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RESUME

Les tauopathies sont un groupe de maladies neurodégénératives hétérogenes ayant pour
caractéristique commune une accumulation intracellulaire d'agrégats composés de protéine tau. Dans
la maladie d'Alzheimer, la pathologie tau évolue selon une progression stéréotypée, connue sous le
nom de stade de Braak. Aujourd’hui ces stades sont considérés comme les étapes d’une propagation
de la neurodégénérescence de « type prion » et orientent vers une nouvelle cible potentielle, la
protéine tau dans le liquide interstitiel (extraTau). Dans d’autres tauopathies, comme la paralysie
supranucléaire progressive, ce type de propagation semble moins évident et cibler la protéine tau a

I'intérieur des cellules (intraTau) semble primordial.

Des traitements ciblant la protéine tau, en particulier des immunothérapies, ont été développés et
I'injection périphérique d’anticorps monoclonaux anti-tau est déja en cours d’essais cliniques.
Malheureusement, ceux-ci pénétrent mal dans le cerveau, ont des difficultés a parvenir a leur cible
dans le liquide insterstitiel autour des cellules et n’atteignent pas les protéines intraneuronales. Dans
ce contexte, I'ingénierie des anticorps représente une approche alternative pour cibler la protéine tau.
Les VHHSs sont des fragments d’anticorps de camélidés présentant de nombreux avantages, ils peuvent

notamment étre exprimés au sein des cellules ou étre sécrétés dans le compartiment extracellulaire.

Notre groupe a développé le VHH Z70 ciblant une séquence de la protéine tau connue pour son role
majeur dans la formation des agrégats, I’"hexapeptide 30sVQIVYK311 nommé PHF6. Ce projet de thése,
réalisé a la fois dans des modeles murins aigus mais également chroniques, nous a permis d’évaluer la
capacité de ce VHH a réduire la pathologie tau en agissant directement dans les cellules (intraZz70) ou
en ciblant la protéine tau dans le liquide interstitiel (extraTau). Cette étude pose également la question
des effets indésirables d’une expression a long terme des VHHs anti-tau. En effet, le PHF6 n’est pas un
épitope spécifique de la protéine tau pathologique et est présent sur la protéine tau endogene. Nous

avons ainsi contrélé que les VHHs Z70 n’affectent pas le fonctionnement du cerveau.

Ce travail de these a permis de démontrer I'efficacité des VHHs Z70 dans la prévention des déficits
cognitifs ou de I'atrophie cérébrale et dans la réduction de I'hyperphosphorylation neuronale de la
protéine tau. L'innocuité de I'approche a été confirmée par de multiples indicateurs. Cette étude valide
ainsi la faisabilité de réduire directement la pathologie tau dans les cellules ou d’en limiter sa
propagation. La comparaison des approches de ciblage intraTau et extraTau a également permis une
meilleure compréhension mécanistique de leurs activités et présente un intérét général pour le

développement de biothérapies anti-tau.

Mots clés : Protéine tau, tauopathies, immunothérapie, VHH



ABSTRACT

Tauopathies are a group of heterogeneous neurodegenerative diseases characterized by intracellular
accumulation of aggregates of tau protein. In Alzheimer's disease, tau pathology progresses in a
stereotypical manner, known as Braak stages. Today, these stages are considered to be the steps of a
“prion-like” spread of neurodegeneration and point to a new potential target, tau protein in the
interstitial fluid (extraTau). In other tauopathies, such as progressive supranuclear palsy, this type of

spread seems less obvious, and targeting tau protein inside cells (intraTau) appears to be essential.

Therapeuticss targeting tau protein, particularly immunotherapies, have been developed, and
peripheral injection of anti-tau monoclonal antibodies is already in clinical trials. Unfortunately, these
antibodies do not penetrate the brain well, have difficulty attaining their target in the interstitial fluid
around cells, and do not reach intraneuronal proteins. In this context, antibody engineering represents
an alternative approach to targeting tau protein. VHHs are camelid antibody fragments with many
advantages, including the ability to be expressed within cells or secreted into the extracellular

compartment.

Our group developed VHH Z70 targeting a sequence of the tau protein known for its major role in
aggregate formation, the hexapeptide 306VQIVYKs1: named PHF6. This thesis project, performed in both
acute and chronic mouse models, allowed us to evaluate the ability of this VHH to reduce tau pathology
by acting directly in cells (intraZ70) or by targeting tau protein in the interstitial fluid (extraTau). This
study also raises the question of the adverse effects of long-term expression of anti-tau VHHSs. Indeed,
PHF6 is not a specific epitope of pathological tau protein and is present on endogenous tau protein.

We therefore checked that Z70 VHHs do not affect brain functions.

This thesis demonstrated the efficacy of Z70 VHHs in preventing cognitive deficits and brain atrophy
and in reducing neuronal hyperphosphorylation of tau protein. The safety of the approach was
confirmed by multiple indicators. This study therefore validates the feasibility of directly reducing tau
pathology in cells or limiting its spread. The comparison of intraTau and extraTau targeting approaches
also provided a better mechanistic understanding of their activities and is of general interest for the

development of anti-tau biotherapies.

Keywords : tau protein, tauopathies, immunotherapy, VHH
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INTRODUCTION



1. Physiologie de la protéine tau

La protéine tau a été découverte en 1975 associée aux microtubules dans le cerveau porcin
(Weingarten et al., 1975). Elle a ainsi été classée comme protéine associée aux microtubules (MAP
‘Microtubule Associated Protein’). Depuis, cette protéine a été fortement étudiée tant au niveau de sa

physiologie que de son rdle dans les maladies neurodégénératives.

