le domaine du cancer, est une approche
alternative pour pallier a la tolérance naturelle au PrP ainsi qu’a la faible efficacité des
anticorps (pour revue Carnaud et Bachy, 2010). Les études de transfert adoptif se sont

centrées sur les lymphocytes T CD4+ ainsi que sur les cellules dendritiques.

Les cellules dendritiques, capables de stimuler la production de lymphocytes T naifs
jouent un réle clé dans 1I’induction de la réponse immune. Des cellules dendritiques «
chargées» avec une séquence peptidique de PrP, transduites (Rosset et al.2009) ou non (Bachy
et al., 2010), administrées a des souris sauvages sont capables de casser la tolérance naturelle
au prion. Ce tranfert adoptif génere a la fois des Ac dirigés contre PrPc ainsi que la libération
de cytokines par les cellules T. Le transfert répété de ces cellules réduit 1’infection du prion
inoculé en ip et prolonge 1’incubation de la maladie de 40 jours (Bachy et al., 2010). Le temps

de survie semble corrélé avec le taux d’Ac circulants.

Les LT CD4+ jouent un réle majeur dans les réponses de I’immunité adaptative aussi
bien cellulaire qu’humorale. Le transfert de cellules T CD4+ sensibilisées a la protéine PrP a
été étudié en utilisant des souris donneuses sauvages (partiellement ou totalement déplétées en
lymphocytes) (Gourdain et al., 2009) et des souris transgéniques exprimant un TCR de CD4+

spécifique d’un motif de la protéine prion (Iken et al., 2011). Les lymphocytes T proliferent et
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secretent des cytokines plusieurs mois apres leur transfert. Ils sont capables de réduire la
progression de I’infection dans les organes lymphoides secondaires et ainsi retarder la
progression de la maladie. De maniere intéressante, la protection conférée par les
lymphocytes T CD4+ s’exerce sans 1’aide d’anticorps. Néanmoins, elle se développe dans un
contexte T2 1lié a une production d’IL-4 majoritaire par rapport a la production d’IFNYy.
Cette approche met en avant le potentiel des cellules de I'immunité cellulaire et ouvre de
nouvelles perspectives thérapeutiques. En effet, les lymphocytes T ne sont pas uniquement
pro inflammatoires et, modulés de fagon adaptée, ils peuvent étre bénéfiques notamment via

la production de cytokines de type T,;2.

1.2.5  Les mécanismes d’action potentiels de 'immunothérapie contre le prion

Les mécanismes par lesquels les anticorps sont capables d’inhiber la formation de la
PrPSc ont été étudiés en utilisant divers anticorps dans différentes lignées cellulaires.
Plusieurs hypothéses ont émergées de ces différentes études. La premiere est que les anticorps
modifient directement 1’interaction entre la PrPSc et la PrPc en bloquant les épitopes

nécessaires a la conversion (Enari et al. 2001 ; Peretz et al., 2001).

Une autre hypotheése serait que les anticorps indépendamment de leur spécificité
perturbent le trafic cellulaire de la PrPc. Notamment sa séquestration a la surface cellulaire
empécherait sa conversion au sein des compartiments subcellulaires (Kim et al., 2004 ;
Féraudet et al., 2005). Enfin, ces anticorps seraient capables de dégrader la PrPc (Perrier et al.,
2004) générant toujours une moindre disponibilité du substrat nécessaire a la PrPSc. Enfin, il
serait également possible que la PrPSc elle méme soit plus facilement dégradée (Beringue et
al., 2004). Il semblerait d’ailleurs que des anticorps dirigés a la fois contre la PrPSc et la PrPc

seraient plus efficaces que ceux qui reconnaissent uniquement la PrPc (Beringue et al., 2004).

De maniere générale, non seulement, les travaux sur le prion confirment ’intérét de
I’immunothérapie dans le traitement des maladies neurodégénératives mais mettent également
en évidence le potentiel effecteur de I'immunité cellulaire, notamment des LT CD4+, jusque

la considérés comme la béte noire de I’'immunothérapie Ap.
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2. ... AUX AGREGATS PROTEIQUES INTRANEURONAUX

2.1 LA MALADIE DE PARKINSON

2.1.1. Généralités

La maladie de Parkinson est, aprés la MA, la maladie neurodégénérative la plus
fréquente chez les populations agées. Il s’agit d’'une maladie chronique qui se manifeste
essentiellement par des troubles moteurs : tremblement au repos, rigidité, bradykinésie et

instabilité posturale (pour revue Jankovic, 2008).

La MP est caractérisée par une perte des neurones dopaminergiques de la substance
noire. Ces neurones innervent massivement le striatum et interviennent, a ce titre, dans le
controle et I’exécution du mouvement. A I'intérieur de ces neurones on retrouve une lésion
particuliere : le corps de Lewy. Il s’agit d’une inclusion intraneuronale majoritairement
composée d’a-synucléine mal conformée (figure 10)(Spillantini et al., 1997b). L’a-

synucléine est une protéine présynaptique dont le réle n’est toujours pas clairement identifié.

a \
D
Figure 10. Aspects histologiques du corps de Lewy
e 4}‘ "]
s A. Corps de Lewy de la substance noire de patient atteint de la maladie de
A 3 Parkinson marqué avec un anticorps dirigé contre I’ a.-synucléine. Barre

d’échelle 20um B. Cellule nerveuse présentant 2 corps de Lewy. Barre
d’échelle Sum C. Corps de Lewy extracellulaire a plus fort grossissement.
Barre d’échelle 4um. D’apreés (Spillantini et al., 1997b)

La MP apparait le plus souvent de fagon sporadique. Bien que les mécanismes a
I’origine de la maladie ne soient pas clairement déterminés, un ensemble de facteurs de
risques tels que les pesticides ou encore le stress oxydatif ont ét€ mis en cause (pour revue

Defebvre, 2010). Les formes familiales sont rares, elles débutent généralement plus
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précocement. Leur caractérisation a permis l'identification de plusieurs génes de la maladie :

a-synucléine, parkin, ubiquitin-C-terminal hydrolase L1, DJ-1, ATP13A2 et PINK] .

Il n’existe a ce jour, comme pour la MA, aucun traitement préventif ni curatif,
uniquement des traitements symptomatiques (pour revue Caviness et al., 2010). Une stratégie
privilégiée est de réduire I’accumulation de 1’a-synucléine en inhibant son agrégation ou en
promouvant sa dégradation/clairance notamment par 1’immunothérapie (pour revue Agbo et
al., 2009). Bien que I’a-synucléine soit une protéine cytosolique, de ce fait moins accessible,
en conditions pathologiques elle s’accumule a la membrane (Kim et al., 2009) et peut ainsi
étre exposée aux anticorps circulants. A ceci s’ajoute les récentes €tudes qui suggerent que
I’a-synucléine peut étre retrouvée a I’extérieur du neurone et participerait a la propagation de
la pathologie selon un mécanisme proche de celui du prion (pour revues Aguzzi et Rajendran,

2009 ; Angot et al., 2010).
2.1.2. Immunothérapie active

Comme pour le peptide amyloide et le prion, la preuve de concept vient d’études in
vitro qui ont montré que des ScFv étaient capables d’inhiber 1’agrégation de 1’a-synucléine
(Emadi et al., 2004 ; Zhou et al., 2004). La premiere immunothérapie active ciblant I’a-
synucléine a été développée par Eliezer Masliah et ses collaborateurs dans un modele murin
transgénique de Parkinson (Masliah et al., 2005b). Dans cette étude, des souris agées de 3 et 6
mois ont été vaccinées avec de 1’a-synucléine humaine (ha-syn) recombinante et de
I’adjuvant de Freund pendant 8 mois. Chez les souris produisant les anticorps les plus
spécifiques, une diminution de 1’accumulation de I’ha-syn dans les corps neuronaux et les
synapses a €té observée ainsi qu’une réduction de la dégénérescence synaptique. La question
qui se pose est bien évidemment comment les anticorps générés en périphérie sont-ils
capables de reconnaitre et de promouvoir la clairance d’une protéine intraneuronale ? Eliezer
Masliah propose une hypothese basée sur un co-marquage avec la cathepsine D, une protéase
du lysosome. Les anticorps capables de reconnaitre 1’a-synucléine agrégée/oligomérisée,
présente a la membrane, seraient internalisés, seuls, ou via un récepteur type Thy 1.1 ou LRP
(Lipoprotein Receptor-related Protein) et faciliteraient la dégradation de 1’ a-synucléine par le

lysosome (figure 11).
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| Anti-na-syn A Figure 11. Mécanisme hypothétique de la
}\ A FoR_LRP 2 }\ A dégradation de I’a-synucléine par les anticorps.
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cytoplasm | \ P Thyl, LRP) et facilité la dégradation de I’ a-synucléine par le
—~ k. - ‘w s lysosome. Tirée de (Masliah et al., 2005b).
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2.1.3. Immunothérapie passive

Récemment, le méme groupe a publi€¢ une étude d’immunothérapie passive avec un
anticorps monoclonal (9E4) dirigé contre la partie C-terminale (Ct) de 1’a-synucléine
(Masliah et al., 2011). Ce domaine Ct qui semble jouer un role important dans le processus
d’agrégation et d’oligomérisation de 1’a-synucléine était déja impliqué dans la vaccination
(Masliah et al., 2005b). L’injection intrapéritonéale de 9E4 a 10mg/kg pendant 6 mois réduit
I’accumulation de 1’a-synucléine et prévient les déficits mnésiques observés avec le test de la
piscine de Morris. L’a-synucléine, comme dans les travaux de vaccination, est colocalisée
avec la cathepsine D et LC3, un marqueur de I’autophagosome, chez les souris injectées avec
OE4. Ces résultats confirment I’hypothese émise dans leur précédente étude suggérant une
dégradation par 1’autophagie. A la 2¢éme conférence internationale des maladies
neurodégénératives : Immunothérapie et biomarqueurs qui s’est tenue a Uppsala les 26-27
mai 2011, Eliezer Masliah, a également rapporté les effets d’un nouvel anticorps, nommé 274.
Cet anticorps n’a aucun effet sur I’accumulation de 1’a-synucléine au sein des neurones mais
plutdt au niveau des astrocytes. 274 agirait en activant de maniere spécifique la glie, mettant
en évidence, un nouveau mécanisme d’action. Cet Ac est particulierement intéressant pour le
traitement de l'atrophie multisystémique, une maladie caractérisée par I'accumulation de 1’a-

synucléine dans les cellules gliales.

Martin Ingelsson, a généré un anticorps dirigé contre les oligomeres d’a-synucléine,
49G, suggérant qu’un traitement précoce avec cet anticorps pourrait ralentir ou stopper le
processus de la maladie. En effet, il semble que 1’anticorps ayant pénétré dans les cellules
réduirait 1’agrégation de 1’a-synucléine (Uppsala: Immunotherapy—Not Just for AD

Anymore - disponible a http://www .alzforum.org/new/detail .asp?id=2834).

Une étude de Papachroni a montré que des autoanticorps contre I’a-synucléine étaient

présents dans 31% des sera de patients sains (Papachroni et al., 2007). Une approche utilisant
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les immunoglobulines humaines (IVIg), en essai clinique de phase 3 dans la MA, est donc
également envisageable pour traiter la maladie de Parkinson et autre synucléopathie. Une
récente étude menée sur trois préparations commerciales d’immunoglobulines a révélé la
présence d’anticorps dirigés contre les formes solubles d’a-synucléine sans démontrer d’effet
sur la formation d’oligomeres (Patrias et al., 2010). Toutefois, une étude longitudinale a été
menée chez quatre patients atteints de la maladie a corps de Lewy traités par IVIg (Shankle et
al., 2009). Les patients, traités avec 0,2 g/kg toutes les 2 semaines pendant 7-36 mois, ont été
évalués par le test FAST. Les effets sur deux des trois patients sont encourageants alors que
les effets sur le dernier patient sont plus décevants. Aucun effet défavorable important n’a été
trouvé lors de ce traitement a long terme. Ces résultats ont été confirmés récemment a la

conférence de I'ICAD 2011 (Hara et al., 2011).

2.14. Immunothérapie adoptive

D’autres équipes se sont tournées vers I'implication du systtme immunitaire et de
I’inflammation dans la pathologie et ont préféré une approche d’immunothérapie adoptive. En
2004, Benner et ses collaborateurs ont démontré que le transfert de splénocytes provenant de
souris immunisées avec Cop-1 (un copolymere stimulateur de Ty;2) chez un modele de souris
Parkinson MPTP (1 - méthyle 4 - phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridine) protége les neurones
dopaminergiques et réduit la réaction microgliale (Benner et al., 2004). Cette neuroprotection
peut étre attribuée a 1’activation des cellules T et la sécrétion de cytokines de type T2 comme
I’'[L-4 ainsi que de facteurs neurotrophiques tel que le GDNF (Glial cell line-Derived
Neurotrophic Factor). 1l semblerait que la neuroprotection induite par le transfert adoptif de
cellules immunitaires spécifiques de Cop-1 soit essentiellement du aux lymphocytes T CD4+
(Laurie et al., 2007). Récemment le méme groupe (Reynolds et al., 2010) a montré que les
cellules Trégulatrices (Tgyg) atténuaient la neuroinflammation induite par la réponse Ty17

générée par la vaccination avec 1’a-synucléine nitrée (Benner et al., 2008).

En résumé, I’ensemble de ces résultats montre que I’immunothérapie est un concept
applicable aux maladies neurodégénératives caractérisées par des agrégats intracellulaires a
priori difficilement accessibles. Aussi, il semblerait que 1’action des anticorps soit assez
limitée et que d’autres stratégies immunothérapeutiques reposant sur une réponse immunitaire

de type Ty2 ou Tygg présentent un intérét certain.
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2.2 LA MALADIE DE HUNTINGTON

2.2.1. Généralités

La maladie de Huntington (MH) ou Chorée de Huntington est la maladie
neurodégénérative d’origine génétique la plus fréquente. Elle est caractérisée par des
troubles moteurs, un déclin cognitif et des désordres psychiatriques. Le diagnostic certain
est fait sur la base des signes caractéristiques de chorée, de dystonie, de bradykinésie, ou
d’incoordination chez un individu a risque.

Il s’agit d’une maladie héréditaire causée par une expansion de triplet CAG au sein du
gene codant pour la protéine huntingtine (Htg) (pour revue, Walker, 2007 ; Ross et
Tabrizi, 2011). Les alleles normaux portent en regle générale moins de 30 répétitions du
triplet ; un allele devient pathologique au-dela de 36 répétitions. Cette mutation conduit a
I’expansion de la séquence polyglutamine (polyQ) de la Htg (Hatters, 2008).

La MH est caractérisée par une dégénérescence progressive des neurones du striatum
qui s’étend par la suite aux autres régions corticales. Au niveau microscopique, on peut

observer des agrégats de Htg polyQ a I’intérieur des neurones (figure 12).

2 . Figure 12. Aspect histologique des inclusions
W intraneuronales de Huntingtine
5 1 , Les agrégats de Huntingtine poluQ a ’intérieur du noyau des

neurones. Tirée de (Soto C, 2003).

2.1.1. Immunothérapie

Les études d’immunothérapie ciblant la Htg sont essentiellement des études
d’immunothérapie passive utilisant des intrabodies. L.’unique étude de vaccination publiée a

ce jour a été menée par Miller et ses collaborateurs en 2003. Ces travaux ont montré qu’une
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immunisation via un vecteur plasmidique réduisait le phénotype diabétique, un des marqueurs

périphériques de la maladie (Miller et al., 2003).

A ce jour, peu d’études d’immunothérapie passive dans la maladie de Huntington in
vivo ont été publiées (pour revue Southwell et Patterson, 2010). Les épitopes ciblés par ces
intrabodies se situent tous au sein de I’exon 1 de la Htg mais il semblerait que les régions
adjacentes au site de mutation soient plus prometteuses. En 2008, Wang et ses collaborateurs
ont montré que EM48, un anticorps ciblant un épitope unique de la région Ct de la Htg, était
capable de réduire les agrégats de Htg dans les neuropiles du striatum et d’améliorer les
performances motrices des souris injectées (Wang et al., 2008). La réduction des agrégats de
Htg pourrait résulter de la dégradation de la Htg mutante par la voie du protéasome. Une autre
étude menée chez 5 modeles de souris Huntington différents a révélé que le transfert
d’intrabodie améliore plusieurs aspects de la pathologie (Southwell et al., 2009). Happ1 dirigé
contre la région riche en proline de la Htg est capable de réduire les agrégats de Htg mutante,
la mort neuronale au niveau du striatum et d’améliorer les performances motrices dans
différents modeles. Ces résultats indiquent que les intrabodies représentent un traitement tres

spécifique et efficace chez différents modeles de souris de la MH.

Les approches immunothérapeutiques sont encore peu étudiées pour cibler des
agrégats protéiques intraneuronaux et qui plus est, situés a ’intérieur du noyau. Ce véritable
challenge a permis I’émergence de nouvelles approches immunothérapeutiques comme

I’utilisation d’intrabodie, approche désormais étudiée dans plusieurs autres protéinopathies.