1.1. Le géne MAPT et la protéine tau

La protéine tau est encodée par un unique gene nommé MAPT (Microtubule Associated Protein Tau)
situé sur le locus 17921 du chromosome 17 (Neve et al., 1986). Le transcrit du gene MAPT est constitué
de 16 exons et subit un épissage alternatif (Goedert et al., 1989; Himmler, 1989). Les exons 0 et 14 ne
sont pas traduits. Huit exons sont constitutifs (1, 4, 5, 7,9, 11, 12 et 13) et sont inclus dans toutes les
isoformes. L'inclusion de I'exon 4A engendre une protéine nommeée ‘bigtau’ de 110 kilo Daltons (kDa)
(Oblinger et al., 1991) retrouvée uniquement dans le systeme nerveux périphérique (Taleghany &
Oblinger, 1992) et dans la rétine (Boyne et al., 1995). Les isoformes de tau contenant I’exon 6 sont tres
minoritaires et principalement retrouvés dans le systeme nerveux périphérique (Wei & Andreadis,
1998). L’'exon 8 n’est traduit que chez les bovins (W. T. Chen et al., 1994). Le gene MAPT n’est pas
exprimé uniquement dans les tissus nerveux, la protéine tau est retrouvée également en périphérie

dans une grande variété de tissus (Gu et al., 1996; Sigala et al., 2014).

Dans le systeme nerveux central (SNC) humain, six isoformes sont présents selon I'épissage des exons
2, 3 et 10 (Figure 1). Dans la partie N-terminale de tau, |'épissage de I'exon 2 ou de I'exon 2 couplé
avec I'exon 3 va donner les formes ON, 1N ou 2N. Dans le domaine de liaison aux microtubules,
I’épissage de I'exon 10 donnera les formes 3R ou 4R (Goedert et al., 1989). Au stade feetal, seule
I'isoforme ON3R est présent (Couchie & Nunez, 1985). Dans le cerveau humain adulte, les six isoformes
sont représentés (Goedert et al., 1989) ; alors que le ratio des isoformes 3R et 4R est plut6t identique,
la quantité des isoformes ON, 1N ou 2N est distincte avec un préférentiel pour les formes 1N (Trabzuni

et al., 2012).



Exons N1

N2 R1 R2
marr 51 0 e HlH s HlH e — Il nH2)
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. 5 ;
2N4R N1 XNZ R1 . R3 R4 441 45,85 5%-15%
IN4R ml lRl -EIEI 412 42,97 20%-25%

ONAR | 1 [R2] R3 | ra baa 1001 8%13%
INGR N2 Rl R3| R4 4 410 42,60 3%-5%

IN3R | R1|R3|R4| 381 39,72 23%-30%
B . | R1[R3 Ra, 352 36,76 10%-20%

Figure 1: Isoformes de la protéine tau dans le SNC

Dans le SNC humain adulte, 6 isoformes de tau sont retrouvés. lls varient selon I'inclusion des exons 2
(N1) et 3 (N2) dans la partie N-terminale et de I'exon 10 (R2) dans les domaines de liagison aux
microtubules. Adapté de (Buchholz & Zempel, 2024; Parra Bravo et al., 2024)

En plus de I'épissage alternatif de I’ARN, de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) de
la protéine tau ont été décrites aboutissant a une grande hétérogénéité de molécules de protéine tau.
La phosphorylation, glycosylation, acétylation, méthylation, oxydation, nitration, ubiquitination, et
SUMOylation de la protéine tau vont réguler sa fonction et ses interactions avec ses partenaires (Guo

etal., 2017; J. Yang et al., 2023).

La protéine tau peut étre divisée en quatre domaines aux propriétés caractéristiques : un domaine N-
terminal, un domaine riche en proline, un domaine de liaison aux microtubules (MTBR pour

‘Microtubule Binding Repeat’) et un domaine C-terminal (Figure 2).

TAU m RL R2 R3 R4 ﬁ
2N4R

Domaine N-terminal Région riche en proline Domaine de liaison aux Domaine C-terminal
microtubules

Figure 2: Domaines de la protéine tau

La protéine est divisée en 4 domaines : la partie N-terminale contenant 0, 1 ou 2 exons, un domaine
riche en proline, un domaine de liaison aux microtubules contenant 3 ou 4 répétitions et un domaine C-
terminal avec une région R’.

La partie N-terminale ou domaine de projection contient des sites de fixation au cytosquelette, aux
vésicules intracellulaires et a la membrane plasmique (Brandt et al., 1995) et interagit avec plusieurs

protéines de cette derniere. Le domaine riche en proline interagit avec I'actine (He et al., 2009) ainsi
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gu’avec des protéines contenant un domaine SH3 (Reynolds et al., 2008). Le domaine de liaison aux
microtubules est composé de trois ou quatre séquences répétées et interagit fortement avec les
microtubules régulant leur polymérisation et leur stabilisation. Les isoformes 4R ont une affinité plus
forte pour la tubuline que les isoformes 3R. Le domaine C-terminal présente une séquence R’
identifiée comme une cinquieme région de liaison aux microtubules et augmentant fortement I'affinité

pour les microtubules (Gustke et al., 1994).

1.2.  Fonctions de la protéine tau

Dans le neurone mature, la protéine tau est principalement retrouvée dans le compartiment axonal
(Binder et al., 1985). Le segment d’initiation de I'axone forme une barriere de diffusion qui permet la
rétention de la protéine tau dans la partie distale de I'axone (X. Li et al., 2011; Zempel et al., 2017). La
protéine tau a d’abord été décrite pour son role sur les microtubules (Weingarten et al., 1975), elle va
réguler leur polymérisation ainsi que leur stabilisation (Figure 3) (Trinczek et al., 1995). Elle est
également impliquée dans le transport axonal antérograde et rétrograde et le trafic des organites (Dixit
et al., 2008; Seitz et al., 2002), ainsi que dans la formation et I'élongation de I'axone (Knops et al.,

1991).