La preuve de concept obtenue dans la maladie d’Alzheimer a permis d’étendre le
champ d’application de I’immunothérapie aux maladies a prions et de maniere plus
surprenante a des maladies caractérisées par des agrégats intracellulaires telles que la maladie
de Parkinson ou la maladie de Huntington. De mani¢re générale, I’'immunothérapie semble
étre une approche thérapeutique prometteuse pour traiter les protéinopathies
neurodégénératives d’autant que plusieurs études suggerent I’existence de mécanismes
pathologiques communs a I’ensemble des ces affections. L’un des concepts émergents
concerne la propagation des protéines selon un mode de nucléation assez proche de celui
observé dans les maladies a prions (pour revues Lee S.J et al., 2011 ; Jucker et Walker,

2011).
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Toutes ces évidences ont conduit a envisager I’immunothérapie contre la protéine Tau.
En 1985, cette protéine a été identifiée comme le composant majeur des PHFs qui constituent
les dégénérescences neurofibrillaires ou DNF de la maladie d’Alzheimer (Brion et al, 1985).
Depuis, des agrégats de protéines Tau ont ét€ rapportées dans plusieurs démences
neurodégénératives qui sont maintenant regroupées sous le terme de « Tauopathies » et dont
la plus connue est la maladie d’Alzheimer. Afin de développer une approche
d’immunothérapie Tau la plus adaptée, il est nécessaire de connaitre a la fois son role
physiologique et son implication dans le processus pathologique. Ces deux aspects seront

développés dans le chapitre suivant.
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III. TAU ET TAUOPATHIES

1. LA PROTEINE TAU

La protéine Tau appartient a la famille de MAP (Microtubule Associated Protein).
C’est en 1975 que Weingarten et ses collaborateurs ont purifié ces protéines et ont démontré
leur association avec les microtubules (MT). Mais, c'est la mise en évidence des protéines Tau
au sein des PHFs (Brion et al., 1985) qui a conduit de nombreuses équipes a étudier le

métabolisme de ces protéines.

1.1  GENE ET EPISSAGE ALTERNATIF

Le géne MAPT se trouve sur le bras long du chromosome 17, en position 1721 (Neve
et al., 1986). Ce gene est principalement exprimé dans les cellules neuronales mais également
dans des tissus périphériques comme le cceur, les muscles, le pancréas et les testicules (Gu et
al., 1996). Le transcrit primaire subit un épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 (Andreadis et
al., 1992). Cet épissage alternatif tissu-spécifique, régulé par le stade de développement,
génere dans le cerveau adulte six isoformes de Tau de combinaisons différentes suivant
I’inclusion ou I’exclusion des exons alternatifs (figure 13) (Goedert et al., 1989a,b; Himmler,

1989).
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Figure 13. Représentation schématique du transcrit primaire de fau et des six isoformes
du SNC adulte humain

Le gene tau est localisé sur le chromosome 17 et contient 16 exons donc 14 sont codants. Les exons 2 ,3 4a, 6, 8
et 10 sont alternatifs. Dans le cerveau adulte, seuls les exons 2, 3 et 10 sont exprimés. Tirée de (Martin L, 2011)

1.2 STRUCTURE ET MODIFICATIONS POST TRADUCTIONNELLES

1.2.1  Structure de la protéine Tau

Dans le cerveau adulte humain, la taille de la séquence des six isoformes protéiques de
Tau varie de 352 a 441 acides aminés et leur masse moléculaire de 45 a 65 kDa (Buée et al.,
2000). D’un point de vue structurel, la protéine Tau peut tre divisée en 2 parties : le domaine

de projection et le domaine de liaison aux microtubules (figure 14).

L Rl R2 R3 R4 441
Nt 1 2 3 4 L] 7 L] u " ' " u LH u L] Ct
Acide Riche en proline Domaines répétés

Domaine de projection

Figure 14. Structure de tau.

La protéine tau posséde deux domaines fonctionnels majeurs. Le domaine amino-terminal est appelé domaine de
projection. Le domaine carboxy-terminal contient les régions répétitives R1 a R4 et permet la liaison aux
microtubules. Adaptée selon (Buée et al., 2000).
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Le domaine Nt dont la taille varie suivant I’inclusion ou I’exclusion des exons 2 et 3
possede une région trés acide et une région riche en proline. Ce domaine permettrait
I’interaction de Tau avec d’autres éléments du cytosquelette et avec la membrane plasmique
(Hirokawa et al., 1988; Brandt et al., 1995).

Le domaine Ct de Tau contient 3 ou 4 séquences de 18 acides aminés hautement
homologues (R1 a R4) (Goedert et al., 1989a; Himmler, 1989). Les isoformes de Tau
contenant 4 domaines de répétitions (4R) ont une plus grande affinité pour les microtubules et
sont plus efficaces pour promouvoir leur assemblage que les isoformes Tau 3R (Butner and

Kirschner, 1991; Goedert and Jakes, 1990; Gustke ef al.,1994).

1.2.2  Phosphorylation

Parmi les différentes modifications post traductionnelles que subit la protéine Tau, la
phosphorylation est, de loin, la plus fréquente. Il y a 85 sites potentiels de phosphorylation sur
I’isoforme la plus longue de Tau (2N4R). La phosphorylation de Tau régule notamment son
affinit¢ pour les microtubules. Elle est principalement régie par des kinases et des

phosphatases, mais d'autres facteurs peuvent étre également impliqués.

1.2.2.1 La phosphorylation par les kinases

Un total de plus de 20 protéines kinases peuvent phosphoryler les protéines Tau
principalement sur des sites Sérine ou Thréonine situés en particulier, de part et d’autre des
domaines de liaison aux MTs (pour revues Buée et al., 2000 ; Sergeant et al., 2008 ; Martin L,
2011). Parmi ces kinases, on peut citer la GSK3 (Glycogen Synthase Kinase) (Ishiguro et al.,
1993) ou les cyclin-dependant kinase dont Cdk5 (Cyclin Dependent kinase) (Cruz et al.,
2003 ; Noble et al., 2003). Ces kinases vont phosphoryler les sites sérine et thréonine de Tau.
Les sites tyrosine pourront quant a eux &étre phosphorylés par, entre autres, des protéines de
type tyrosine kinase de la famille Src, telles que la protéine Fyn (Lee et al., 2004; Derkinderen

et al., 2005).

1.2.2.2 La déphosphorylation par les phosphatases
La régulation de la phosphorylation de Tau dépend également de 1’action directe ou

indirecte des phosphatases. Les phosphatases PP1, PP2A et PP2B, PP5 sont capables de
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déphosphoryler Tau in vitro (Goedert et al., 1995; Kins et al., 2001; Sontag et al., 1996;
Sontag et al., 1999 ; Gong et al., 2004 ). Dans le cerveau humain, 1’activité des phosphatases
PP2A, PP1, PP5 et PP2B compte respectivement pour = 71%, =11%, 1=0% et =7%, de
l'activit¢ phosphatase totale de Tau (Liu et al., 2005). L’inhibition de PP2A régule la
phosphorylation de facon directe et également via son interaction avec la GSK3 (Qian et al.,

2010).

1.2.2.3 Les autres acteurs de la phosphorylation
La phosphorylation de Tau peut étre modulée indirectement par 1’action de la peptidyl-
prolyl cis/trans isomerase Pinl (Lu et al., 1999; Zhou et al., 2000 ; Hamdane et al., 2006). De
plus, certains stress cellulaires tels que le stress oxydant (Davis et al., 1997; Galas et al., 2006;
Zambrano et al., 2004) ou le stress thermique (Planel et al., 2007 ; Sultan et al., 2011) sont
connus pour moduler la phosphorylation de Tau. D’autres stress comme la privation de

nourriture entrainent une hyperphosphorylation de Tau (Yanagisawa et al., 1999).

1.2.3  Autres modifications

Bien que la phosphorylation soit la principale modification post traductionnelle de
Tau, elle subit également un certain nombre d’autres modifications dont les effets sont encore
mal connus. La N-acétyl-glucosaminylation (O-GlcNac) serait, par exemple, un autre moyen
de réguler l'interaction Tau-microtubules (Liu et al., 2009). Tau fait 1’objet d’autres
modifications post traductionnelles incluant la N-glycosylation, [’ubiquitinylation,
I’acétylation, la sumoylation, 1I’oxydation, la nitration, la polyamination, et la protéolyse. En

condition physiologique, la présence de ces modifications reste néanmoins limitée.

1.3  LOCALISATIONS ET FONCTIONS DE LA PROTEINE TAU

La protéine Tau est exprimée principalement au niveau des axones des neurones mais
elle est également localisée au niveau des dendrites, des membranes plasmiques ou encore
dans le noyau. Selon sa localisation subcellulaire, elle exerce différentes fonctions qui sont

étroitement liées a son degré de phosphorylation (pour revue Morris et al., 2011).

40



1.3.1  Tau cytoplasmique

1.3.1.1 Tau et dynamique microtubulaire

Le cytosquelette est composé de 3 types de filaments : les microfilaments, les filaments
intermédiaires et les microtubules. Ce dernier est une structure cylindrique, dynamique dont la
formation repose sur 1’association d’hétérodimeres de tubuline sous forme de structures
appelées protofilaments. Dans le cerveau, les MTs constituent la charpente des neurones, ils
sont présents majoritairement dans les axones mais également dans les dendrites. La protéine
Tau en tant que MAP facilite la polymérisation des diméres de tubuline via son domaine de
liaison aux MTs et favorise ainsi la stabilit¢ du réseau microtubulaire (Weingarten et al.,
1975 ; Drechsel et al., 1992). Cette capacité de liaison aux MTs est hautement régulée par la
phosphorylation de Tau (Lindwall et Cole, 1984 ; Johnson, 2004). De manicre générale, un
¢tat peu phosphorylé augmente [Daffinit¢ de Tau pour les MT alors que
I’hyperphosphorylation semble diminuer cette affinité. En particulier, la phosphorylation sur
certains sites tels que les motifs KXGS des domaines de répétitions (Trinczek et al., 1995) ou

la thréonine 231 (Cho et Johnson, 2004) réduit fortement la liaison de Tau aux MTs.
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Figure 15. Phosphorylation de la protéine Tau et dynamique microtubulaire

Les formes phosphorylées de Tau présentent une capacité moindre a lier et stabiliser les microtubules. C’est
I’équilibre entre phosphatases et kinases qui permet de réguler I’état de phosphorylation des protéines Tau et
par la méme la dynamique des microtubules nécessaire a des processus biologiques fondamentaux tel que le
transport axonal. Adaptée de (Buée L, 2000)
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1.3.1.2 Tau et transport axonal

Un neurone doit constamment fournir de nouvelles substances, protéines et
membranes, a I’extrémité de 1’axone et également dégrader les « vieilles » au niveau de son
corps cellulaire. Ce transport s’effectue grace a des moteurs moléculaires, appelés kinésine et
dynéine, qui circulent le long des « rails » que constituent les microtubules. La kinésine assure
le transport antérograde, du corps cellulaire a la terminaison axonale (Hirokawa et al., 1991),
et le complexe dynéine/dynactine assurent le transport rétrograde, de la terminaison axonale
au corps cellulaire (Paschal and Vallee, 1987). Les protéines Tau régulent le transport axonal
en stabilisant les MTs et également en intervenant directement sur les moteurs moléculaires
kinésine et dynéine (Ebneth et al., 1998 ; Cuchillo-Ibanez et al., 2008; Dixit et al., 2008 ;
LaPointe et al., 2009).

1.3.1.3 Tau et polarité neuronale
Les neurones sont des cellules polarisées présentant un pdle somatodendritique et un
pole axonal. Cette polarité est possible grace a 1’organisation adéquate des microtubules. La
stabilisation des microtubules par les protéines Tau, en collaboration avec d’autres protéines
associées aux microtubules, est essentielle au développement des prolongements cellulaires et

au maintien de la polarité neuronale (Caceres and Kosik, 1990; Harada et al., 1994).

132 Tau associée a la membrane

En plus de sa présence dans le cytosol, la protéine Tau interagit avec la membrane
certainement via son domaine de projection (Brandt et al., 1995). Cette interaction a été
confirmé dans plusieurs lignées cellulaires (Arrasate et al., 2000 ; Ekinci et al., 2000 ; Maas et
al., 2000) ainsi que dans des neurones corticaux de rats (Pooler et Hanger, 2010). Cette
interaction serait fortement liée a la phosphorylation de Tau. Les formes déphosphorylées
notamment a 1’épitope reconnu par Taul s’associent a la membrane plasmique contrairement
aux protéines Tau phosphorylées aux sites PHF1 (Ser306/404) ou AT8 (Ser199/202 et
Thr205). Bien que la fonction de Tau a la membrane plasmique ne soit pas encore clairement
identifiée, plusieurs études rapportent 1’existence d’une interaction entre Tau et les domaines

SH3 des protéines tyrosine kinase de la famille Src, telles que la protéine Fyn, au niveau de la
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membrane plasmique (Lee et al., 1998; Reynolds et al., 2008). Les récents travaux de Pooler
(Pooler et Hanger, 2010) confirment le role de Fyn dans les mécanismes de trafic cellulaire de
Tau. Via son interaction avec Fyn et d’autres protéines telles que PLC-Yy Tau participerait a la

signalisation cellulaire.
1.3.3  Tau nucléaire

Bien que moins décrite dans la littérature, la protéine Tau peut également étre localisée
au niveau du noyau des neurones (Brady et al., 1995). Une étude récente (Sjoberg et al., 2006)
a mis en évidence la présence de Tau dans des régions particulieres du nucléole, suggérant
son implication dans 1’organisation nucléolaire. Quelques études ont montré que la protéine
Tau était capable, in vitro, de se lier a I’ADN et plus particulierement au petit sillon (Wei et
al., 2008). Ces travaux suggerent 1I’implication de Tau dans la protection de I’ADN contre la
dénaturation thermique (Hua et He, 2003), la dégradation de la DN Ase ou encore les radicaux
libres (Wei et al., 2008). Ce role protecteur a été confirmé récemment dans des cultures
primaires de neurones soumises a un stress thermique ou oxydant (Sultan et al., 2011). La
protéine Tau cytosolique soumise a ces stress subirait une déphosphorylation suivie d’une
translocation nucléaire, lui permettant de jouer un rdle protecteur en se liant a I’ADN (Miao et

al., 2010).

La protéine Tau a longtemps ¢été présentée comme une protéine axonale dont la
principale fonction était associée aux microtubules. Il s’agit en réalité d’une protéine bien plus
complexe aux multiples roles (pour revue Morris et al., 2011). Aujourd’hui étudier la
physiologie de la protéine Tau est un enjeu majeur pour mieux comprendre les mécanismes

qui conduisent a sa pathologie.

2. LES TAUOPATHIES

2.1 CONCEPT DES TAUOPATHIES

Depuis son identification en 1985 comme étant le constituant majeur des PHFs dans la
maladie d’Alzheimer, la protéine Tau a ¢été retrouvée dans plus de 20 maladies

neurodégénératives (pour revues Buée et al., 2000 ; Lee et al., 2001 ; Sergeant et al., 2005).
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L’ensemble de ces maladies regroupées sous le terme de Tauopathies posséde une
caractéristique commune : I’agrégation de la protéine Tau sous forme de filaments.

Bien que la présence de cette 1ésion soit commune a I’ensemble de ces affections elle
n’est pas similaire d’une Tauopathie a 1’autre. En effet, selon la maladie, les agrégats peuvent
prendre des aspects histologiques différents (la DNF de la MA, les corps de Pick de la
maladie de Pick, les touffes gliales de la paralysie supranucléaire progressive (PSP) ou encore
les plaques gliales de la dégénérescence corticobasale (DCB)), et s’accumuler dans différents

types cellulaires (neurones, astrocytes, oligodendrocytes) (figure 16).

DNF Corps de Pick Plaques gliales Touffe gliale
C\ . . ¢ Y

4

Figure 16. Différentes structures des agrégats de Tau.

De gauche a droite - Neurone en DNF observé dans la MA Corps de Pick observé dans la maladie de Pick
Plaque astrocytaire observée dans la Paralysie Supra Nucléaire (PSP) et Touffe gliale observée dans la
Démence Cortico Basale (DCB). Les différents agrégats de Tau sont marqués a l’aide d 'un anticorps anti
phospho-Tau (ATS : pSer202/205). Tirée de (Hasegawa M., 2006)

Les Tauopathies se distinguent également d’un point de vue biochimique. Ainsi, la
caractérisation du profil électrophorétique en SDS-PAGE des agrégats de protéines Tau a
permis d’établir une classification des Tauopathies en 4 groupes (figure 17) (pour revue

Sergeant et al., 2005).

* La classe 1 : agrégation des toutes les isoformes de Tau

La classe 1 est caractérisée par la présence de 3 bandes majeures a 60, 64 et 69 kDa et une
bande mineure a 72/74 kDa. Ces bandes correspondent aux 6 isoformes de Tau (Hanger et al.,
1992 ; Sergeant et al., 1997a, b). La bande a 60 kDa correspond a I’isoforme fcetale (ON3R) et
la bande mineure a 72/74 kDa est constitu¢ de I’isoforme la plus longue de Tau (2N4R)
(Sergeant et al., 1997a). Ce profil biochimique est caractéristique d’une grande partie des

Tauopathies et notamment de la MA (Buée et al., 2000).
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* La classe 2 : agrégation des isoformes 4R de Tau

Le profil éléctrophorétique des Tauopathies de classe 2 est définit par un doublet a 64 et 69
kDa et la bande mineure a 74 kDa de I’isoforme 2N4R. Elle se caractérise par une
augmentation du ratio des isoformes de Tau 4R/3R dans les agrégats de Tau. Dans ce groupe,
on retrouve la PSP et la DCB, la démence a grains argyrophiles (DGA) ainsi que certaines

démence fronto-temporale et parkinsonisme liée au chromosome 17 (DFTP-17).
* La classe 3 : agrégation des isoformes 3R de Tau
Cette classe est caractérisée par deux bandes majeures a 60 et 64 kDa correspondant

essentiellement aux isoformes 3R. La maladie de Pick et certaines DFTP-17 appartiennent a
cette classe (Sergeant et al., 1997b).

* La classe 4 : agrégation majoritaire de 1’isoforme ON3R
Cette classe correspond uniquement a la dystrophie myotonique de type I et II (DM1 et DM2)
(Sergeant et al., 2001; Maurage et al., 2005). Le profil biochimique des protéines Tau
pathologiques se caractérise par une bande majeure a 60 kDa, bien que des bandes mineures a
64 et 69 kDa peuvent étre observées. Les agrégats de Tau sont majoritairement composés des

isoformes excluant les exons 2 et 3 et partiellement I’exon 10 (Sergeant et al., 2001).
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Figure 17. Classification des Tauopathies

AM : Atrophie Multisystéemique — DP : Démence Pugilistique — PSS : Panencéphalite sclérosante subaigue —
DFPT-17 Démences frontotemporales avec syndrome parkinsonien liées au chromosome 17 DGA : Démence a
Grains Argirophiles — PSP : Paralysie SupraNucléaire — DCB : Démence Cortico Basale — DM1/DM?2 :
Dystrophie Myotonique
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Toutefois, méme si la composition et la localisation des agrégats de Tau varie selon la
Tauopathie, la progression stéréotypée observée dans le cerveau de patients atteints de PSP
(Verny et al., 1996), de DGA (Saito et al., 2004) et de MA (Braak and Braak, 1991) corrélée
aux déficits cognitifs suggere un role majeur dans le processus pathologique. Cette corrélation
a été notamment largement vérifiée dans la MA (figure 18) (Braak and Braak, 1991 ;
Arriagada et al., 1992 ; Duyckaerts et al., 1997 ; Delacourte et al., 1999). La pathologie Tau
progresse de facon stéréotypée en suivant des voies neuroanatomiques identiques pouvant
refléter un caractere propagateur de la protéine Tau comme plusieurs études récentes le
suggerent (pour revues Frost et Diamond, 2010 ; Lee et al., 2011 ; Goedert et al., 2010 ;
Jucker et Walker, 2011).

A & ‘ f : I v

Distribution de la pathologie Tau au cours de la MA (Delacourte et al., 1999)

Figure 18. Distribution de la pathologie Tau au cours de la MA.

Les premiéres lésions apparaissent au niveau de la région hippocampique, puis s’étendent a I’ensemble des
régions corticales. Adaptée de (Delacourte et al., 1999)

D’autres Tauopathies comme la PSP (Verny et al., 1996) ou la DGA (Saito et al.,
2004) présentent une progression stéréotypée de la pathologie Tau via d’autres voies
neuroanatomiques et un phénotype différent (grains argyrophiles ou DNF dans des sous-

populations neuronales différentes de la MA).

Récemment, la découverte de pré-tangles chez des patients d’une trentaine d’année
(Braak et Del Tredici, 2011b) au niveau du locus coeruleus a renforcé 1’hypotheése de la
progression de la pathologie Tau dans la MA selon des voies neuroanatomiques. En effet, il
est admis que les axones de cette région projettent jusqu’au cortex transentorhinal, la seconde

région du cerveau touchée par la pathologie (figure 19).
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2.2 PROPAGATION

Le caractere propagateur de la protéine Tau a ét€ démontré in cellulo et in vivo. En
2009, les expériences de Frost ont montré, d’une part, que des agrégats de Tau présents dans
le milieu extracellulaire étaient internalisés dans les cellules neuronales et induisaient une
agrégation de la protéine Tau intracellulaire et, d’autre part, que ces agrégats étaient transférés
d’une cellule a une autre (Frost et al., 2009). La conversion de la protéine Tau soluble par des
agrégats de Tau a été récemment confirmée par deux autres équipes (Nonaka et al., 2010 ;
Guo et Lee, 2011). Les travaux de Clavaguera et ses collaborateurs, menés in vivo, ont
renforcé 1’hypothese du caractere propagateur de la protéine Tau. En effet, ’injection de
protéines Tau agrégées chez des animaux transgéniques induit une conversion de la protéine
Tau soluble murine en une forme anormale insoluble qui se propage du site d’injection a

d’autres régions cérébrales (Clavaguera et al., 2009).

Ainsi le concept de propagation de la pathologie Tau ouvre la voie a des
thérapeutiques nouvelles notamment I’immunothérapie. En effet, il est trés probable que les
protéines Tau se propagent via le milieu extracellulaire et soient de ce fait, plus accessibles

aux anticorps.
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Gardons néanmoins a 1’esprit que les Tauopathies sont caractérisées par des agrégats
de protéines Tau et I’étude des mécanismes conduisant a son agrégation est essentielle a la

compréhension de la pathologie et au développement de stratégies thérapeutiques adaptées.

2.3 L’ AGREGATION DE LA PROTEINE TAU

Les caractéristiques de I’agrégation de la protéine Tau ont été essentiellement décrites
par des ¢tudes in vitro. En solution, la protéine Tau est une molécule flexible, sans
conformation particuliere. Toutefois, des études ont pu démontrer que les séquences
BYQIINK?™ et ***VQIVYK®", respectivement situées dans le domaine de répétition R2 et
R3, possédaient des propriétés pro-agrégatives (Arrasate et al., 1999 ; Von Bergen et al.,
2000 ). La notion de caractére agrégatif de la protéine Tau a été renforcée par la découverte de
certaines mutations présentes dans les DFTP-17 qui semblent également affecter la
fibrillogénése de Tau (Arrasate et al., 1999 ; Goedert et Spillantini., 2000). Plusieurs
modifications post traductionnelles sont également susceptibles d’étre mise en jeu dans le
processus d’agrégation et particulieérement la phosphorylation, la troncation et plus récemment
I’acétylation de la protéine Tau (pour revues Gendron et Petrucelli, 2009 ; Meraz-Rios et al.,

2010 ; Martin L, 2011)
2.3.1. Les mutations

La découverte de formes familiales de démences frontotemporales (DFTP-17)
résultant de mutations sur le géne MAPT (Spillantini et Goedert, 1998) a permis de mieux
comprendre comment les protéines Tau pouvaient participer au mécanisme d’agrégation. A ce
jour, plus de 40 mutations comprenant des mutations non sens, des délétions, des mutations
silencieuses et des mutations introniques ont été découvertes

(http://www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations). Selon le type de mutation, on peut définir 2

groupes de FDTP-17. Ainsi, lorsque les mutations sont situées en dehors de 1’exon 10 et des
sites régulant son épissage (G272V, P301L, P301S, K280, V337M, R406W) les propriétés
biochimiques de Tau sont modifiées conduisant a une baisse de 1’affinité pour les MTs.
Lorsque la mutation touche I’exon 10 (mutations faux sens de type P301L et N279K) ou ces
sites d’épissage (mutations silencieuses L284L, N296N), on peut observer un défaut
d’épissage de I’exon 10 et une modification du ratio 3R/4R. Les agrégats sont alors surtout

constitués d’isoformes de type 4R, I’agrégation touche les neurones et les cellules gliales. Un
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défaut d’épissage indirect de Tau, notamment une réduction de 1’inclusion des exons 2, 3 et
10 a également été rapportée dans une classe particulierement de Tauopathie : la classe 4 qui
regroupe les dystrophies myotoniques de type 1 et 2 (Sergeant et al., 2001). L’ensemble de
ces données indiquent qu’un déséquilibre entre les formes 3R et 4R de Tau peut conduire a la

pathologie Tau.

Toutefois, chez les patients atteints de MA, le geéne MAPT ne présente pas de mutation

ce qui suggere I’implication d’autres mécanismes dans 1’agrégation.

2.3.2. La phosphorylation

Comme nous I’avons vu précédemment la phosphorylation joue un role central dans la
physiologie de Tau mais également dans les mécanismes conduisant a son agrégation. Dans
les Tauopathies, les protéines Tau sont retrouvées hyperphosphorylées et anormalement
phosphorylées (figure 20) (http://cnr.iop.kcl.ac.uk/hangerlab/tautable), (pour revues, Buée et
al., 2000; Lee et al., 2001; Sergeant et al., 2005).

L’hyperphosphorylation consiste en la phosphorylation excessive de sites qui sont
normalement phosphorylés en conditions physiologiques (Kopke et al., 1993; Ksiezak-Reding
et al., 1992). Elle peut étre visualisée grace a des anticorps tels que les anticorps AT8 (Porzig
et al., 2007) ou AD2 (Buée-Sherrer et al., 1996). Les sites uniquement phosphorylés en
conditions pathologiques constituent la phosphorylation anormale. A [’exception de la
Serd22, détectable par AP422 (Hasegawa et al., 1996) ou encore 988 (Bussicre et al., 1999),
tous sont des épitopes conformationnels. Ils peuvent étre visualisés par un panel d’anticorps
comme ATI00 (®Thr212/214) (Hoffmann et al., 1997; Mailliot et al., 1998), , PHF-27
(®Thr231/ ®Ser235) (Hoffmann et al., 1997) et TG-3 (®T231) (Jicha et al., 1997b;
Hamdane et al., 2003).
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Figure 20. Phosphorylation pathologique de la protéine Tau

La phosphorylation est avant tout physiologique mais est également impliqué dans la pathologie Tau. Dans un
neurone en DNF, il y a une hyperphosphorylation et/ou une phosphorylation anormale des 6 isoformes de Tau.
Certains épitopes reconnus par exemple par les anticorps ATS ou AD2/PHF1 sont davantage phosphorylé. Des
épitopes nouveaux apparaissent, ils sont reconnus par exemple par les anticorps AT100, TG3 et pS422. Parmi
ces sites de phosphorylation anormale seule la sérine 422 est un épitope unique non conformationel.

D’autres anticorps dépendants de la phosphorylation reconnaissent une structure
conformationnelle plus générale de la protéine Tau agrégée; c’est le cas des anticorps MC1 et
Alz-50 (Jicha et al., 1997a, b ; Carmel et al., 1996). Il est probable que cette phosphorylation

joue un réle majeur dans les processus qui conduisent a 1’agrégation de la protéine Tau mais a

quel niveau ?
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La phosphorylation sur certains sites (Ser262, Ser293, Ser324 et Ser356, Thr231),
entraine une baisse de 1’affinité de Tau pour les MTs (Brandt et al., 1994 ; Drewes et al.,
1995 ; Liu et al., 2007 ; Alonso et al., 2010). Certaines études ont également montré que la
pseudo phosphorylation dans la région Ct, notamment sur les Ser396/404 et la Ser422,
conduisait a I'agrégation de Tau (Abraha et al., 2000 ; Haase et al., 2004 : Liu et al., 2007).
L’effet toxique de I’hyperphosphorylation a également été mis en évidence dans plusieurs
études (Fath et al., 2002 ; Steinhilb et al., 2007). De maniere générale, I’hyperphosphorylation
va conduire au détachement de la protéine Tau des MTs et par 1a méme a une désorganisation
du systéme microtubulaire (Alonso et al., 1994; Li et al., 2007), délétere a un transport axonal
efficace (Biernat et al., 1993; Bramblett et al., 1993) et favorable a une dégénérescence
synaptique (Mandelkow et al., 2003). Comme nous I’avons vu précédemment, la
phosphorylation de Tau implique beaucoup d’acteurs parmi lesquelles les kinases et
phosphatases, les cibles privilégiées des thérapeutiques (cf. partie stratégies thérapeutiques).
L’ensemble de ces données laisse supposer que I’hyperphosphorylation de Tau est une
condition majeure pour son agrégation. Mais d‘autres modifications post traductionnelles

retrouvées sur les protéines Tau agrégées en filaments sont également mises en jeu.

2.3.3. Troncation

La troncation semble également impliquée dans les processus d’agrégation de la
protéine Tau (pour revues Garcia-Serra et al., 2008 ; Hanger et Wray, 2010). En effet,
plusieurs études rapportent la présence de Tau tronquées en D13, E391 et D421 dans le
cerveau de patients Alzheimer (Wischik et al., 1989 ; Novak et al., 1991 ; Novak et al. 1993 ;
Basurto-Islas et al., 2008) ainsi que dans différentes Tauopathies (Guillozet-Bongaarts et al.,
2007). Ces formes tronquées facilitent 1’agrégation de Tau et contribuent a la mort neuronale
(Chung et al., 2001 ; Gamblin et al., 2003 ; Rissman et al., 2004). Plusieurs études suggerent
que cette modification est un événement précoce dans la pathologie au méme titre que la
phosphorylation (Rissman et al., 2004 ; Mondragon-Rodriguez et al., 2008 ; DeCalignon et
al., 2010). Les formes tronquées de Tau capables d’auto agrégation, seraient des agents de

nucléation des formes entieres de Tau (Wang et al., 2009 ; DeCalignon et al., 2010).
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2.34. Autres modifications post traductionnelles

La glycosylation (Liu et al., 2002a, b), la O-glycosylation (Robertson et al., 2004), la
glycation (Necula et Kuret, 2004 ; Kuhla et al.,2007) et la nitration (Horiguchi et al., 2003)
sont également d’importantes modifications post traductionnelles impliquées dans
I’agrégation de Tau. Récemment, 1’acétylation est également apparue comme une
modification post traductionnelle impliquée dans 1’agrégation de Tau (Min et al., 2010 :

Cohen et al., 2011).

L’ensemble de ces données confirme le role central de la protéine Tau dans la mise en
place de la pathologie cependant la nature des especes toxiques est sujet a débat. En effet, les
agrégats longtemps considérés comme les especes toxiques en raison de leur corrélation avec
le déclin cognitif (Arriagada et al., 1992 ; Braak et Braak, 1991) sont de plus en plus décrits
comme des structures inertes voire protectrices (pour revue Spires-Jones et al., 2011). De
récentes études suggerent que des especes intermédiaires, plus particulicrement des especes
oligomeriques seraient a 1’origine des pertes synaptiques et neuronales observées dans ces

affections.

24 LES OLIGOMERES

L’idée que des especes intermédiaires de Tau soient les especes les plus toxiques et
que les agrégats de Tau soient plutot la finalité d’un processus de dégénérescence vient de
plusieurs évidences. Tout d’abord, les neurones en DNF sont capables de survivre pendant
plusieurs décennies (Morsch et al., 1999 ; Braak et Del Tredici, 2011a). D’une part, dans
plusieurs modeles animaux de Tauopathies (Paquet et al., 2009 ; Yoshiyama et al., 2007) ainsi
que chez des patients atteints de la MA (Gomez-Isla et al., 1997) les déficits neuronaux sont
observés avant 1’apparition des agrégats voire méme sans la présence d’agrégats (Wittman et
al., 2001 ; Andorfer et al., 2005). D’autre part, I’inhibition de la production de Tau est capable
d’améliorer les déficits cognitifs sans pour autant réduire les agrégats, suggérant que des
especes intermédiaires seraient plus toxiques (Santacruz et al., 2005; Sydow et al . 2011).
Plusieurs études suggerent que de especes oligomériques de Tau, présentes également chez
I’homme (Maeda et al., 2007 ; Sahara et al., 2008) seraient davantage corrélées avec la

toxicité observée dans différents modeles de pathologie Tau (Berger et al., 2007 ; Meras-Rios
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et al. 2009 ; Feuillette et al., 2010 ). In vitro, ces especes intermédiaires de Tau sont capables
de séquestrer d’autres MAP, déstabiliser les MTS et le transport axonal (Alonso et al., 1994).
Plus récemment, le groupe de Kayes (Lassagna-Reeves et al., 2011) a confirmé le potentiel

toxique de ces oligomeres chez des souris sauvages.

Il est important de noter que ce concept de toxicité des oligomeres n’est pas nouveau
et a été largement exploré pour le peptide A} (pour revue Haas et Selkoe, 2007). I semblerait,
d’ailleurs, que ces especes solubles intermédiaires soient impliquées dans un certain nombre

de protéinopathies (Gadad et al., 2011).

2.5 STRATEGIES THERAPEUTIQUES

Les stratégies thérapeutiques pour les Tauopathies, a ce jour, visent a réduire
I’hyperphosphorylation de Tau ainsi que son agrégation ou a augmenter sa dégradation. Enfin,
certaines approches sont développées pour stabiliser les microtubules (pour revues Bariola et

al., 2010 ; Noble et al., 2011).
2.5.1. Inhibition de I’hyperphosphorylation

Parmi les nombreuses kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau la GSK3 a
été la plus étudiée. Plusieurs classes d’inhibiteurs ont été testés parmi lesquels le chlorure de
lithium, les thiazoles, les thiadiazolidinones (TDZDs), les maleimides, les paillonnes ou
encore les indirubines. Le chlorure de lithium, inhibiteur non spécifique de la GSK3, permet
de réduire la phosphorylation de Tau et son agrégation in vivo (Perez et al., 2003 ; Noble et
al., 2005). Il est actuellement en essai clinique de phase II, les premiers résultats indiquent une
amélioration cognitive chez les patients traités
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01055392). Plus récemment, un nouvel inhibiteur de
GSK3, le Tideglusib (NP-12) administré a des souris double transgénique, a permis de réduire
la phosphorylation de Tau et les dépdts amyloides et d’améliorer les capacités cognitives des
animaux (Serena et al., 2009). Ce composé est actuellement en essai clinique de phase II au
méme titre que 1’acide valproique. Des agents non sélectif comme le SRN-003-556 (Sérénade
Pharmaceuticals) sont également capables de réduire la phosphorylation de Tau et améliorer

les déficits moteurs chez des souris transgéniques (LeCorre et al., 2009).
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Les phosphatases sont également impliquées dans la phosphorylation de Tau. Ainsi,
augmenter ’activité de la PP2A en induisant sa déméthylation par le SIG-1012 a permis de

réduire la phosphorylation de Tau chez des rats (Voronkov et al., 2011).