La protéine tau est retrouvée en plus faible quantité au niveau de la membrane plasmique (Brandt et
al., 1995; Pooler et al., 2012) et du compartiment somato-dendritique (Tashiro et al., 1997) au niveau
duquel son interaction avec Fyn va avoir un role dans la myélinisation (Klein et al., 2002; Sotiropoulos
et al., 2014). Dans la synapse, la protéine tau a été retrouvée dans les compartiments pré- et post-
synaptiques (Figure 3) (Tai et al., 2012). L'interaction entre la protéine tau et Fyn au niveau de la
synapse joue également un r6le dans la modulation des récepteurs au glutamate N-méthyl-D-
aspartate (NMDA) et a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate (AMPA) (Hoover et al., 2010;
Mondragén-Rodriguez et al., 2012). L’étude de souris Knock-Out pour le gene MAPT (KO-Tau) a permis
de mettre en évidence son role dans la plasticité synaptique (T. Ahmed et al., 2014; Kimura et al.,

2014). Elle est aussi impliquée dans la dynamique de I'actine (Elie et al., 2015; Fulga et al., 2007).

D’autres organites contiennent une faible quantité de la protéine tau : les mitochondries (Jung et al.,
1993; Tracy et al.,, 2022); dans lesquelles la protéine tau interagit avec plusieurs protéines
mitochondriales mais dont la fonction physiologique est a ce jour inconnue ; et le noyau (Brady et al.,
1995; Greenwood & Johnson, 1995; Loomis et al., 1990), dans lequel tau est impliquée dans la

protection de 'ADN (Rico et al., 2022; Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014), la stabilisation de la
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chromatine (Mansuroglu et al., 2016; Rico et al., 2021) et la régulation de la transcription (Benhelli-

Mokrani et al., 2018; Chauderlier et al., 2018).

Dendritic TAU Healthy brain

Dendrite and spine maturation,
synaptic activity, MT dynamics

- - Nuclear TAU Synaptic TAU
~ DNA/RNA protection, rDNA Synapse formation, axonal outgrowth,
) transcription, heterochromatin growth cone dynamics, synaptic

stabilization transmission

]
Axonal TAU
MT dynamics,
Cytoplasmic TAU axonal transport
RNA protection,
translation

Stable MT

Figure 3: Localisations et fonctions physiologiques de la protéine tau

La protéine tau assure de nombreuses fonctions physiologiques dans différents compartiments
cellulaires. Elle est présente au niveau de I'axone, du cytoplasme, du noyau, des dendrites et des
synapses. Adapté de (Buchholz & Zempel, 2024).

La protéine tau est également présente dans le compartiment extracellulaire. En effet, elle est sécrétée
physiologiquement et cette sécrétion est régulée par I'activité neuronale (Karch et al., 2012; Katsinelos
et al., 2018; Pooler et al., 2013; Sayas et al., 2019; Yamada et al., 2011, 2014). Une étude a mesuré a
0,3% la quantité de protéine tau libérée par les neurones dans le milieu extracellulaire (Chai et al.,
2012). La protéine tau ne contenant pas de peptide signal, sa libération dans le milieu extracellulaire
est médiée par un mécanisme non-conventionnel comme les vésicules extracellulaires (Dujardin et al.,
2014; Simdn et al., 2012). Néanmoins, la majeure partie de la protéine tau est sécrétée sous forme
libre (Kanmert et al., 2015; Y. Wang et al., 2017) par sa translocation a travers la membrane plasmique.
Les composants de cette voie de sécrétion non-conventionnelle sont le phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate (PIP,) qui permet la liaison de la protéine tau a la membrane plasmique ainsi que les
héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) qui facilitent son export a travers la membrane (Katsinelos
et al., 2018; Merezhko et al., 2018). Différentes études montrent également I'implication de protéines
chaperonnes (Fontaine et al., 2016) et de petites protéines G comme Rab7A (Mohamed et al., 2017,
Rodriguez et al., 2017) ainsi qu’une participation de la voie de sécrétion régulée par I'autophagie (Kang

et al.,, 2019).



2. Les Tauopathies

Les tauopathies sont un ensemble de maladies neurodégénératives hétérogénes ayant pour
caractéristiqgue commune la présence d’agrégats de la protéine tau au niveau cérébral. La tauopathie
la plus répandue est la maladie d’Alzheimer (MA), qui touche environ 1 million de personnes en France.
Alois Alzheimer est le premier en 1906 a décrire les symptomes cliniques de sa patiente atteinte de
démence et a observer la présence de lésions intra-neuronales faites d’enchevétrements fibrillaires
dans le cortex (Alzheimer et al., 1995). Beaucoup plus tard, la microscopie électronique a permis de
visualiser ces fibres composées de filaments appariés en hélices paralleles nommés PHF pour ‘Paired
Helical Filaments’ (Kidd, 1963; Terry, 1963). Par la suite, le composant principal de ces Iésions sera

identifié, il s’agit de la protéine tau (Brion et al., 1985; Grundke-Igbal et al., 1986; Wood et al., 1986).

2.1.  La protéine tau pathologique

En conditions pathologiques, les MPT de la protéine tau sont fortement modifiées, parmi lesquelles
I"augmentation de la phosphorylation, qui est la référence dans les tauopathies. Plusieurs sites de
phosphorylations physiologiques sont retrouvés hyperphosphorylés en conditions pathologiques et de
nouveaux sites de phosphorylation apparaissent (Zheng-Fischhofer et al., 1998). Dans la MA, cette
hyperphosphorylation est observée dés le début de la pathologie et avant I'agrégation de la protéine
tau (Buee et al., 2000; Képke et al., 1993; Ksiezak-Reding et al., 1992) et est décrite comme une étape
cruciale dans la formation des filaments de protéines tau (Braak et al., 1994). Une fois
hyperphosphorylée, la protéine tau va se détacher des microtubules, s"accumuler dans les corps
cellulaires des neurones et former des pré-enchevétrements. Bien que la structure des monomeres de
protéine tau soit désordonnée, un changement de conformation semble étre impliqué dans l'initiation
de formation d’oligoméres qui vont former a leur tour des filaments: les PHFs. L'agrégation
intraneuronale de protéine tau entraine la dégénérescence neurofibrillaire (DNF). La séquestration de
la protéine tau dans les PHFs entraine une détérioration des fonctions physiologiques de celle-ci : perte
de dynamique du cytosquelette, du transport axonal, dysfonctionnement des synapses, des
mitochondries (DuBoff et al., 2012; Manczak & Reddy, 2012) et des lysosomes (Kim et al., 2023) (Figure
4). La protéine tau pathologique gagne également des fonctions toxiques parmi lesquelles: la

dérégulation de I'endocytose (Ando et al., 2021) et de I'autophagie (Dhapola et al., 2025), I'apparition



de gliose et de neuroinflammation (Abadin et al., 2024; Jin et al., 2021) ainsi qu’une altération des

fonctions nucléaires (Anton-Fernandez et al., 2023).

AD brain

Dendritic TAU T
Synaptic dysfunction, changed MT
dynamics, spine loss, TAU accumulation
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Figure 4: La protéine tau en conditions pathologiques

Dans les tauopathies, la localisation de la protéine tau est modifiée, une perte des fonctions
physiologiques et un gain de fonctions toxiques sont observés. La protéine subit une
hyperphosphorylation et une agrégation conduisant a la formation d’oligomeres, puis de PHFs et enfin,
d’enchevétrements neurofibrillaires. Adapté de (Buchholz & Zempel, 2024).

Outre la phosphorylation, d’autres MPT de la protéine tau sont impliquées dans la pathologie.
L'acétylation de la protéine tau augmente significativement dans le cerveau de patients atteints de
tauopathies (Shin et al.,, 2021; Tracy et al.,, 2016). Les modifications de I'acétylation modifie la
localisation de la protéine (Sohn et al., 2016) ainsi que sa dégradation et entraine une augmentation
de son agrégation (Caballero et al., 2021; Min et al., 2010). Des variations de la méthylation,
glycosylation, ubiquitinylation et SUMOylation sont également observées en conditions pathologiques
(Thomas et al., 2012; J. Yang et al., 2023). La troncation de la protéine tau par des protéases, comme
les caspases, conduit a une altération importante de sa structure et de ses fonctions. Sa protéolyse

ameéne a une multitude de fragments tronqués de la partie N-terminale ou de la partie C-terminale ou



des deux. Selon le site de troncation, une perte de fonction ou un gain de fonction toxique peut
apparaitre (Rizzi & Grinberg, 2024). Dans le liquide interstitiel issu de cerveau de modéles murins de
tauopathies, la protéine tau est retrouvée sous forme tronquée et sa quantité diminue avec I'avancée
de la pathologie (Barini et al., 2022). Certains fragments sont uniquement retrouvés dans le liquide
cérébrospinal (LCS) de patients atteint de MA ouvrant une piste diagnostique (Amadoro et al., 2014;

Barthélemy, Gabelle, et al., 2016).

2.2.  Classification des tauopathies

L'ensemble des pathologies neurodégénératives présentant des agrégats de protéine tau sont
rassemblées sous le terme de tauopathies (Spillantini, Goedert, et al., 1997). Les tauopathies primaires,
ne contenant que des lésions de la protéine tau, se distinguent des tauopathies secondaires, incluant

d’autres lésions anatomopathologiques concomitantes aux agrégats de tau (Figure 5).

TAUOPATHIES PRIMAIRES

Paralysie supranucléaire progressive (PSP)
Démence a grains argyrophiles (DGA)
Dégénérescence cortico-basale (DCB)
Maladie de Pick

Tauopathie primaire liée a I’age (TPLA)
Astrogliopathie liée a I'age (AGLA)

Tauopathie Gliale Globulaire (TGG)

Démences fronto-temporales avec syndrome parkinsonien
liées au chromosome 17 (FTDP-17)

Maladie du hochement de téte

Syndrome parkinsonien atypique de Guadeloupe
Syndrome Parkinsonien post-encéphalitique

Tauopathie vacuolaire

TAUOPATHIES SECONDAIRES

Maladie d’Alzheimer (MA)

Encéphalopathie traumatique chronique (ETC)
Tauopathie anti-IgLONS5

Syndrome de Down

Démence a corps de Lewy

Maladie de Parkinson

Syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)
Maladie de Niemann-Pick de type C (NPC)
Syndrome de Guam

Dystrophie myotonique (DM)

Maladie de Huntington

Figure 5: Liste non-exhaustive des tauopathies

On distingue les tauopathies primaires, avec lésions tau uniquement, des tauopathies secondaires,
présentant plusieurs lésions anatomopathologiques, par exemple : dépéts de peptides A8 dans la MA
et la ETC, agrégats d’a-synucléine dans la démence a corps de Lewy et la maladie de Parkinson, dépots
de protéine prion dans le GSS, accumulation tissulaire (lysosomale) de cholestérol non estérifié et de
divers sphingolipides dans la NPC., agrégats de huntingtine dans la maladie de Huntington.