Considérée comme compétiteur de la phosphorylation au niveau de résidus sérines ou
thréonines, la N-acétyl-glucosaminylation (O-GlcNac) serait un autre moyen de réguler
I’interaction Tau-microtubules. Ainsi, un traitement avec du Thiamet-G, un inhibiteur sélectif
de la O-GIcNAcase, a permis de réduire la phosphorylation de Tau dans des cultures

cellulaires et chez des rats sauvages (Yuzwa et al., 2008).
2.5.2. Inhibition de I’agrégation

Bien que les agrégats ne soient plus considérés comme les plus toxiques, ils menent, a
terme, a une perturbation des fonctions physiologiques de la cellule notamment en séquestrant
des protéines (Bolsche et al., 2011). Ainsi, plusieurs molécules ont la capacité in vitro de
réduire I’agrégation de Tau parmi lesquelles les phénothiazines (Taniguchi et al., 2005), les
rhodanines (Buick et al., 2007), les anthraquinones (Pickhardt et al., 2005) ou encore les
aminothienopyridazines (ATPZs) (pour revue Buick et al., 2010). Le premier composé a étre
identifié fait parti de la classe des phénothiazines, il s’agit du bleu de méthylene (Wischik et
al., 1996). Ce dernier connu sous le nom de Rember™ (TauRx) a recu, par la suite, une large
attention apres les résultats de 1’essai clinique de phase II revélant une amélioration cognitive
chez les patients traités (Wischik et Staff, 2009). Récemment, O’Leary et ses collaborateurs
ont montré que le bleu de méthyléne était capable de réduire uniquement les formes solubles
de Tau permettant ainsi d’améliorer les performances cognitives des souris transgéniques
traitées (O’Leary et al., 2010). Au contraire, il est nécessaire de vérifier que ce type
d’approche, en dissolvant les agrégats de Tau, n’induit pas le relargage d’especes solubles

potentiellement toxiques (Taniguchi et al., 2005).

2.5.3. Stabilisation des microtubules

La perte de fonction de la protéine Tau en tant que MAP participerait a la
dégénérescence en conduisant a la dépolymérisation des MTs et par la méme a un déficit dans
le transport axonal. C’est cette hypotheése qui a conduit plusieurs équipes a étudié les effets de
stabilisateurs de microtubules. Le Paclitaxel et d’autres dérivés du Taxol, utilisés a la base

pour le traitement du cancer, ont permis de restaurer le transport axonal et d’améliorer les
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performances motrices en augmentant la stabilité des MTs in vivo (Zhang et al., 2005). In
cellulo, a une dose de 10nM, le Paclitaxel est capable de prévenir 1’apparition de troubles liés
a la surexpression de Tau tels que le transport axonal, la polarité neuronale ou encore
I’accumulation de macro-autophagosomes et lysosomes (Shemesh et Spira, 2011). Toutefois,
le Paclitaxel et la plupart des dérivés du taxol passent difficilement la barriere hémato-
encéphalique, de nouveaux composés sont étudiés et semblent aussi efficaces (Brunnen et al.,
2010a,b) Enfin, des signes de neuropathie périphérique ont été signalés a la suite de son
utilisation dans le traitement du cancer (Lee et Swain, 2006) laissant perplexe quant a son

utilisation dans la MA.

Un autre agent trés prometteur, dérivé d’une protéine neuroprotectrice, est le peptide
synthétique NAPVSIPQ (NAP). qui a la capacité de se lier a la tubuline (Divinski et al.,
2006). Utilisé dans plusieurs modeles animaux, il a permis de réduire la pathologie Tau
associée a la déstabilisation des microtubules (Matsusaka et al., 2007, 2008 ; Vulih-Shultzman
et al., 2007) et d’améliorer les performances cognitives (Matsuoka et al., 2008 : Shiryaev et
al., 2009). Le peptide, délivré en intranasal connu sous le nom de Davunetide (AL-108), a
démontré son efficacité dans un essai clinique de phase II chez des patients atteints de la MA
de stade modéré (Gozes et al., 2009). Une étude pilote a montré que le traitement au
Davunetide est bien toléré chez les patients atteints de certaines Tauopathies (PSP, DCB,
DFP-17) (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01056965) et une phase II / III a été lancé
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCTO01110720).

2.54. Augmenter la dégradation et la clairance de Tau

Une autre approche pour réduire 1’accumulation de Tau est d’augmenter la dégradation
des protéines mal conformées. La premicre stratégie consiste a moduler I’activité de la
protéine chaperonne Hsp90 qui est largement impliquée dans la dégradation de la protéine
Tau via le protéasome et la voie lysosomiale médiée par les chaperonnes (pour revue
Salminen et al., 2011). Ainsi plusieurs équipes ont montré 1’efficacité de plusieurs inhibiteurs
de I’Hps90 a réduire la protéine Tau phosphorylée in vitro (Dickey, 2006) et in vivo (Dickey
et al.,2007a,b ; Luo et al., 2007).

Une autre stratégie vise a augmenter la dégradation par la macro autophagie. En effet,
plusieurs données de la littérature suggerent une implication de la voie lysosomiale dans le

dégradation de la protéine Tau (Hamano et al., 2008 ; Wang et al., 2009 ; Khurana et al.,
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2010 ; Kim et al., 2011). L’utilisation de Trehalose, un inducteur de 1’autophagie indépendant
de mTor, a permis de réduire I’accumulation de protéines mal conformées incluant la protéine

Tau (Casarejos et al., 2011 ; Rodriguez-Navarro et al., 2010).

2.5.5. Modification de I’épissage

Plusieurs données de la littérature suggerent qu’un défaut d’épissage et
particulierement une augmentation des formes 4R pourrait contribuer a la pathologie (pour
revue Zhou et al., 2008). L’utilisation d’oligonucléotides anti sens ciblant 1’inclusion de
I’exon 10 a permis de réduire 1’expression des Tau 4R (Kilbus et al., 2001). Plus récemment,
une nouvelle approche, appelée SMART™ (spliceosome-mediated RNA trans-splicing),
reposant sur le ciblage des pré-ARNm a également permis de modifier le ratio 3R/4R

(Rodriguez-Martin et al., 2005, 2009).

2.5.6. Immunothérapie

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, I’'immunothérapie est une
innovation thérapeutique qui porte beaucoup d’espoir pour le traitement des protéinopathies
neurodégénératives comme la MA. Le premier essai de vaccination contre la protéine Tau
(Rosenmann et al., 2006) a généré chez des souris sauvages des lésions caractéristiques des
Tauopathies accompagnées de déficits cognitifs et d’encéphalomyélite. Cette étude a montré
qu’'une approche d’immunothérapie ciblant la protéine Tau physiologique était délétere et
pouvait, comme les essais sur le peptide AP, générer une réponse auto-immune. A ce jour, on
compte plusieurs études d’immunothérapie active contre différentes formes de la protéine Tau

(tableau 4).
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Tableau 4. Les essais de vaccination Tau.

IMMUNOGENE MODELE  VOIE ADJUVANT DOSE OBSERVATIONS REFERENCE

NTau (PHFI/MCI) +

Tau379-408 ®Ser396/404 JNPL3 s.c Alum 100ug Asuni et al., 2007

ASTau + MA
Tau260-264 ®Ser262 INPL3 - Alum - N Tau (PHF1) + AM Krishnamurthy et
al., 2009*
®Serd22 INPL3 sc Alum - AM Suzukake et al.,

2011%

®Tau Liposome P301L s.c - - NTauS - AM The;ronls lit al.,

Tau199-208 ®Ser202/205 P30S

Tau209-217 ®Thr212/ P301S . ) Singer et al.,

Ser214 Te2576 ip Alum 100ug Tau209-217 N Tau ATS8 2011%

Tau229-237 ®Thr231/235 Tau229-237 W Tau AT8

Boutajangout et

Tau379-408 ®Ser396/404 hTau/PS1 s.c Alum 100ug N Tau PHF1 - AM/AC al. 2010

Tau195-213 ®Ser202/205 N Tau (Gallyas/ATS/AT180) +

+ Tau207-220 ®Thr212/ Tau-DM-Tg ip AF/TO).UHC 100ug AMicroglie — Boimel et al., 2010
Ser214 + Tau224-238 pertussique + N Cathe o DIL
®Thr231 “athepsines
PHF-Tau hTau Alum 100ug N Tau (CP13/RZ3) + MTau CP13 Rader et al., 2011*
Tau tronquée Rat Tg Tau - - - NTaul + WTauS (®+n®Tau) + AC Novakzzt]%l; 2009,
*Résumés Congres — Rouge : immunohistomimie — Noir : Biochimie — Vert : Comportement

AF : Adjuvant de Freund — TauS : Tau Soluble — Taul : Tau Insoluble — AC : Amélioration Cognitive — AM : Amélioration motrice
PHF1 : ®Ser396/404 / MC1 : aa7-9 et 313-322 / AT8 : ®Ser202/205 / AT180: ®Thr231 / CP13®Ser202 / RZ3: ®Thr231

La plupart de ces études utilisent des modeles murins transgéniques (JNPL3, P301S,
P301L, Tg2576, DM-Tg-Tau) qui présentent souvent des déficits moteurs dus a la présence
de la pathologie au niveau de la moelle (Lewis et al., 2000, Teruel et al., 2003). Ces modeles
sont peu adaptés a une étude comportementale par des tests comme la piscine de Morris ou
différents labyrinthes considérés comme particulierement représentatifs du statut cognitif de
I’animal. Néanmoins, des améliorations motrices ont pu étre observées chez ces animaux suite
a la vaccination (Krishnamurthy et al., 2009 ; Suzukake et al., 2011 ; Theunis et al., 2011). De
nouveaux modeles plus appropriés tels que le modele hTau/PS1 (Boutajangout et al., 2010) et
tau (Hacker et Davies, 2011) ont été utilisés. Ces modeles sont d’autant plus intéressants que
la lignée tau est la seule a ne pas utiliser de construction moléculaire avec une mutation sur
I’ADNCc de Tau. Elle exprime un mini-géne de tau humain dans une lignée invalidée pour la
Tau murine (Andorfer et al., 2003; 2005). Ce modele trés séduisant, qui exprime les six
isoformes de Tau, est cependant tres instable et il est difficile d’avoir un nombre suffisant

d’animaux pour réaliser des groupes homogenes.

A 1 ‘exception du groupe de Fred Van Leuen qui étudie une vaccination basée sur
I’utilisation de liposome (Theunis et al., 2011), I’ensemble des approches de vaccination

utilise des adjuvants. Tous sauf le groupe de Rosenman ont pris le parti de 1’adjuvant a base
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de sels d’aluminium ou alum, connu pour induire une réponse de type Ty2. Néanmoins, méme
si le choix de I’adjuvant est important pour 1I’induction de la réponse immunitaire, les travaux
du groupe de Rosenmann ont montré que le choix du peptide immunogene devait Etre
davantage pris en considération (Rosenmann et al., 2006 ; Boimel et al., 2010). En effet, dans
des conditions similaires (ACF + toxine pertussique) seule la vaccination contre la protéine
Tau non phosphorylée (Rosenmann et al., 2006) conduit a une toxicité avérée. Or, la plupart
des travaux de vaccination actuellement publiés portent sur des sites d’hyperphosphorylation
(pSer396/404, pSer202/205) qui, nous I’avons vu précédemment, ne peuvent étre considérés
comme spécifiques de la pathologie. Il existe plusieurs sites de phosphorylation qualifiés de
pathologiques. Tous sont des épitopes conformationels comme par exemple ATI100
(pThr212/Ser214), TG3 (Thr231), MC1 (aa7-9/313-322) a I’exception de la pSer422. La
Serd22 est un site pathologique unique particulierement intéressant pour cibler la protéine Tau
pathologique. En effet, la pS422 est retrouvée dans plusieurs Tauopathies (Bussiere et al.,
1999 ; Guillozet-Bongaarts et al., 2007) et plusieurs études suggerent son implication dans la
formation de la DNF (Hasegawa et al., 1996; Gotz et al., 2001a,b; Ferrari et al., 2003;
Pennanen and Gotz, 2005 ; Deters et al., 2008, 2009). La phosphorylation en Ser422 semble
étre un évenement relativement précoce (Patterson et al., 2011). Toutefois, il semblerait
également que la phosphorylation en Ser422 proteége du clivage en aspartate 421 (Guillozet-
Bongaarts et al., 2007), jouant ainsi un role protecteur vis a vis de la nucléation. Néanmoins,
on peut imaginer que la présence d’anticorps au site pSer422 prévienne le clivage en D421. A
I’heure actuelle, des résultats préliminaires d’une vaccination contre la pS422 dans le modele

JNPL3 ont été rapportées a I'ICAD 2011 (Suzukake et al., 2011).

De maniere générale, I’ensemble des travaux de vaccination contre les différentes
formes de la protéine Tau montre une réduction de la pathologie associée a une amélioration
motrice et/ou cognitive. A 1’exception des travaux de Boimel et ses collaborateurs, 1’étude de
la neurotoxicité potentiellement induite par la vaccination reste succincte, généralement
limitée a 1’analyse de I’astrogliose et de la microgliose. Les résultats encourageants des
différentes approches de vaccination contre la protéine Tau ont conduit plusieurs groupes a

étudier I’'immunothérapie passive (tableau 5).
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Tableau 5. Les études d’immunothérapie passive Tau en développement.

ANTICORPS MODELE  VOIE  DOSE OBSERVATIONS REFERENCE
SNTau (PHF1) + Taul (PHF1/ .
Ac PHF1 . 1 Boutajangout et al.,
(®Ser396/404) JNPL3 ip 250ug CP13) + AM-AC 2011a
Ac PHF1 . 15mg/kg® N Tau (PG5, AT8,nY29) + N .
(®Ser396/404) INPL3 P 1omg/kg? Taul (ATS) Chat et al., 2011
AcMC1 . . NTau (PG5,AT8,nY29) + N .
(conformationel) P301S ip  I5mglke Taul-S (ATS) + AM Chaietal,, 2011
Ac clone 2.10.3 . 1 . Bohrmann et al.,
(®Ser422) TauPS2APP ip 20mg/kg N Tau + N Tau 2011
TOMA (oligomeres) JNPL3 ip 250pg! Castillo etal.,
2010%*
Ac Tau5 JNP3L ic Morgan et al., 2011*
Ac PHF1 . . N Tau (RZ3) +N Taul (PHF1/ "
(®Ser396/404) hTau ip 250ug CP13) Rader et al., 2011
AcMC1 . L N Tau (CP13/RZ3) + NTaul , «
(conformationel) JNPL3 i.p 10mg/kg (CP13/RZ3) D’Abramo et al., 2011
. c =Ta 3+=
Ac DA31 JNPL3 ip  l0mgkg | TauCPI3/ CPT]‘;‘RZ T b Abramo et al., 2011
Ac 4E6G7 . . Boutajangout et al.,
(®Ser396/404) hTau/PS1 ip 250ug AM-AC 2011b*
* Résumés Congres DOSE: !: 1 fois/semaine 2: 2 fois/semaine 3 : 3 fois/semaine

i.p : intrapéritonéal — i.c : intracranial — TauS : Tau Soluble — Taul : Tau Insoluble — AC : Amélioration Cognitive — AM : Amélioration motrice
PHF1 : ®Ser396/404 / MC1 : aa7-9 et 313-322 / AT8 : ®Ser202/205 / PG5: ®S409 / nY29 : Y29 nitrée / CP13®Ser202 / DA31 : toutes les

formes de TAU RZ3: ®Thr231

A ce jour, seules deux études ont été publiées (Boutajangout et al., 2011 ; Chai et al.,

2011) qui malgré des modeles animaux critiquables (JNPL3, P301S), montrent une réduction

de la pathologie Tau associée a une amélioration motrice observée par le test du rotarod. Lors

de 'ICAD 2011, d’autres groupes ont confirmé I’efficacité de I’immunothérapie passive a

réduire la pathologie Tau (D’Abramo et al., 2011 ; Acket et al., 2011). En revanche, les effets

de I’'immunothérapie passive sur le déclin cognitif ne sont toujours pas clairement établis.
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L’objectif de ces travaux de these est d’étudier les effets de I’immunothérapie anti-Tau

dans un modele murin de pathologie Tau, le modele THY-Tau22 (Schindowski et al., 2006).