L’étiologie de ces pathologies est le plus souvent sporadique mais certaines tauopathies peuvent avoir
des origines génétiques. Des mutations dans le gene MAPT sont associées aux démences fronto-
temporales avec syndrome parkinsonien liées au chromosome 17 (FTDP-17) (Hutton et al., 1998;
Poorkaj et al., 1998) ou aux cas de maladies de Pick familiale (Tacik et al., 2015). D’autres tauopathies

ont une étiologie génétique sans mutation de MAPT ; par exemple des mutations dans les génes de



I’APP (protéine précurseuse de 'amyloide) ou des présénilines entrainent des formes familiales de MA
(Price & Sisodia, 1998), une mutation du géne de VCP (protéine contenant de la vasoline) entrainent
une tauopathie vacuolaire. D’autres tauopathies peuvent étre causées par des facteurs
environnementaux, comme le syndrome parkinsonien atypique de Guadeloupe (Lannuzel et al., 2008).
Enfin, I'encéphalopathie traumatique chronique est imputée a des traumatismes craniens a répétition,
chez certains sportifs par exemple (Katsumoto et al., 2019). Néanmoins, la plupart des tauopathies ont

une origine non identifiée.

Quelle qu’en soit la cause, les tauopathies sont une famille de maladies neurodégénératives complexes

et hétérogenes a plusieurs niveaux.

2.2.1. Hétérogénéité clinique

Depuis plusieurs décennies, il est établi que le degré de démence est corrélé avec la quantité de DNF
(Duyckaerts et al., 1997; Nelson et al., 2007; Tomlinson et al., 1970). Les symptomes cliniques des
patients indiquent quelles régions du systéeme nerveux sont affectées (Arriagada et al., 1992;
Franzmeier et al., 2022). Cependant, cette concordance n’est pas parfaite et la plupart des diagnostics
de tauopathies ne peuvent étre effectués que par autopsie. De plus, la diversité et I'hétérogénéité des

symptomes ainsi que leur évolution au cours du temps complexifient un diagnostic précis (Figure 6).
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(Figure de la page précédente)
Figure 6: Corrélation entre les symptomes cliniques et les maladies neurodégénératives

Les pathologies diagnostiquées sont représentées a gauche: PSP: paralysie supranucléaire
progressive; CBD : démence cortico-basale ; PiD : maladie de Pick ; GGT : tauopathie gliale globulaire ;
AGD : démence a grains argyrophiles ; tauopathies liée a I’dge ; LBD : maladie a corps de Lewy ; MSA :
atrophie multisystématisée ; AD : maladie d’Alzheimer ; TDP : maladie de la protéine de liaison a '’ADN
a réponse transactive. A droite sont représentés les syndromes cliniques: CBS: syndrome
corticobasal ; nfaPPA : aphasie primaire progressive non fluente ; PAGF : akinésie progressive et gel de
la marche; LOCA : ataxie cérébelleuse d’apparition tardive ; IvPPA : aphasie primaire progressive
logopénique ; PCA : atrophie corticale postérieure ; svPPA : aphasie primaire progressive sémentique ;
MND : maladie du neurone moteur; FTD-MND : démence fronto-temporal avec maladie du neurone
moteur. L’épaisseur du trait représente le degré de contribution d’un phénotype clinique dans la
pathologie. (Olfati et al., 2022) .

2.2.2. Hétérogénéité lésionnelle et cellulaire

Une autre maniére de différencier les tauopathies est le type cellulaire affecté et la distribution des
fibres de protéine tau pathologique. Selon la localisation des agrégats, des tauopathies a lésions
neuronales (maladie de Pick), a Iésions mixtes neuronales et gliales (MA, PSP, DCB, DGA, ETC) ou a

lésions gliales uniquement (TGG, AGLA) peuvent étre distinguées.

Les lésions de protéine tau neuronale peuvent étre des enchevétrements ou pré-enchevétrements,
des plagques neuritiques ou des inclusions / grains cytoplasmiques comme dans la DGA et la maladie
de Pick. Dans plusieurs tauopathies, les agrégats de protéine tau sont retrouvés les cellules gliales. Des
touffes astrocytaires sont observées dans la PSP ainsi que des plaques astrocytaires dans la DCB
(Komori, 1999; Nishimura et al., 1992). Les oligodendrocytes quant a eux peuvent présenter des corps
bobinés ou des inclusions globulaires qui sont retrouvés dans une majorité de tauopathies comme la
PSP, la DCB, la DGA, la TGG, la maladie de Pick et la FTDP-17. Ces lésions sont néanmoins absentes
dans la MA (Figure 7) (Kahlson & Colodner, 2016; Majumder & Dutta, 2024).

(Figure de la page suivante)
Figure 7: Caractérisation immunohistochimique de lésions tau

Des coupes de cerveaux de patients atteints de différentes tauopathies ont été analysées par un
marquage immunohistochimique avec un anticorps dirigés contre la protéine tau ainsi qu’une contre-
coloration au crésyl violet afin de caractériser les différentes lésions. En orange : les caractéristiques
des Iésions, en bleu : leur localisation et en vert la tauopathie du patient (Creekmore et al., 2024)
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2.2.3. Hétérogénéité régionale et d’évolution spatio-temporelle

Dans la MA, la pathologie tau apparait initialement dans des régions cérébrales tres circonscrites, soit
la formation hippocampique, et progresse ensuite dans tout le cerveau selon un schéma stéréotypé
caractéristique. Cette progression hiérarchique entre les régions a posé les bases d’un systéme de
‘stades’ de la MA décrit par Braak et Braak (Braak & Braak, 1991). Ce systéme donne la topographie de
I’évolution spatio-temporelle de la DNF dans la MA en 6 stades. La pathologie tau progresse des régions
transentorhinales a I'hippocampe (stades | et Il), puis au néocortex temporal, frontal et pariétal (stades
Il et IV) pour finir dans les aires unimodales et sensorimotrices du néocortex (stades V et VI) (Figure