Il existe plusieurs modeles murins de pathologie Tau caractérisés par une agrégation
de Tau et I’apparition de DNF. La plupart sont basés sur des mutations du géne de Tau
retrouvées dans les DFTP-17 (pour revues Denk et Wade-Martin, 2009 ; Buée et al., 2010),
Parmi ces modeles on trouve notamment le modele JNPL3 (Lewis et al., 2000)
particulierement utilisé dans les essais d’immunothérapie Tau qui présente comme nombre de
modeles de pathologie Tau des déficits moteurs importants. En ce sens, le modele THY-
Tau22 développé au sein du laboratoire, exempt de pathologie motrice, est un modele
pertinent. Cette lignée surexprime I’isoforme de Tau humaine 1N4R présentant les mutations
G272V et P301S retrouvées dans les DFTP-17 sous controle du promoteur neuronal THY1.2.
Le modele THY-Tau22 présente une accumulation progressive de protéines Tau
principalement au niveau de I’hippocampe, de I’amygdale et dans une moindre mesure au
niveau cortical. Les premieres 1ésions apparaissent avant 1’dge de trois mois au niveau du
subiculum et de la région CAl (Corne d’Ammon) puis s’étendent progressivement en
direction de la région CA3 (figure 21). Les protéines Tau y sont hyperphosphorylées sur
plusieurs sites reconnus notamment par AT8 (pSer202-Thr205), AT180 (pThr231-pSer235),
PHF-1/AD2 (pSer396-404) et présentent une phosphorylation anormale sur les Thr212 et
Ser214 (AT100) et la Serd22 (pS422) (figure 21).
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% tb‘ mi Figure 21. Progression de la pathologie Tau
r 4 i -,-'/ - 4 :'/ au cours de I’age au sein de I’hippocampe
y 'y v " de souris THY-Tau22.
3 mois 7 mois 12 mois
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visualisée grace au marquage pS422,
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L’accumulation de la protéine Tau est associée a des altérations progressives de
I’apprentissage et de la mémoire spatiale dans différents tests comportementaux tels que le
labyrinthe en Y, la piscine de Morris ou encore le test de la reconnaissance d’objets
(Schindowski et al., 2006 ; Belarbi et al., 2011a, b ; Van der Jeugd et al., 2011).

Bien que ne présentant pas de pertes neuronales ni synaptiques majeures, les souris
THY-Tau22 présente une altération de la LTD (Long Term Depression) hippocampique a
I’age de 9-10 mois et ce, en 1’absence d’altération de la LTP (Long Term Potentialisation)

(Van der Jeugd et al., 2011) (figure 22).
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Figure 22. Absence de perte neuronale majeure dans I’hippocampe des souris THY-
Tau22

Gauche haut : Coloration au crésyl violet de [’hippocampe de souris dgées de 12 mois, montrant ['absence
d’altération majeure de la morphologie hippocampique chez les THY-Tau2?2 (droite). Gauche bas : Le marquage
NeuN, représentant les noyaux des neurones de la couche CAI de I’hippocampe, va également dans le sens
d’une absence de perte neuronale majeure dans cette région chez les souris THY-Tau22. Droite : Courbe
d’input/ouput chez des souris dgées de 10 mois, ne montrant pas d’altération de la transmission synaptique de
base dans I’hippocampe des souris THY-Tau2?2 (en rouge). Adaptée de (Belarbi et al., 2009)

Aussi, les souris THY-Tau22 agées de 12 mois présentent une perte significative des
neurones cholinergiques du septum médian et probablement une altération du transport
rétrograde septohippocampique (Belarbi et al., 2009, 201 1a).

Une analyse transcriptomique a également été réalisée dans I'hippocampe des souris
THY-Tau2?2 agées de 12 mois et a révélé une régulation positive de plusieurs marqueurs pro-
inflammatoires (CD52, C3, Clec7a, CCl4, CCL3, CCL5, H2Abl, CD74..). Un certain
nombre de ces marqueurs ont été validés par qPCR dans une étude au cours du temps (3,7, 12
mois). En outre, d'autres marqueurs de l'inflammation tels que IL-1f3 et TNF (cytokines),
CD45, CD68 (marqueurs de la microglie), GFAP (astrocytes) et CD3 (cellules T) ont été
également étudiés par qPCR. Les résultats révelent une surexpression de la plupart de ces
marqueurs dans I'hippocampe. L’ensemble de ces résultats révele la présence de phénomenes

inflammatoires dans le modele THY-Tau22.
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Ainsi, le modele THY-Tau22 présente une pathologie Tau bien caractérisée et
séquentielle, avec une dérégulation de la phosphorylation de Tau et une agrégation de
Tau sans perte neuronale massive. En outre, ces souris présentent des déficits cognitifs
précoces en D’absence de déficits moteurs. Le modele THY-Tau22 est un modele

pertinent pour I’étude de I’'immunothérapie Tau.

La premiere partie de cette étude vise a établir les effets potentiels de la vaccination
contre un épitope de phosphorylation pathologique de Tau (TaupS422). Dans un premier

temps, nous avons établi un protocole vaccinal permettant de générer une réponse
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immunitaire spécifique dirigé contre la protéine Tau pathologique. Ensuite, les effets de la
vaccination sur la pathologie Tau et les déficits comportementaux associés ont été analysés.

Les résultats obtenus ont fait 1'objet d'une publication :

Troquier L., Caillierez R., Burnouf S., Fernandez-Gomez F-J, Grosjean M.E, Zommer N.,
Sergeant N., Schraen-Maschke S., Blum D. & Buée L. Targeting phospho-Ser422 by active
Tau immunotherapy in the THY-Tau22 mouse model: a suitable therapeutic approach.

2011. Current Alzheimer Research (in press)

Cette premiere étude nous a conduit a générer un anticorps monoclonal dirigé contre
la sérine 422 phosphorylée : I’anticorps 2H9. Apres avoir été caractérisé, cet anticorps 2H9 a
été utilisé dans une deuxieme étude d’immunothérapie anti-Tau s'appuyant sur un transfert
passif d’anticorps. Les mécanismes d’action de I’immunothérapie dans la clairance de la
protéine Tau ont également été étudiés.

Ce travail fait I'objet d'une publication (en préparation) :
Troquier L, Caillierez R., Zommer N., Kervoaze G., Lassalle P., Blum D. & Buée L. Passive

Tau immunotherapy targeting phopsho-Serd422 reduces behavioral and pathological
deficits in THY-Tau22 mouse model.
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RESULTATS



I. VACCINATION CONTRE LA PROTEINE
TAU PS422 DANS LE MODELE THY-TAU22

1. OBJECTIFS

On définit les maladies neurodégénératives comme un ensemble d’affections dans
lesquelles il existe une destruction lente et progressive de populations neuronales spécifiques.
Une partie de ces maladies, regroupée sous le terme de protéinopathies, est caractérisée par
I’agrégation et I’accumulation intra- ou extracellulaire de protéines mal conformées. Parmi les
plus emblématiques, on peut citer la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la
maladie de Creutzfeldt Jacob ou encore la maladie de Huntington. Depuis quelques années,
I'amélioration de la compréhension de la physiopathologie de ces protéinopathies et la mise au
point de modeles animaux reproduisant la pathologie humaine ont permis le développement
de nouvelles approches thérapeutiques parmi lesquelles 1'immunothérapie. Principalement
envisager pour cibler les dépots amyloides (pour revue Morgan D., 2011) les études
d’immunothérapie portent aujourd’hui aussi sur la protéine Tau (pour revues Medina, 2011 ;
Gu et Sigurdsson, 2011). Prenant en considération la nécessité de cibler uniquement les
protéines Tau pathologiques afin d’éviter une réponse auto-immune délétere (Rose Mann et
al., 2006) nous avons choisi d’étudier les effets de la vaccination ciblant la pSer422 dans le
modele THY-Tau22. En effet cet épitope non conformationel est un site de phosphorylation
anormale, spécifique de la protéine Tau pathologique. La pSer422 est retrouvée dans plusieurs
Tauopathies (Buissiere et al., 1999 ; Augustinack et al., 2002 ; Guillozet-Bongaarts et al.,
2007) et modeles animaux de pathologie Tau (pour revue Gétz et al., 2010) ) dont le modele
THY-Tau22 développé au laboratoire (Schindowski et al., 2006). La phosphoSer422 est un
site particuliecrement pertinent pour la MA. En effet, non seulement la phosphorylation en
Serd22 est associée a la formation des agrégats chez 1’homme (Buissiere et al., 1999 ;
Augustinack et al., 2002) et également dans certains modeles murins (Deters et al., 2008)

mais elle est également influencée par AP (Penannen et Gotz, 2005 ; Grueninger et al., 2010).
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2. RESULTATS

Les résultats de ce travail ont fait I’objet d’'une publication et sont présentés dans

l'article qui suit :

Troquier L., Caillierez R., Burnouf S., Fernandez-Gomez F-J, Grosjean M.E, Zommer N.,
Sergeant N., Schraen-Maschke S., Blum D. & Buée L. Targeting phospho-Ser422 by active
Tau immunotherapy in the THY-Tau22 mouse model: a suitable therapeutic approach.

2011. Current Alzheimer Research (in press)
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3. CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons évalué les effets de la vaccination contre un épitope
unique pathologique : la pSer422. Le premier objectif de cette immunisation active était
d’obtenir une réponse spécifique vis a vis de ce site pathologique. Pour cela nous avons testé
2 peptides, de tailles différentes, couplés a une protéine porteuse, la KLH. Les 2 peptides
different de 4 acides aminés qui rendent le peptide Y-14-T plus immunogene. Ainsi les titres
en anticorps dirigés contre la Ser422 phosphorylée sont plus importants chez les souris
vaccinées avec Y-14-T mais moins spécifiques vis-a-vis de la phosphorylation. L’étude de
Rosenmann en 2006, ayant montré qu’une réponse immunitaire dirigée contre la protéine Tau
non phosphorylée était délétere (Rosenmann et al., 2006), nous avons donc choisi d’étudier
les effets de la vaccination avec le peptide Y-10-A plus spécifique. La vaccination a débuté
chez des souris THY-Tau22 agées de 15 semaines, avant 1’apparition des déficits cognitifs.
Apres 18 semaines de vaccination, nous avons mis en évidence que les déficits de mémoire
spatiale, observés grace au test du labyrinthe en Y, étaient prévenus par la vaccination. Sur le
plan neuropathologique, nous avons observé une large tendance a la réduction des protéines
Tau phosphorylées en Serd22 et également aux sites reconnus par 1’anticorps AT100
(pSer212/Thr214) au niveau de I’hippocampe. En effet, a cet age, la pathologie Tau est tres
peu présente au niveau des autres structures a I’exception de I’amygdale. D’un point de vue
biochimique, nous avons observé une baisse significative des especes de Tau insolubles
reconnus par les anticorps AT100 et pSer422. Contrairement aux observations d’Asuni et ses
collaborateurs (Asuni et al., 2007), cette baisse ne s’accompagne pas d’une augmentation des
especes solubles. Enfin, de fagon similaire a I’immunothérapie A, nous observons une
augmentation de la protéine Tau dans le plasma des souris vaccinées. Ces observations
apportent une nouvelle hypotheése quant a la dégradation des protéines intracellulaires : I’effet
siphon périphérique. Nos résultats bien que moins significatifs que ceux du groupe de
Sigurdsson (Asuni et al., 2007 ; Krisnamurthy et al., 2009 ; Boutajangout et al., 2010,)
confirment le réel potentiel de 1I’immunothérapie Tau dans le traitement de la MA et des

autres Tauopathies.
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II. IMMUNOTHERAPIE PASSIVE TAU PS422
DANS LE MODELE THY-TAU22 ET
MECANISMES SOUS JACENTS

1. OBJECTIFS

La premiere partie de ces travaux de theése, portant sur la vaccination, a confirmé le
potentiel de I’immunothérapie pour le traitement des Tauopathies. Bien que les résultats de
cette étude révelent qu’il est possible d’obtenir une réponse spécifique contre la protéine Tau
pathologique sans effets secondaires déléteres. Une approche d’immunothérapie passive, bien
que plus onéreuse, semble €tre une stratégie plus slire. En effet, les anticorps sont capables
d’agir plus rapidement et de facon plus spécifique que la vaccination. Il est également
possible de controler la quantité d’anticorps administrée et d’avoir la possibilité d’interrompre
rapidement le traitement si des effets secondaires sont observés. Récemment, deux études
d’immunothérapie passive avec des anticorps conformationnels (PHF1, MCI1) ont été
rapportés (Boutajangout et al., 2011 ; Chai et al., 2011). Dans cette deuxieéme partie, nous
avons étudié les effets de I’immunothérapie passive contre la protéine Tau pSerd22 dans le
modele THY-Tau22. Pour ce faire, nous avons généré un anticorps monoclonal dirigé contre
la pSerd422 en immunisant des souris sauvages avec le peptide Y-14-T selon le méme
protocole de vaccination que la premicre étude. Cet anticorps 2H9 reconnait de maniere
spécifique les protéines Tau pSerd22 a la fois chez les patients atteins de la MA et chez les
souris THY-Tau22. Ces travaux ont également eu pour objectif d’étudier les mécanismes

potentiels de dégradation de la protéine Tau par les anticorps.

2. RESULTATS

Les résultats sont présentés sous forme d’un article en préparation
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Introduction

Protein misfolded aggregates affect a number of different neurodegenerative diseases
including Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and others Tauopathies. Several studies
have provided the hypothesis that protein aggregates spread in predictable sequences between
anatomically related brain regions (for review Lee & al., 2011). Thus new approaches based
on antibody therapies may act by blocking the «spread » of the pathological process.
Vaccination of mice in experimental models of Tauopathy (Asuni & al., 2007 ; Boutajangout
& al., 2010 ; Boimel & al., 2010) and Synucleinopathy (Masliah & al., 2005) has previously
been reported to ameliorate pathology. Despite any adverse effect reported in these studies,
passive immunotherapy may be preferred. Indeed, vaccination usually involves delivery of a
strong adjuvant to boost antibody production and may induce an undesirable immune
response as in the AN-1792 clinical trial (Orgogozo & al., 2003). Passive immunotherapy
uses antibodies that are specific and then, safer than vaccination. Passive immunization has
been shown to be effective in reducing AP (for review Jicha, 2009) and more recently
intracellular protein like synuclein (Masliah & al., 2011) and Tau (Boutajangout & al., 2011 ;
Chai & al., 2011). As for vaccination, the choice of the epitope of Tau to target is very
important. Indeed, targeting non phosphorylated Tau has been shown to be deleterious
(Rosenmann & al., 2006). Kayed’s group has make the choice to target Tau oligomers witch
seems to be the more toxic Tau species (Lasagna-Reeves et al., 2011). They injected
monoclonal antibodies to Tau oligomers (TOMA) into the brain of two different models of
Tauopathy and show a reduction of tau pathology. Injected intravenously TOMA rescued
memory deficits of Tg2576 mice as revealed by a novel object recognition test and a single
intravenous injection of 30 pg was able to reduce Tau oligomers detected biochemically and
immunohistochemically. At the 2011 AD/PD meeting, Morgan and colleagues indicated that
intracerebral injection of Tau-5, a monoclonal antibody against a non-phosphorylated epitope
in the middle region of tau, effectively and acutely reduced intracellular tau pathology
(Morgan et al. 2011). Further support for the passive approach came at the Alzheimer’s
Association International Conference, which took place 16-21 July 2011 in Paris.
Sigurdsson’s lab witch has recently published the first passive Tau immunotherapy with
PHF1 antibody (Boutajangout et al., 2011a), also developed newer phospho-Tau specific
antibodies. Among them, 4E6G7 reduced Tau pathology and rescued cognition in several
behavioral tests (Boutajangout et al., 2011b). Cristina D'Abramo, injected two distinct Tau
antibodies (DA31 and MC1) that recognize all forms of Tau and neurofibrillary tangles,

respectively into P301L mouse model. Contrary to DA31, MC1 treatment can reduce the
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development of Tau pathology in the P301L mouse (Cristina D'Abramo et al., 2011). We
have previously shown that vaccination with a Tau fragment phosphorylated at Ser422 was
effective at reducing Tau pathology and cognitive impairment in our THY-Tau22 mouse
model.

In the present work, we determined in the THY-Tau22 mouse model if passive
administration of a monoclonal Tau antibody directed against phospho-Ser422 (2H9), would

have a therapeutic effect on Tau pathology and associated cognitive performance.

MATERIALS & METHODS

Animals

For this study, we have used heterozygous males THY-Tau22 and littermate wild type mice as
controls (Schindowski & al., 2006 ; Belarbi & al., 2011 ; Van Der Jeugd & al., 2011). All
animals were kept in standard animal cages under conventional laboratory conditions
(12h/12h light-dark cycle, 22°C), with ad libitum access to food and water. All experiments
on animals were performed in compliance with, and following the approval of the local
Animal Resources Committee, standards for the care and use of laboratory animals and with

French and European Community rules (Approval n® AF 06/2010, March 31, 2010).

Generation and characterization of monoclonal antibody 2H9

2H9 was prepared by immunizing C57B16 mice with phospho-peptide (NeoMPS, France)
containing the epitope Serd22 phosphorylated (in bold) and three amino-acids Tyr-Gly-Gly
conjugated to KLH emulsified in Freund’s adjuvant:

Y14T [Tyr-Gly-Gly-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser(PO3H2)-Pro-GIn-Leu-Ala-Thr]
Briefly, the lymphocytes from the spleen of the immunized mice were fused with myeloma
cells, according to the method described in (Pandey, 2010). Firstly, the hybridoma
supernatants were screened in ELISA as described in (Troquier et al., 2011). Then, the
selected hybridomas were test by immunostochemistry and Western blot in both brain
homogenates from AD patients and THY-Tau22 mice. The selected monoclonal antibodies
were then produced, purified by protein G affinity chromatography (HiTrap Protein G HP)
and controlled for endotoxin levels (2H9 < 0,15U/mg).