8a). Cependant, depuis cette description se limitant au cortex cérébral, d’autres zones subcorticales
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encore plus précoces ont été découvertes, comme le loecus coeruleus et le noyau basal de Meynert

(Braak & Del Tredici, 2011; Mesulam et al., 2004).
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Figure 8: Evolution spatio-temporelle de la pathologie tau dans différentes tauopathies

(a) Les stades de Braak décrivent la distribution et I’évolution de la MA. (b) Description de I’évolution
de la PSP. (c) Description de I’évolution de la maladie de Pick. (d) Description de I'évolution de la DGA.
Adapté de (Colin et al., 2020)

Dans la PSP, la distribution des lésions de tau ne suit pas la méme topographie. Aux stades 0 et |, on
retrouve la pathologie dans le complexe pallido-luyso-nigral et du cortex prémoteur. Les noyaux du
pont, dentelé et gris centraux présentent une pathologie modérée aux stades Il et Ill. Cette atteinte
devient sévere aux stades IV et V et integre les lobes frontaux et pariétaux. Les stades VI et VII
représentent 'augmentation de la sévérité dans toutes ces zones. Aux stades supérieurs a VII, une
atteinte des zones néocorticales et du cervelet apparait (Figure 8b) (Brendel et al., 2018; Cope et al.,
2018; Verny et al., 1996; Williams et al., 2007). Dans la DGA, une autre évolution spatio-temporelle est
observée. Elle débute dans le gyrus parahippocampique, I"hippocampe et I'amygdale (stade I). Puis
atteint le subiculum, les cortex entorhinal et transentorhinal (stade Il), pour finalement toucher le
gyrus angulaire, le noyau accumbens, l'insula et I’hypothalamus (stade Ill) (Figure 8c) (Y. Saito et al.,
2004). La maladie de Pick présente encore une autre distribution de la pathologie, le stade | concerne
les régions limbiques les régions néocorticales frontotemporales et le gyrus angulaire. Au stade I, les
noyaux et la substance blanche du tronc cérébral sont touchés. La pathologie progresse au cortex

moteur au stade Il et au cortex visuel et au cervelet au stade IV (Figure 8d) (Irwin et al., 2016).
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2.2.4. Hétérogénéité biochimique

Une classification des tauopathies a été établie sur la base des isoformes de protéine tau contenus
dans les agrégats. Des tauopathies dans lesquelles les lésions sont majoritairement constituées
d’inclusions de protéine tau avec trois domaines de liaisons aux microtubules (ON3R, 1N3R, 2N3R)
comme la maladie de Pick et certaines FTDP-17 peuvent étre distinguées des tauopathies dans
lesquelles les lésions sont majoritairement constituées d’inclusions avec quatre domaines de liaison
aux microtubules (ON4R, 1N4R, 2N4R) comme la PSP, la DGA, la DCB et d’autres formes de FTDP-17.
Dans d’autres tauopathies, parmi lesquelles la MA, les six isoformes de la protéine tau sont retrouvés
dans les lésions et un mélange de protéine tau avec trois ou quatre domaines de liaison aux
microtubules constitue les fibres. Cependant ce ratio n’est pas équimolaire, contrairement au ration
3R/4R retrouvé dans un cerveau sain (Buchholz & Zempel, 2024; Buée & Delacourte, 1999; Delacourte

et al., 1999; Sergeant et al., 2008).

Les isoformes 4R ayant une meilleure capacité de stabilisation des microtubules que les formes 3R, le
ratio 3R/4R est important pour un fonctionnement normal de la protéine tau. Dans certains cas de
forme familiale de tauopathies, une altération de I'épissage de I’exon 10 modifie ce ratio en faveur des
isoformes 4R qui peut étre une cause de la pathologie (Boyarko & Hook, 2021; Miyamoto et al., 2001).
Les isoformes peuvent également influencer le type d’agrégats : alors que les isoformes 3R de tau
s’assemblent en PHFs torsadés, les isoformes 4R s’assemblent en filaments droits (Goedert et al.,

1996).

2.2.5. Hétérogénéité des agrégats

Depuis plusieurs décennies le noyau des PHFs a été identifi€¢ comme le domaine de liaison aux
microtubules (Goedert et al., 1988; Wille et al., 1992; Wischik et al., 1988). Plus précisément deux
hexapeptides présents dans cette région ont été identifiés comme importants dans I'agrégation de la
protéine tau : le PHF6 306VQIVYKs1; situé au début du troisieme domaine de répétition, donc présent
sur tous les isoformes et le PHF6* 175VQIINK;s0 localisé au début du deuxiéme domaine de répétition
et présent uniquement dans les isoformes 4R (Ganguly et al., 2015; Macdonald et al., 2019; von Bergen

etal., 2000, 2001).

Les avancées en cryomicroscopie électronique (cryo-EM) ont permis de caractériser plus en détail la
structure des fibres de protéine tau et ont mis en évidence une hétérogénéité, chaque tauopathie
ayant une structure spécifique (Shi et al., 2021). Les domaines de liaison aux microtubules semblent

étre différentiellement impliqués dans la formation des fibres (Figure 9). Dans la MA et la TPLA, le
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noyau des fibres est composé des résidus V306 a F378, c’est-a-dire les domaines R3 et R4 ainsi que la
partie C-terminale (Falcon, Zhang, Schweighauser, et al., 2018). Dans I'ETC, bien que les mémes régions
soient impliquées, une structure différente est observée avec la formation d’une cavité hydrophobique
(Falcon et al., 2019). Dans la maladie de Pick, I'implication du R1 est mise en évidence (Falcon, Zhang,
Murzin, et al., 2018). Dans les tauopathies constituées uniquement de fibres 4R, des structures a trois
ou quatre couches peuvent étre distinguées. Elles sont composées des résidus des trois derniers
domaines de liaison aux microtubules et de la partie C-terminale de la protéine tau (W. Zhang et al.,

2020). Néanmoins, I’'hexapeptide PHF6 est présent dans toutes les structures observées.