Passive immunization
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THY Tau22 were injected intraperitoneally (i.p.) with 2H9 a monoclonal antibody IgG2a.
Two different doses were tested: Smg/kg (n=8) and 10 mg/kg (n=10). THY-Tau22 controls
(n=11) were injected i.p. with phosphate buffered saline (PBS). Animals received their first
injection at 3 months of age and then every week until behavioral testing at 8,5-9 months of

age.

Stereotaxic injections

THY-Tau22 mice aged of 5 months were anesthetized with ketamine (10 mg/mL) and
xylazine (1.5 mg/mL), and then positioned on a stereotaxic frame. Two injections were made
with 1L of monoclonal antibodies (AT8, AT100 (Innogenetics, Gent, Belgium) and 2H9) at
1ug/uLL and/or the same volume of PBS buffer or isotype control into the hippocampus in the
left and right hemispheres at a rate of 0.2 yL/min. After one week, mice were sacrificed and
transcardially perfused sequentially with 0.9% NaCl and 4% paraformaldehyde in 0.1 mol/L
phosphate-buffered saline (pH 7.4). Brains were postfixed for 2 days in 4% paraformaldehyde

and then incubated in 20% sucrose for 24 hours and finally kept frozen at -80°C until use.

Behavioral testing

Y-Maze

Mice were tested for hippocampus-dependent spatial memory using a two-trial Y-maze task.
The arms of the maze were 22cm long, 6.4cm wide and 15cm deep. The floor of the maze was
covered with sawdust that was mixed after each trial in order to eliminate olfactory cues.
Various extra-maze cues were placed on the surrounding walls. Experiments were conducted
with an ambient light level of 6 lux. During the exposure phase, mice were assigned to two
arms (the "start arm" and the "other arm") that they were allowed to freely explore during 5
min, without access to the third arm of the maze (the "novel arm") blocked by an opaque
door. The assignment of arms was counterbalanced within each experimental group. Mice
were then removed from the maze and returned to their home cage for 2 min. During the test
phase, mice were placed at the end of the same “start arm” and allowed to freely explore all
three arms during 1 min. The amount of time spent in each of the arms was recorded using

EthovisionXT (Noldus, Netherlands).
Morris Water Maze

Spatial memory abilities were examined in the standard hidden-platform acquisition and

retention version of the Morris water maze. A 100-cm circular pool was filled with water,
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opacified with non-toxic white paint, and kept at 24+1 °C. Before the behavioral test, animals
were submitted to a habituation phase, during which they were put on a 10-cm round
submerged platform (1 cm below the water surface) and allow to explore the pool during 2
min. During the learning phase, animals were required to locate the submerged platform using
only the spatial cues in the test room. The platform remained in the same quadrant throughout
the task. Four positions around the edge of the tank were arbitrarily designated 1, 2, 3, and 4;
thus dividing the tank into four quadrants. Each mouse was given four swimming trials per
day (10 min interval) for five consecutive days. The start position (1, 2, 3, or 4) was pseudo-
randomized across trials. Mice that failed to find the submerged platform within 2 min were
guided to the platform, where they remained for 15 s before being returned to their cages.
Time required to locate the hidden escape platform (escape latency) and distance traveled
(path length) were recorded using a video tracking system.

Two days following the acquisition phase, a probe trial was conducted. During this probe trial
(120 s), the platform was removed, search pattern of the mice was again tracked, and

performance measures were calculated that included escape latency, path length, velocity.

Tau assays in blood samples from 2H9 injected mice

Tau concentrations in plasma (pg/ml) were determined at different times (6 hours; 24 hours
and 1 week) following a single i.p injection using the INNOTEST® hTau Ag (Innogenetics,
Belgium) that is a sandwich ELISA microplate assay for the quantitative determination of
human Tau antigen in fluids. Capture antibody is the AT120 antibody and biotinylated
antibodies HT7 and BT2 are detecting antibodies (Schraen-Maschke & al., 2008).

Immunohistochemistry

After the completion of behavioral experiments, animals were sacrificed and brains removed.
The right hemisphere were post-fixed for 7 days in 4% paraformaldehyde, then incubated in
20% sucrose for 24 hours and finally kept frozen at -80°C until use. Serial free-floating
coronal sections (40um) were obtained using a cryostat (Leica Microsystems GmbH,
Germany). Sections of interest were used for free floating immunohistochemistry using the
following antibodies of AT8 (Pierce MN-120, against pS202/T205, 1/200), AT100 (Pierce
MN-1060, against pT212/S214, 1/400), and anti-Tau pS422 (988, 1/1000) as described, and
finally mounted on gelatine slides. Staining was semi-quantified as previously described
(Belarbi et al, 2009). Photomicrographs were taken using a Leica digital camera, imported in

Imagel software (Scion) and converted to black and white images. Threshold intensity was set
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and kept constant and the number of pixel, expressing staining density, was determined for
both THY-Tau22 and immunized THY-Tau22- mice. Quantifications were performed blindly

by at least two observers and averaged from seven to nigh animals per group.

Immunofluorescence

For stereotaxic injections, free-floating coronal sections (40um) were obtained using a
cryostat (Leica Microsystems GmbH, Germany). Immunofluorescent labeling was performed
using the following primary antibodies: Lamp2 (Santa Cruz; 1:100) and NPC1 (Abcam;
1:250), biotinylated goat anti mouse IgG (Biosciences ; 1:1000) and secondary antibodies
coupled to Alexa 488 (Invitrogen) or Streptavidin Texas Red for biotinylated primary
antibodies. Sections were counterstained and mounted with Vectashield/DAPI (Vector). DAPI
was present in the Vectashield mounting medium for fluorescence (Vector). Slides were
analyzed with a Zeiss LSM710 confocal laser scanning microscope (60 magnification).

Images were collected in the z direction at 1-um or 0,8-ym intervals.

Western blot analysis

Several structures of the left hemisphere were dissected out (Cortex, Striatum, Hippocampus
and Cerebellum) using a coronal acrylic slicer (Delta Microscopies, France) at 4°C and stored
at - 80°C until use. Tissue was homogenized in 200 ul of sucrose buffer containing 10-mM
Tris-HCl pH 7.4, 10% sucrose and protease inhibitors (Complete, Roche, France) and
sonicated. 100 pl of lysates were collected and added at 100xL of buffer B (10-mM Tris-HC1
pH 7.4, 10% sucrose, 1M NaCl), sonicated and briefly centrifuged for 1 minute. The resulting
supernatant (S1) was collected and the pellet resuspended in buffer C (10-mM Tris-HCI pH
7.4, 10% sucrose, 0,5M NaCl), sonicated and briefly centrifuged for 1 minute. The resulting
supernatant was pooled with S1, 100 pul were collected and added at 100xL of sodium dodecyl
sulfate (SDS) buffer (10-mM Tris-HCI pH 7.4, 1M NacCl, Triton 4%, SDS 0.2%) was added.
The SDS homogenate was sonicated and spun at 100,000xg during 1h at 4°C. The remaining
pellet containing the SDS-insoluble tau protein was resuspended in 50 uL of LDS 2X,
sonicated and boiled 10 min at 100°C.

For Western Blot analysis, samples were diluted in NuPage sample buffer (Invitrogen) and
denaturated at 100°C for 5 minutes. Then, proteins were loaded on 4-12% NuPAGE Novex
gels (Invitrogen), and transferred to nitrocellulose membranes and incubated with appropriate
antibodies. Signals were visualized by chemiluminescence (ECL, Amersham Biosciences).

Membranes were incubated with the following antibodies: pSer212/pThr214 Tau (AT100, TS;
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1/1000), pS422 (Biosource, 1/2000), home made Tau raised against carboxy-terminale region
(1902, 1/10000) and GAPDH (Cell Signalling, 1/10000).

Statistics

Data are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Data were analysed using
analysis of variance (ANOVA), and where appropriate, followed by post-hoc Tukey’s test.
Differences of p<0.05 were considered significant. Data were analyzed and graphs were

plotted by Prism Graphpad (San Diego, CA, USA).

RESULTS

Selection and characterization of novel monoclonal pS422 Tau antibody 2H9

By immunohistochemistry 2H9 labels only neurons of AD brain cortex but not control brain
(Fig. 1A-B). In THY-Tau22 brain, 2H9 stain neurons of hippocampus and amygdala at the
age of 6 months (Fig. 1C-D).

On western blot, 2H9 labeled the Tau triplet (Tau 55, 64 and 69) in AD total brain
homogenates, while failing to recognize normal Tau proteins in brain homogenates from
control case (Fig. 1E). In hippocampus homogenates from THY-Tau22 2H9 recognize also
the hyperphosphorylated form of Tau that appears at 6 months of age and very stained at 12
months (Fig. 1E).

Passive immunotherapy and cognition. THY-Tau22 mice have strong deficits in learning
and memory in several behavioral testing including the Morris water maze and the Y-Maze at
12 months of age (Van der Jeugd & al., 2011)

Y-Maze. Memory of immunized mice was first assessed using a two-trial Y-maze task. During
the exposure phase, no differences were found in the distance moved and duration between
the groups (Fig. 2A-B). During the test phase, WT littermate controls (n=8) and 5mg/kg
THY-Tau22 mice (n=8) spent a significantly greater proportion of time in the novel arm
compare to the other arm whereas controls THY-Tau22 mice (n=7) did not (Fig. 2C). THY-
Tau22 injected with 10mg/kg of 2H9 spent also more time in the novel arm (n=9 ; p=0,11). In
this test, the behavior of littermate controls was similar to that of immunized THY-Tau22
mice (Fig.2C).

Morris Water Maze. Following the two-trial Y-maze mice were tested in the water maze.

During the training phase, all groups performed at comparable levels (Fig. 2D). Two days
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after the training period, a probe test was performed. At 30 sec, control THY-Tau22 mice did
not display a significant preference for the target quadrant compared with controls littermates
(p = 0,0134) and 10mg/kg THY-Tau22 mice animals (p = 0.0216; Fig. 2E-F). Altought this
difference was not significant for Smg/kg THY-Tau22 they seems to spent more time in the

target quadrant compare to the others (Fig. 2E-F).

Passive immunotherapy and Tau pathology. To assess the impact of Tau immunotherapy
on the development of Tau pathology, we carried out an immunohistochemical analysis of
abnormally phosphorylated (AT100; pSer212/pThr214; pSer422 ; MCI1 conformational
antibody provided by Peters Davies) Tau species. Passive tranfert significantly reduced the
level of pathological Tau species at the targeted epitope pS422 (p=0,0447, 47% of reduction
compare to controls) but have less effect on AT100 and MC1 staining (p=0,56 and p=0,3084 ;
26% and 23% reduction compare to controls, respectively) (figure 3A) Western blot analysis
from hippocampus reveals decreased Phospho-Ser422- immunoreactive soluble Tau materials
(31% and 27%, respectively, not significant). Analysis of insoluble Tau species and other

phospho epitope are in progress (figure 3B).

Passive immunotherapy and Tau degradation

Tau concentrations in plasma was measured at different time point after a single i.p injection
of 2H9 at Smg/kg — 10mg/kg or PBS in THY-Tau22. After 6 hours, the level of Tau in plasma
was similar between the groups (Fig 4A). After 24 hours, we observed a significant decrease
of Tau concentrations in THY-Tau22 injected with 10mg/kg compare to control THY-Tau22
injected with PBS may be due to the inability for antibodies of ELISA to recognize the
complex 2H9-Tau (Fig 4B). This result was totally reverse after one week as THY-Tau22
mice have significantly more plasmatic Tau compare to control mice (Fig 4C). Interestintly, at
the samme time antibodies were totally cleared (Fig. 4F).

We have also injected pathological phospho Tau monoclonal antibodies (2H9, AT100) and
phospho Tau antibody (ATS) into the hippocampus of THY-Tau22 mice. All these antibodies
enter the neurons (Fig. SA-C) contrary to isotype control (not show) but we found most
neurons that have internalized AT8 (Fig. 5D). These neurons contain a large amount of ATS-
immunorecative Tau and this antibody is more représentative of soluble Tau species (Fig SE-
F). To test the hypothesis that Tau is degradated via lysosomal pathways we performed a
double-labeling with antibodies against Lamp2 (Fig. 5G), a lysosomal-associated membrane

protein or NPC1 (Fig 5J), implicated in cholesterol trafficking from the lysosomes with
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injected monoclonal antibodies. We found a partially co-localization for both markers (Fig 51,

L) suggesting an implication of the lysosomal pathway in Tau degradation.

DISCUSSION

Our previous findings indicate that vaccination with a phospho peptide including the pSer422
residue leads to a reduction of Tau pathology in the hippocampus of THY-Tau22. This
decrease was observed by immunohistochemistry and by western blot for the insoluble Tau
species (Troquier et al., 2011). Here we investigated the effect of a peripheral administration
of a novel monoclonal antibody against pSer422 in the THY-Tau22 model. Recently several
passive Tau immunotherapies have reported promising results (Boutajangout et al., 2011;
Castillo et al., 2010; Morgan et al., 2011). 2H9 is a monoclonal antibody that recognizes Tau
pSerd22 in AD brain and in THY-Tau22 brain. This pathological phospho-epitope is found in
multiple Tauopathies (Buissiére et al., 1999 ; Augustinack et al., 2002 ; Guillozet-Bongaarts
et al., 2007) and animals models (for review Goétz et al., 2010). Phosphorylation of Ser422
increases aggregation propensity (Haase et al. , 2004) and correlates with tangle formation in
P301L model (Deters et al., 2008) as in THY Tau22 model (Schindowski et al., 2006). Tau
pSerd22 is an early event that precede caspase cleavage (DeCalignon et al., 2010). Caspases
cuts Tau at the aspartate residue at position 421 (Asp421), yielding a truncated Tau protein
that has been suggested to be a nucleation agent. Then immunotherapy targeting pSer422 may
prevent this cleavage. In the present study, i.p injections of an antibody raised against pS422
delayed cognitive deficits in the THY-Tau22 model as observed in the Y-Maze and the
Morris Water Maze tests. Immunohistochemical analysis also revealed a reduction of
abnormally phosphorylated Tau proteins in the hippocampus. Like in the recent study of
passive immunization published by the group of Sigurdsson (Boutajangout et al., 2011a), the
passive approach appears to be less efficacious than vaccination. One reason for less efficacy
of these passive immunotherapy compared to our previous active approach is likely the
affinity of our antibody. Another explanation is the permeability of the blood brain barrier that
may be more compromise with the use of Freund’s adjuvant and then, leads to a greater
proportion of antibodies to enter the brain (Rabchevsky et al., 1999). Finally, the potential
involvement of T cell in vaccination may be beneficial as suggested by some studies of
immunotherapy in Parkinson’s disease (Laurie et al., 2007) and in prion’s disease (Carnaud
and Bachy, 2010). Despite, no striking results we are convinced that immunotherapy targeting

Tau pS422 has a great potential as treatment for Tauopathies. The preliminary results of a
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recent passive tranfert in TauPS2APP triple transgenic mice with monoclonal antibody raised
against pS422 confirms the potential of targeting this particular epitope (Bohrmann et al.,
2011). In order to ameliorate vaccine it is necessary to understand the mechanisms of
antibody-mediated clearance of Tau aggregates.

In our previous study of vaccination, we have observed an increase in plasmatic Tau
concentrations of vaccinated mice suggesting a mechanism of “peripheral sink” like for A}
immunotherapy (DeMattos et al., 2001; Lemere et al., 2003). After a single injection of 10
mg/kg of 2H9, we also observed an increase in Tau concentrations in plasma from THY-
Tau22, it strongly suggests that circulating antibodies sequester Tau and favor efflux of Tau
from the brain. This result is consistent with the reduction of soluble Tau species observed by
western blot. It is also known that a small percentage of antibodies is able to cross the blood-
brain barrier (Levites et al., 2006). Once in the brain, anti-Tau antibodies may easily
recognize extracellular epitopes found in ghost tangles and trigger microglia-related
clearance. However, they may also enter the cell through the endosome-lysosome pathway
and activate mechanisms of Tau clearance as propose by several groups (Asuni et al., 2007;
Krishnamurthy et al., 2011; Boimel et al., 2010). To elucidate this potential mechanism,
phospho Tau antibodies were injected into the hippocampus of THY-Tau22 and have been
internalized into neurons. Then, we have detected antibodies co-localized with lysosomal
markers, Lamp2 and NPC1. Interestingly, some preliminary results, presented at ICAD 2011,
reported that increasing brain CYP46Al gene expression, implicated in cholesterol
metabolism, reduces hyperphosphotylated Tau content and improves spatial memory defects
in THY-Tau22 mice (Cartier et al., 2011). This study and previous results showing that
exercice in THY-Tau22 leads to a decreased in pathological Tau species associated with an
upregulation of NPC1 (Belarbi et al., 2011b) suggest that Tau within the lipid rafts may be
implicated in the process of aggregation. Indeed, lipids rafts are involved in cell-cell
communication and particularly in the exosome release process and exocytosis (Gassart et al.,
2003). It’s possible that antibodies act in promoting the degradation of Tau associated with
lipids rafts and then, blocking the propagation process of Tau.

In summary, these findings show that passive Tau pSer422 immunotherapy can reduces
cognitive impairments. The aim of this study was also to elucidate the mechanisms of
antibody-mediated clearance. Overall, like for Af} immunotherapy, several mechanisms may
be proposed. We suggested that the presence of circulating antibodies creates a « peripheral
sink » which alters the equilibrium across the blood brain barrier for Tau to favour efflux

owing to the reduced free A concentration in blood. The second hypothesis impliquates that
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antibodies enter the SNC. Then, they may act directly on extracellular Tau and block the
spread of Tau pathology (Frost et al., 2009 ; Clavaguera et al., 2010). These antibodies may
also be internalized by the neurons by different processes (for review Sigurdsson, 2008) and

activate the autophagic/lysosomal pathways.
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Figure 1. Immunochemical characterization of the specificity of 2H9 antibody utilized for
passive immunotherapy

2H9 staining in the pyramidal cell layer of the CA1 region of a THY-Tau22 mice aged of 6
months (A-B) and in the occipital cortex of an Alzheimer patients. No staining was observed
in the occipital cortex of a control patients.

Western blot analysis was performed with total fraction from the occipital cortex of AD
patients at different Braak stage and hippocampus of THY-Tau22 (E). 2H9 labeled the Tau
triplet (Tau 55, 64 and 69) in AD patients while failing to recognize normal Tau proteins in
brain homogenates from control case. In hippocampus homogenates from THY-Tau22 2H9
recognize also the hyperphosphorylated form of Tau that appears at 6 months of age and
very stained at 12 months
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Figure 2. Effects of passive immunization on behavioral performance in the Y-Maze and in
the Morris Water Maze in THY-Tau22 mice.

Working memory in the Y-maze. A. During exposure, WT and THY-Tau22 mice equally
explored the arms (not shown). In the test phase, WT mice demonstrated a strong
preference for the novel arm as compared to the other. arm. This preference was strongly
reduced in THY-Tau22 mice. Such defect is prevented by passive immunotherapy as THY-
Tau22 mice treated with 5mg/kg and 10mg/kg of 2H9 spent more time in the novel arm
compare to the other (p<0,01 and p=0,11, respectively ).

Spatial memory in the Morris water maze. B. Distance to platform of THY-Tau22and WT mice
during acquisition is similar between the groups. C. Two days after acquisition, a probe trial
was performed. Total time in the quadrants is plotted. While WT mice spent significantly
more time in the platform quadrant, THY-Tau22 control mice did not. However, THY-Tau22
mice injected with 2H9 at 10mg/kg spent significantly more time in the target quadrant.
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Figure 3. Effects of passive immunotherapy on Tau proteins in THY-Tau22 mice

A. There was no significant difference in the levels of phosphorylated Tau species as revealed
by AT100 and MC1 immunoreactivity between injected THY-Tau22 mice and control THY-
Tau22 mice. Abnormally phosphorylated Tau species as revealed by pS422 immunoreactivity
are decreased in mice injected with 10 mg/kg as compared to THY-Tau22 controls (p=0.0447
using ANOVA). B. Soluble Tau species (pS422-immunoreactive) were decreased by passive
tranfert of 10mg/kg of 2H9 antibody (30% reduced compare to control, not significant)
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Figure 4. Effects of of a single intraperitoneal injection of 2H9 on Tau protein in plasma

A. After 6 hours, the levels of Tau in plasma was similar between the groups. B. After 24
hours, we observed a significant decrease of Tau in the plasma of THY-Tau22 injected with
10mg/kg compare to control. C. This result is completly reverse after one week as THY-Tau22
injected with 10mg/kg of 2H9 have significantly more plasmatic Tau compare to controls. In
the same sample, we measured the level of antibodies raised against pS422 (D-F). Antibodies
were totally cleared after one week. The rate of clearance appears faster than endogenous
IgG (typical half-life 21-28 days). N= 6 per group per each time.
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Figure 5. Co-localization of Tau antibody with lysosomal markers in the THY-Tau22 mice
brain.

To investigate the localisation of antibody into the brain we injected three different
antibodies against hyperphosphorylated Tau (A) and pathological Tau (B-C). D-F.
Representative confocal image of a brain section from an THY-Tau22 mouse injected with
AT8 and co-labeled with an antibody against Tau. F-H. Confocal image from a THY-Tau22
mouse injected AT8 and co-labeled with an antibody against NPC1. J-L. Confocal image from
a THY-Tau22 mouse injected AT8 and co-labeled with an antibody against Lamp2. Scale bar
(A, B, D-F) =30 uM (C, G-L) = 20 pM.
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3. CONCLUSIONS

Dans le cadre de cette étude, nous avons évalué les effets du transfert passif répété d’ un
anticorps monoclonal dirigé contre la protéine Tau phosphorylée en Serd22. Cet anticorps
nomme¢ 2H9, a été généré en collaboration avec le laboratoire de Philippe Lassalle de 1’institut
Pasteur de Lille. Des souris THY-Tau22 agées de 15 semaines ont ét¢ injectées, chaque
semaine, par voie intrapéritonéale, avec Smg/kg et 10mg/kg de 2H9 ou une solution saline.
Nous montrons que I’injection répété de 2H9 prévient I’apparition de déficits de mémoire
spatiale mesurée par les tests du labyrinthe en Y et de la piscine de Morris. Les analyses
immunohistochimiques révelent, au niveau de 1’hippocampe, une réduction significative des
protéines Tau anormalement phosphorylées en Ser422 et une tendance a la diminution du
marquage AT100 et MC1 (réduction de 26 et 23% des souris 10mg/kg par rapport aux souris
controles, respectivement).

Afin d’¢étudier les mécanismes sous jacents a I’immunothérapie anti Tau, nous avons
injecté des anticorps anti-phosphoTau par stéréotaxie au niveau de 1’hippocampe de souris
THY-Tau22. Nous montrons, qu’une fois au sein du cerveau, ils sont capables d’entrer dans
les neurones contrairement au controle isotypique. Plusieurs études récentes
d’immunothérapie, suggerent une implication de la macroautophagie dans la dégradation
médiée par les anticorps. Nous montrons que les anticorps internalisés dans les neurones
colocalisent avec différents marqueurs de la voie lysosomiale (NPCI1, Lamp2) confirmant
I’hypothése d’une dégradation par le lysosome. Cependant, la barriére hémato encéphalique
étant tres sélective, il est fort probable que les anticorps générés restent en périphérie. Nous
montrons, que |’administration périphérique de 250ug d’anticorps 2H9 génére une
augmentation significative de la protéine Tau au niveau plasmatique suggérant un mécanisme
de siphon périphérique comme dans I’immunothérapie AB. L’ensemble des résultats de cette

deuxiéme ¢étude confirme 1’hypothése d’une dégradation périphérique de la protéine Tau.
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DISCUSSION



Les maladies neurodégénératives (MND) constituent un groupe de pathologies
caractérisées par la mort des neurones dans des régions spécifiques du cerveau. Certaines sont
d’origine génétique, d'autres d’origine environnementale, voire les deux. Leurs étiologies et
leurs mécanismes physiopathologiques sont treés variables, trés certainement plurifactoriels et
impliquant probablement des facteurs de vulnérabilité individuels. Néanmoins, la plupart de
ces affections présentent des caractéristiques communes. La plus notable est le changement de
conformation et I’agrégation de protéines constitutives de 1’hdte. De récentes études suggerent
que ces agrégats protéiques sont transmissibles d’une cellule a 1’autre et probablement
responsables de la propagation des lésions au sein du cerveau (pour revues Lee S.J et al.,
2011 ; Jucker et Walker, 2011). Cette nouvelle hypothése confirme 1’intérét de
I’immunothérapie dans le traitement des MND (pour revue Brody et Holtzman, 2008)

notamment pour les Tauopathies (pour revue Gu et Sigurdsson, 2011).

Les travaux effectués dans le cadre de cette thése ont eu pour but d’étudier les effets
de I’'immunothérapie anti-Tau dans un mode¢le murin de pathologie Tau de type Alzheimer, la

lignée THY-Tau22.

L’objectif de cette approche est de générer des anticorps spécifiques de la protéine Tau
pathologique afin de réduire son agrégation et de prévenir les déficits cognitifs associés a la

pathologie.

Immunothérapie active

Dans un premier temps, nous avons évalué les effets de I’immunothérapie active
dirigée contre la protéine Tau pSer422. Nous montrons que la vaccination contre cet épitope
unique génere des anticorps spécifiques de la protéine pathologique. Cette spécificité vis a vis
de la phosphorylation pathologique est un critere exclusif. En effet, le groupe de Rosenmann a
montré qu’une réponse immunitaire contre la protéine Tau neuronale, non phosphorylée, était
délétere (Rosenmann et al., 2006). Cette vaccination effectuée précocement (a 1’age de 15
semaines) prévient les déficits de mémoire spatiale, évalués par le test du labyrinthe en Y (Y-
Maze), apres 18 semaines de traitement. D’autres tests comportementaux, notamment le test
de la piscine de Morris évaluant l'apprentissage et la mémoire spatiale dépendant de la
fonction hippocampique (Vorhees et Williams, 2006) ou le test de mémoire contextuelle de
peur conditionnée mobilisant le complexe amygdalien et 1'hippocampe (Phillips et LeDoux,

1992) auraient été nécessaires pour investiguer plus en détail les capacités mnésiques des
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souris. Malheureusement, au moment de I’évaluation comportementale des souris, aucun de
ces tests n’étaient disponibles au sein du laboratoire. Toutefois, le test du labyrinthe en Y
révele la capacité de la vaccination a prévenir les déficits de mémoire a court terme chez les
souris THY-Tau22. Cette amélioration cognitive est associée a une réduction de la pathologie
Tau hippocampique. L’étude par immunohistochimie des coupes d’hippocampe permet
d’observer, au niveau de la CAl, une large tendance a la baisse de la surface marquée par
deux anticorps pathologiques : AT100 et pSerd22 (p=0.0516 pour AT100 et p=0.0842 pour
pS422 ; test de Student). Le nombre d’animaux par groupe (n= 6-7) et I’hétérogénéité du
modele peuvent expliquer 1’absence de significativité. Néanmoins, notre méthode de
quantification est critiquable car la pathologie Tau, méme si elle démarre au niveau de la
CAl, s’étend rapidement au gyrus denté et a la CA2/CA3. D’autre part, méme si la pathologie
Tau est essentiellement hippocampique, elle est également trés présente au niveau de
I’amygdale et de fagon beaucoup plus modérée au niveau du tronc cérébral et du cortex.
Parmi ces structures, seul I’hippocampe a été analysé, par la suite, grace au logiciel Mercator
(Exploranova) ainsi que le cortex. Cette analyse a confirmé la réduction des protéines Tau
pS422 au niveau de I’hippocampe. Aucune différence n’a été observée au niveau du cortex.
Les résultats les plus marqués étant visualisés avec un anticorps dirigé contre la pS422, la
question de I’encombrement stérique s’est posée. Un traitement au citrate a confirmé qu’une
partie de la baisse de marquage pS422 pouvait €tre attribuée a un encombrement stérique mais
une partie seulement. Les effets de la vaccination sont donc trés peu marqués au niveau
immunohistochimique en comparaison aux différentes études de vaccination Tau déja
publiées (Asuni et al., 2007, Boimel et al., 2010, Boutajangout et al., 2010). Toutefois, si
I’analyse semi-quantitative de I’immunohistochimie ne permet d’observer qu’une tendance a
la baisse de la pathologie Tau, les analyses biochimiques révelent une réduction significative

des especes insolubles de Tau.

Aussi, la phosphorylation en sérine 422 a été montré comme potentiellement
protectrice vis a vis du clivage en aspartate 421 (D421) et plusieurs études suggerent que la
troncation de Tau favorise son agrégation (pour revues Garcia-Serra et al., 2008 ; Hanger et
Wray, 2010). A I’age de 9 mois, la présence de Tau clivée en D421 est tres réduite dans le
modele et ne nous a pas permis de vérifier cette hypotheése. On peut toutefois imaginer que les
anticorps dirigés contre la pS422 soient capables de bloquer le site de clivage et d’empécher

la troncation de Tau limitant ainsi son agrégation.
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A T’age de 9-10 mois, les souris THY-Tau22 présentent une altération de la phase de
maintien de la LTD au niveau de I’hippocampe sans pertes neuronales ni synaptiques
majeures (Jeugd et al., 2011). Bien que les mécanismes a 1’origine de ces déficits demeurent
inconnus, une altération du trafic intracellulaire peut étre mis en cause. De précédents travaux
sur le modele THY-Tau22 ont notamment mis en évidence une perte d’expression de SAP102
et SAP97, protéines nécessaires au transport et a 1’ancrage a la membrane des récepteurs
glutamatergiques (Manuscrit de theése Sylvie Burnouf, 2010) L’hyperphosphorylation et
I’agrégation de la protéine Tau sont connues pour influencer le transport axonal. Aussi, les
agrégats de protéines Tau sont susceptibles de séquestrer un certain nombre de protéines
nécessaires au bon fonctionnement des neurones et a la plasticité synaptique. Ainsi, on peut
imaginer qu’en diminuant les formes agrégées de Tau, on agisse sur la plasticité synaptique
qui est particulierement impliquée dans les processus mnésiques. Il serait intéressant de
vérifier la LTD chez les animaux vaccinés ainsi que I’expression des protéines SAP102 et

SAP97.

A 1’age de 12 mois, la pathologie Tau présente au niveau de 1'axe septohippocampique
des souris THY-Tau22 semble également impliquée dans les déficits mnésiques. En effet, on
peut observer une perte des neurones cholinergiques du septum médian projetant sur
I’hippocampe associée a une altération du transport rétrograde du NGF (Nerve Growth
Factor) (Belarbi et al., 2011a; Belarbi et al., 2009). Cette altération de transport du NGF dans
le modele THY-Tau22 renforce 1’idée d’une perturbation du transport axonal par la
pathologie Tau.

Il aurait été intéressant de prolonger I’immunothérapie jusqu’a 1’age de 12 mois, age
auquel on peut observer I’ensemble de ces déficits (maintien de la LTD, pertes des neurones
cholinergiques) probablement impliqués directement ou indirectement dans les déficits

mnésiques du modele.

Enfin, comme un certain nombre de modeles animaux de pathologie Tau (Belluci et
al., 2004 ; Sasaki et al., 2008, Zilka et al. 2009), le modele THY-Tau22 présente une forte
inflammation. Or il est maintenant bien connu que I’environnement pro inflammatoire présent
dans la plupart des MND (pour revue Amor et al., 2010) peut moduler la plasticité synaptique,
la neurogénese ou encore les déficits de mémoire (pour revue Yirmiya et Goshen, 2011).
L’expression du TNF-a, en particulier, est significativement augmentée au niveau central
dans notre modele ainsi que I’expression d’un certain nombre de chemokines telles que CCL3

(Mip-1a)), CCL4 (Mip-1f) ou CCL5 (Rantes). De facon intéressante, chez les patients atteints
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de la MA, les lymphocytes T surexpriment CXCR2 et Mip-la qui semblent faciliter leur
migration au cerveau (Liu et al., 2010 ; Man et al., 2007). Ces processus semblent dépendants
de la sécrétion de TNF-a par la microglie (Liu et al., 2010). La microglie est considérée
comme un acteur clé dans la neuroinflammation. Méme si son activation est encore un sujet
de débat dans la MA (pour revues Wyss-Coray, 2006 ; Schlachetzki et Hiill, 2009), plusieurs
travaux soulignent son implication dans la pathologie Tau. L’activation microgliale est
corrélée a la pathologie Tau dans plusieurs modeles transgéniques (Belluci et al., 2004 ;
Yoshiyama et al., 2007 ; Ikeda et al., 2005, Sasaki et al. 2008 ; Zilka et al., 2009 ; Stozicka et
al., 2010 ; Kovak et al ., 2011) et dans certaines Tauopathies comme la PSP ou la DCB
(Belluci et al., 2011 ; Sasaki et al. 2008 ; Imamura et al., 2001 ; Ishizawa et Dickson, 2001).
L’implication de la microglie dans les processus qui sous-tendent la pathologie Tau est
appuyée par plusieurs études qui lui confeérent, en outre, un rdle dans la phosphorylation et
I’agrégation de Tau via la libération de cytokines pro inflammatoires (Arnaud et al., 2006 ;
Lee et al., 2010 ; Gorlovoy et al., 2009 ; Bhaskar et al., 2010). Néanmoins malgré son
potentiel neurotoxique, la microglie peut également produire des cytokines bénéfiques telles
que I'IL-4, I'IL-10 ou le TGF- ou encore des facteurs neurotrophiques tels que le NGF, le
BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) ou encore NT3 (Neurotrophine 3), pouvant
favoriser la survie neuronale. La réponse immunitaire, capable d’orienter 1’activation de la
microglie et la libération de molécules plus ou moins bénéfiques, est donc une voie de

recherche particulierement importante.