Tauopathies
I X = PHF6
@ 2 ¥ % = PHF6*
@ %
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Figure 9: Classification des tauopathies selon la structure des fibres de protéine tau

Représentation des structures de fibres de protéine tau observées par cryo-EM et caractéristiques des
différentes tauopathies. Les domaines de liaison aux microtubules sont représentés en violet pour le
R1, en bleu pour le R2, en vert pour le R3, en jaune pour le R4. Le domaine C-terminal est en rouge. La
croix représente la position de I’hexapeptide PHF6 et I’étoile celle du PHF6*. Adapté de (Shi et al., 2021)
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3. L"hypothese prion like

Les capacités d’agrégation de la protéine tau, sa présence dans les fluides biologiques ainsi que la
propagation stéréotypée par des régions anatomiquement connectées ont orienté vers un
guestionnement d’'un comportement de la protéine tau semblable a la protéine prion aussi nommé

‘hypothése prion-like’. Ce phénomene est décrit par deux phases : la nucléation et la propagation.

3.1.  Nucléation de la protéine tau

Les tauopathies mais également d’autres maladies neurodégénératives sont caractérisées par la
présence et I'accumulation de protéines mal conformées. Les |ésions observées dans la MA présentent
des plaques extracellulaires composées de peptides amyloides (AB) agrégés concomitamment aux
agrégats de protéines tau. Certaines démences fronto-temporales présentent des accumulations de la
protéine TAR DNA binding protein-43 (TDP-43) (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Des agrégats
d’alpha-synucléine sont le composant principal des corps de Lewy retrouvés dans la maladie de
Parkinson, la démence a corps de Lewy et |'atrophie multi-systématisée (Spillantini, Schmidt, et al.,
1997). La maladie de Huntington est caractérisée par une accumulation intraneuronale de protéine
huntingtine anormale (Trottier et al., 1995). Le changement de structure de ces protéines vers une

conformation pathologique est une étape cruciale dans toutes ces maladies neurodégénératives.

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles sont un autre groupe de maladies
neurodégénératives présentant cette caractéristique. Chez I'humain, cette famille de pathologies
inclue la maladie de Creutzfeldt-Jakob, le Kuru, le GSS et I'insomnie fatale familiale (Prusiner et al.,
1998). Dans ces pathologies, la protéine prion soluble cellulaire (PrP€) va adopter une conformation
pathologique dite tremblante ou ‘scrapie’ (PrP*) (Prusiner, 1982). Cette forme est transmissible, la
PrP*¢ va se comporter comme un agent de nucléation en recrutant la PrP¢ endogéne. Ainsi les
oligomeéres formés vont s’élonger pour former des protofibrilles, puis des agrégats sous forme de fibres
(Figure 10). Cette transmissibilité est également associée a la notion de souche ; une diversité des
conformations des fibres est observée entre les individus et lors de la conversion la conformation est

conservée (lgel et al., 2023).
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Figure 10: Protéines prions et mécanisme de nucléation

(a) Structure de la PrP° déterminée par résonnance magnétique nucléaire (RMN). La protéine PrP*
endogéne est localisée a la membrane plasmique. (b) La forme PrP*¢ forme des agrégats en forme de
fibres (barre d’échelle = 1000 A). (c) Schéma du modéle de conversion et de nucléation. La formation
de PrP*c peut étre initiée par une mutation dans le géne PRNP qui code la PRP¢, une conversion
spontanée de PrP° endogéne ou une infection par une PrPsc exogéne. La PrP* initiale subit une
nucléation qui peut recruter et convertir des PrP° supplémentaires et entraine la formation de
protofibrilles puis d’agrégats fibrillaires. Adapté de (Ghaemmaghami et al., 2014; Marrero-Winkens et
al., 2020)

De la méme maniere, la protéine tau pathologique est un agent de nucléation pouvant induire un
changement de conformation. Les oligomeéres de protéine tau sont capables de convertir la protéine
tau soluble pour former de nouvelles fibres (B. B. Holmes et al., 2014; Mirbaha et al., 2015, 2018).
Plusieurs études in vivo et in vitro suggérent un polymorphisme de configuration selon I'origine des
PHFs. On retrouve également la notion de souche avec la protéine tau. Dans des modeles murins,
I'injection intra-cérébrale de fibres de différentes tauopathies engendre des phénotypes d’agrégation
différents relatifs a I'origine des fibres injectées (Clavaguera et al.,, 2013; Dujardin et al., 2018;

Narasimhan et al., 2017; Sanders et al., 2014).
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3.2.  Propagation de la protéine tau pathologique