Depuis les complications survenues lors du premier essai vaccinal AN-1792, les
approches d’immunothérapies dans les MND s’orientent vers une réponse de type T,2/T,,
favorisant la production d’anticorps et régulant une réponse pro inflammatoire de type
T, 1/Ty17 (Wisniewski et Boutajangout, 2010 ; Benner et al., 2004 ; Reynolds et al., 2010).
Dans le cadre de la vaccination, nous avons vu que le choix de I’adjuvant était primordial
dans I’induction de la réponse. Nous avons pris le parti d’utiliser I’adjuvant de Freund, connu
pour induire une forte réponse immunitaire, mais qui se trouve étre particulicrement
inflammatoire. L’induction d’une réponse immune adaptive de type Tyl peut exacerber
I’inflammation par la sécrétion d’INF-y, TNF-a ou en activant la microglie (Weiner et
Frenkel, 2006), limitant ainsi les effets bénéfiques du vaccin. Au contraire, I’alum, qui a été
majoritairement utilisé dans les études de vaccinations Tau, induit une réponse de type T,2.

Ce type de réponse, sécrétrice de cytokines telles que 1’IL-10, IL-4 ou I'IL-5, peut exercer une

effet bénéfique en régulant la production de cytokines pro inflammatoire tel que le TNF-a ou
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de facteurs neurotrophiques tels que le BDNF ou le GNDF (McQuillan et al., 2010 ; Derecki
et al., 2010). La voie d’administration ou encore la présence d’épitope de reconnaissance des
cellules B ou T sur le peptide immunogene sont d’autres facteurs capables de moduler la
réponse immunitaire. Il est important de noter que le fond génétique peut également moduler

les effets d’un vaccin (Stozicka et al., 2010 ; Richter et al., 2011).

L’immunothérapie Tau doit non seulement permettre d’éliminer les agrégats de
protéines Tau mal conformées, mais également d’atténuer 1’inflammation délétére pour le
SNC. Dans le cadre de notre étude, il aurait été particulierement intéressant de vérifier un
certain nombre de parametres inflammatoires notamment la production de cytokines et
chemokines pro inflammatoires qui semblent jouer un réle dans la pathologie Tau mais

également de facteurs trophiques tels que le BDNF ou le NGF.

La vaccination contre la protéine Tau pSerd422 a permis d’améliorer les déficits de
mémoire spatiale observés chez les souris THY-Tau22 et de réduire les especes insolubles de
Tau. L’inflammation joue certainement un role majeur dans les mécanismes sous-jacents a la
vaccination, toute la difficulté consiste a la moduler de facon bénéfique. Afin de réduire le
risque d’une réponse inflammatoire délétere, 1’'une des solutions consiste a injecter
directement les anticorps. Suite aux résultats de la vaccination contre la pS422 nous avons
décidé d’étudier les effets de I’immunothérapie passive. Pour cela, nous avons généré, en

collaboration avec 1’équipe de Philippe Lassalle de I’institut Pasteur de Lille, un anticorps

monoclonal (2H9) dirigé contre la pS422 de la protéine Tau.

Immunothérapie passive

L’anticorps a été injecté, par voie intrapéritonéale, chaque semaine, des 1’age de 15
semaines, a une dose de Smg/kg ou 10mg/kg. Nous montrons que I’injection de 2H9 a une
dose de 10mg/kg, pendant 6 mois, prévient les déficits de mémoire spatiale, observés par le
test du labyrinthe en Y et le test de la piscine de Morris. Les effets de I’injection a Smg/kg
sont plus modérés, nous n’observons qu’une amélioration cognitive par le test du labyrinthe
en Y. L’amélioration cognitive est associée a une réduction du marquage pS422 dans
I’hippocampe pour les souris traitées avec 10mg/kg de 2H9 et une tendance a la réduction du
marquage AT100 et MCI1. D’un point de vue biochimique, contrairement a la vaccination,
nous observons une tendance a la réduction des formes solubles de Tau. Ce résultat peut
s’expliquer par les modifications apportées au protocole de fractionnement. La centrifugation

de 12000g est remplacée par une breve centrifugation de paillasse ce qui permet de perdre
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moins de matériel dans le culot de débris. L’ajout de NaCl avant cette centrifugation peut
également permettre de solubiliser davantage de protéines avant 1’ultracentrifugation. Cette
réduction peut également étre due a 1’unique action de notre anticorps 2H9 et les effets sont
donc difficilement comparables a la vaccination. En effet, outre le fait que la vaccination
génere une réponse polyclonale, I’aspect inflammatoire est également plus important. Dans le
cadre de I'immunothérapie passive, on se prive d’'une composante majeure de la réponse
immunitaire a savoir la réponse cellulaire et les effets sont presque exclusivement dus a
I’anticorps. La spécificité et 1’affinité d’un anticorps unique ne sont pas comparables a une
réponse polyclonale méme mono spécifique. La question qui se pose ensuite est : comment un
anticorps injecté en périphérie peut agir sur une protéine du SNC et qui plus est,
intraneuronale ?

Le cerveau est un site privilégié, protégé par la présence de la barriere hémato-
encéphalique : une structure composée de cellules endothéliales, d’astrocytes, de neurones
périvasculaires, et de péricytes (Abbott et al., 2010). Outre la BHE, il existe une deuxi¢éme
barriere entre la circulation sanguine et le syst¢tme nerveux central : la barriere sang-LCR.
Cette barricre est formée par les cellules épithéliales et les jonctions serrées des plexus
choroides (figure 22). Les cellules endothéliales sont reliées par des jonctions serrées qui
forment une barriere impénétrable sauf a des composés hautement lipidiques ou a de petites
molécules de moins de 500 Da. Ainsi, I’acces a des molécules thérapeutiques de grosse taille

telles que les anticorps (150kD) est un vrai probléme.

Figure 22. Les barrieres du

cerveau

\ \_Z
C)a)

La barriere hémato-encéphalique est
formée par les cellules endothéliales des
capillaires sanguins et est caractérisée
par l'existence de jonction serrées. b.
Outre la BHE, il existe une deuxieme
barriere entre la circulation sanguine et
le systéme nerveux central : la barriére
sang-LCR. Cette barriere est formée
par les cellules épithéliales et les
Jjonctions serrées des plexus choroide.
Tirée de ( Neuwelt et al., 2011)
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Néanmoins, dans notre étude, plusieurs mécanismes pourraient permettre aux
anticorps d’atteindre les neurones. En effet, la perméabilité de la BHE peut étre modulée par
différents facteurs. Elle est notamment tres sensible a la présence de cytokines (Banks et al.,
2009a). L’inflammation importante du modele THY-Tau22 peut conduire a une augmentation
de la perméabilité (Wright et Merchant, 1994 ; Kovak et al., 2009 ; Nishioku et al., 2010)
particulicrement a des sites dépourvus de BHE tels que les plexus choroides et les
leptoméninges. La sécrétion de cytokines inflammatoires induit également I’augmentation de
I’expression par les cellules endothéliales des molécules d’adhérence (notamment ICAM-1 et
VCAM-1) qui favorisent la migration transendothéliale des leucocytes en activant diverses
cascades de signalisation dans les cellules endothéliales cérébrales (Etienne-Manneville et al.
2000; Greenwood et al. 2003). Ainsi, il est tout a fait possible que les lymphocytes B
pénetrent également la BHE et secretent directement les anticorps au sein du cerveau (Banks
et al., 2009 ; Engelhardt et al., 2008). Dans le cas de la vaccination, une inflammation
périphérique, induite par 1’adjuvant de Freund, peut également augmenter la perméabilité de
la BHE (Rabchevsky et al., 1999). Ainsi, il est trés probable que les anticorps accedent au
cerveau du fait d’une barriere moins perméable. La transcytose qui permet a des molécules
telles que I’insuline ou la transferrine d’étre acheminé au cerveau, peut également jouer un
role dans le passage des anticorps a travers la BHE (Zlokovic et al., 1990). I1 est tout de méme
important de noter que de maniere générale les taux d’anticorps retrouvés au cerveau restent
faibles pour avoir un effet thérapeutique (Banks et al., 2002 ; Bard et al., 2000 ; DeMattos et
al., 2001 ; Levites et al., 2006a). Il est donc nécessaire d’améliorer I’acces des anticorps au
cerveau (pour revues Gabathuler, 2009 ; Frank et al., 2011). A ce jour, des stratégies reposant
sur la transcytose médiée par les récepteurs ou « Trojan horse », sont déja explorées dans la
maladie d’Alzheimer pour réduire les dépots amyloides (Zhou QH. et al., 2010 ; Boado et al.,
2010) ou dans la maladie de Parkinson pour délivrer du GDNF (Fu et al., 2010). II est tout a

fait envisageable d’utiliser ce type d’approche pour les Tauopathies.

Méme si nous n’avons pu vérifier la présence d’anticorps dans le cerveau des souris
traitées faute de méthode assez sensible. On peut imaginer qu’une fois au sein du cerveau, les
anticorps agissent soit a l’intérieur des neurones ou dans le milieu extracellulaire. Tout
comme 1’a-synucléine, la protéine Tau peut étre associée a la membrane et ainsi étre plus
facilement reconnue par les anticorps. Apres injection stéréotaxique dans 1’hippocampe de
souris THY-Tau22 4agées de 6 mois, nous observons que les anticorps ATS8

(hyperphosphorylation pSer202/205), ATI100 (pathologique pThr212/Ser214) et 2H9
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(pathologique pSer422), dirigés contre la protéine Tau, sont internalisés contrairement au
controle isotypique. Des résultats similaires ont ¢&té observés dans les travaux
d’immunothérapie contre 1I’a-synucléine (Masliah et al., 2005b, 2011) ainsi que contre la
protéine Tau pSer396/404 (Asuni et al., 2007) et plus récemment, la protéine Tau pSerd22
(Bohrmann et al., 2011). Plusieurs récepteurs présents a la membrane neuronale peuvent
potentiellement internaliser les anticorps: Thyl.l (Fabian, 1990), les récepteurs Fcy
(Mohamed et al., 2002) ou encore LRP (Kounnas et al., 1995) mais il a été¢ également suggéré
que les anticorps entrent par pynocytose (Sigurdsson et al., 2008). La dégradation des
protéines Tau peut étre prise en charge par la voie lysosomiale (Hamano et al., 2008 ; Wang et
al., 2009 ; Kim et al., 2011). Il est possible qu’une fois les anticorps internalisés, le complexe
anticorps-Tau soit dégradé par le lysosome (Asuni et al., 2007 ; Krishnamurthy et al., 2010,
Masliah et al., 2005b, 2011). Nous observons une colocalisation des anticorps anti-Tau avec
Lamp2, une protéine de la membrane lysosomiale mais également avec NPCI1, fortement
impliqué dans les phénomenes de dégradation médiés par le lysosome (Goldman and Krise,
2010). Des mutations sur les genes NPC1 et NPC2 peuvent conduire a une pathologie Tau,
telle qu’observée dans le cas dans la maladie de Niemann-Pick de type C (Ohm et al., 2003;
Yu et al., 2005). Or, de maniere intéressante, une précédente €tude concernant I’effet de
I’exercice volontaire sur la pathologie Tau menée chez les THY-Tau22 a montré une
augmentation de 1’expression des transcrits de NPC1 et NPC2 dans 1’hippocampe des souris
THY-Tau22 ayant pratiqué une activité physique (Belarbi et al., 2011b). Cette augmentation
des transcripts associées a la réduction des protéines Tau anormalement phosphorylées
suggere une dégradation de Tau par le lysosome. Cette hypothese est renforcée par une étude
montrant que NPC1 protege de la pathologie Tau dans une modele transgénique P301L
(Zonnur et al., 2010). Autre fait intéressant, NPC1 est particulierement impliqué dans la
dégradation du cholestérol par le lysosome. Plusieurs évidences suggerent un lien entre Tau et
lipides. Tau interagit avec la membrane plasmique, composée de lipides et de cholestérol, par

I’intermédiaire de son domaine amino-terminal (Brandt et al., 1995 ; Pooler et Hanger, 2011).

Or, une récente étude a montré que la surexpression de CYP46Al1, enzyme clé dans la
régulation du métabolisme intracérébral du cholestérol, réduit la phosphorylation anormale de
Tau chez la souris THY-Tau22 et corrige les déficits cognitifs observés par le test de la
piscine de Morris (Cartier et al., 2011). Les radeaux lipidiques semblent particulicrement
impliqués dans les phénomenes de communication intercellulaire notamment dans la

formation des exosomes (Gassart et al., 2003). Ainsi on peut imaginer que les anticorps
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favorisent la dégradation par le lysosome des radeaux lipidiques contenant cholestérol et
protéines Tau et empéchent de cette maniere la propagation de la protéine Tau. Sur le méme
principe, les anticorps peuvent également agir a 1’extérieur du neurone en empéchant sa
sécrétion, en bloquant la transmission synaptique ou en favorisant sa dégradation/clairance

(figure 23).
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Figure 23. Action des anticorps sur les mécanismes de propagation de la protéine Tau

Les anticorps peuvent réduire I’agrégation de la protéine Tau en empéchant la transmission synaptique (1), ou
en bloguant la propagation par le milieu extracellulaire (2 et 4). Enfin, les anticorps peuvent agir en
promouvant la dégradation de tau par le lysosome (3). Adaptée de (Lee S.J et al., 2011)

Les anticorps peuvent activer la microglie notamment via le récepteur Fc et induire la
sécrétion de cytokines favorisant la dégradation de Tau (Minami et al., 2010). Il se peut
également que le complexe Ac-Tau soit transféré vers le systeéme périphérique par le récepteur
néonatal Fc (FcRn) situé au niveau des cellules endothéliales de la BHE (Deane et al., 2005;
Zhang and Pardridge, 2001). Cette hypothese pourrait expliquer 1’augmentation de la protéine
Tau au niveau plasmatique observée suite a la vaccination et a 1’injection périphérique de
I’anticorps 2H9. Il se peut également que les anticorps restent en périphérie et favorisent
I’efflux des protéines Tau. Cependant, cette augmentation de la protéine Tau dans le plasma
peut étre également étre expliquée par l'effet stabilisateur des anticorps sur la protéine Tau,
augmentant ainsi sa demi vie (Seubert et al., 2008 ; Levites et al., 2006a). L’ensemble des
hypotheéses quant a la dégradation de la protéine Tau par les anticorps n’est que pure

spéculation. Dans le cadre de notre étude, il serait intéressant de tester la capacité de notre
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anticorps 2H9 a traverser la BHE en utilisant un modele de BHE in vitro. Ce type d’étude,
déja mis en place pour le peptide AP} (Bachmeier et al., 2011 ; Rutgers et al., 2011), offre de
réelles possibilités quand a 1’étude des mécanismes de clairance de la protéine Tau. Afin de
disséquer les mécanismes potentiels de dégradation de la protéine Tau par les anticorps, il est
nécessaire de passer par des modeles plus simples comme des modeles de BHE ou des

modeles cellulaires.

En conclusion, ces travaux de thése ne sont pas novateurs dans le sens ol plusieurs
groupes ont déja publié des travaux similaires avec des résultats plus ou moins marqués.
Néanmoins, peu d’entre eux mettent en €vidence les effets de I’'immunothérapie Tau a
améliorer les capacités cognitives dans un modele de pathologie Tau adapté. En effet, le
modele THY-Tau22 possede les caractéristiques d’un stade précoce de dégénérescence
neurofibrillaire dans la MA et, par conséquent, est un modele tout a fait pertinent pour évaluer
le potentiel de I'immunothérapie. Cependant, il reste un modele surexprimant une isoforme de
Tau mutée. Or, aucune mutation n’a été retrouvée dans la MA ni dans d’autres Tauopathies a
I’exception des FTDP-17. Aussi, un modele, tel le modele de rat développé au laboratoire,
mimant le caractére propagateur de la protéine Tau, en exprimant une isoforme de Tau non

mutée serait un véritable atout pour étudier les effets de I’immunothérapie sur ce phénomene.

De maniere générale, nos travaux montrent que I’'immunothérapie dirigée contre un
épitope pathologique de la protéine Tau est capable de réduire la pathologie Tau
hippocampique et de prévenir les altérations mnésiques des souris THY-Tau22. Il semblerait
toutefois que I’immunothérapie passive soit moins efficace que la vaccination. Ce constat,
met en avant le role probablement majeur de 1’inflammation et de I’immunité cellulaire dans
I’efficacité d’une approche immunothérapeutique. Il semblerait également qu’une approche
de transfert passif nécessite un anticorps avec une grande affinité, caractéristique qui semble
faire défaut a notre anticorps monoclonal 2H9 et pourrait expliquer la faible efficacité de
notre approche. Enfin, ’ensemble de ces travaux confirme 1’hypotheése d’une dégradation par
la voie lysosomiale dans le cas ou les anticorps pénetrent le SNC et propose une nouvelle
hypotheése quant a la dégradation de la protéine Tau médiée par les anticorps: 1’effet siphon
périphérique.

Dans 1’ensemble, les résultats précliniques sur 1’immunothérapie Tau sont
encourageants mais restent préliminaires. De nouveaux travaux consistant a étudier

notamment les facteurs génétiques individuels impliqués dans la réponse immunitaire (comme
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les haplotypes HLA) ou encore la part de I'immunité cellulaire sont nécessaires avant
d’envisager des essais cliniques. L’immunothérapie Tau et plus généralement
I’immunothérapie dans les MND n’en est qu’a ses débuts et le systétme immunitaire offre de

nombreuses possibilités.
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