La deuxiéme caractéristique de I'"hypothese prion-like est la propagation. De la méme maniere que
pour le prion, les protéines pro-nucléantes peuvent étre libérées et, aprés recapture dans la cellule
receveuse, recruter la protéine endogéne pour lui transmettre sa mauvaise conformation. Dans la MA,
les derniéres études en imagerie par résonnance magnétique (IRM) ou en tomographie par émission
de positrons (TEP) ont permis de valider la propagation de la protéine tau entre des régions cérébrales
connectées anatomiquement (connectivité structurelle) ou ayant une forte interaction (connectivité
fonctionnelle) (Franzmeier et al., 2022; Schoonhoven et al., 2023), complétant ainsi la description des
stades de Braak. Egalement, les avancées dans la sensibilité de détection des biomarqueurs mis en
évidence une hausse de la présence de la protéine tau dans le LCS de patients atteints de MA mais
aussi sous forme phosphorylée dans le plasma (Meredith Jr. et al., 2013; Teunissen et al., 2025; Toledo
et al., 2013), suggérant une augmentation de la quantité de protéine tau extracellulaire. A ce jour
seules trois études ont analysé la protéine tau dans le fluide cérébral de patients atteints de MA. Ces
travaux ont mis en évidence la présence de protéine tau sous forme libre ou sous forme vésiculaire
capable de nucléation (Leroux et al., 2022; Ruan et al., 2021) et contenant entre autre le domaine PHF6
(Fowler et al., 2025). Dans les autres tauopathies, la quantité de protéine tau dans les fluides
extracellulaires ne varie pas par rapport aux sujets sains (Barthélemy, Gabelle, et al., 2016) suggérant
que le mécanisme de propagation n’est pas nécessairement commun a toutes les tauopathies

présentant une évolution spatio-temporelle (Figure 8).

Le transfert de la protéine tau soluble, oligomérique ou agrégée par les neurones peut s’effectuer par
des vésicules extracellulaires (Baker et al., 2016; Polanco et al., 2016) ou via des nanotubes (Abounit
et al.,, 2016; Tardivel et al., 2016). La protéine tau est également transférée sous forme libre. Ce
mécanisme n’est pas encore complétement élucidé mais impliquerait I'endocytose et la
micropinocytose via notamment le récepteur LRP-1 (Low-density lipoprotein receptor-related protein
1) (Rauch et al., 2020) et les HSPGs (B. B. Holmes et al., 2013; Marvian et al., 2024; Rauch et al., 2018;
Stopschinski et al., 2018).
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4. Les stratégies thérapeutiques

L'Organisation Mondiale pour le Santé estime a 55 millions le nombre de personnes atteintes de MA
ou de maladies apparentées dans le monde. Aucune thérapeutique actuelle ne permet de soigner ces
pathologies. Les premiers essais dans le traitement des Iésions de la MA avaient pour cible le peptide
AB. Mais le succes limité de ces thérapies anti-AB a recentré les recherches sur la protéine tau. Cette
derniere est une cible communes aux tauopathies et a une meilleure corrélation avec les symptémes
cliniques et I'évaluation de la pathologie (Duyckaerts et al., 1997; Franzmeier et al., 2022; Nelson et
al., 2007). Les thérapies peuvent cibler I'expression, les modifications post-traductionnelles,
I'agrégation ou la clairance de la protéine tau (Figure 11). Plusieurs stratégies ont été testées en

recherche clinique.
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Figure 11: Stratégies thérapeutiques ciblant la protéine tau

Différentes approches thérapeutiques contre la protéine tau en développement pré-clinique ou clinique
pour le traitement des tauopathies. Les thérapies peuvent réduire I'expression de la protéine tau. La
protéine tau pathologique présente de nombreuses MPT (hyperphosphorylation, acétylation,
glycosylation et troncation) dont I'inhibition est une des stratégies thérapeutiques. Certaines molécules
vont viser a inhiber son agrégation. La clairance de la protéine tau pathologique peut également étre
augmentée grdce a des modulateurs d’autophagie ou du protéasome. Les stabilisateurs de microtubule
peuvent compenser la perte de fonction dans la dynamique microtubulaire. L’immunothérapie active
ou passive peut cibler la protéine tau et promouvoir sa dégradation et sa clairance. Ac, groupement
acétyl; Gly, groupement glycosyl; OGA, O-GIcNAcase; P, phosphate (Congdon et al., 2023)
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4.1. Modification de I'expression de tau

Parmi les développements de thérapie contre les tauopathies, les oligonucléotides antisens (OAS)
semble prometteurs. Les OAS sont des séquences d’ADN simple brin d’une vingtaine de nucléotides
qui peuvent se lier spécifiquement a une séquence d’ARN complémentaire et entrainent sa
dégradation ou empéchent sa traduction en protéine. Ce processus, basé sur le principe de la
régulation physiologique des ARN messagers (ARNm) permet de réduire I'expression d’un gene cible
(Schoch & Miller, 2017). Dans le contexte des tauopathies, les OAS anti-tau ciblent FARNm issu du géne
MAPT humain pour réduire I’expression de tau et ont été validés dans les modéles pré-cliniques (DeVos
et al., 2017; Sud et al., 2014; Vemula et al., 2023). L'OAS anti-tau BIIBO80 développé par IONIS cible
I'intron 9 du pré-ARNm du gene MAPT et a été testé dans une étude clinique de phase Ib par
administration intrathécale (NCT03186989) chez des patients atteints d’'une MA. Une réduction de 30
a 50% de la quantité de la protéine tau totale et phosphorylée a été observée dans le LCS avec des
événements indésirables légers a modérés (Mummery et al., 2023). Les patients ayant recu la plus
forte dose présentaient aussi une réduction de la protéine tau cérébrale détectée par TEP-scan
(Edwards et al., 2023). BIIBO80 est actuellement en étude de phase Il chez des patients atteints de MA
(NCT05399888). Novartis a également développé un OAS anti-tau, le NIO752, qui est actuellement en
phase | chez des patients atteints de PSP (NCT04539041) ou de MA (NCT05469360).

En parallele, la compagnie Lilly teste le LY3954068, un petit ARN interférent (siRNA pour small
interferent RNA) ciblant 'ARNm de la protéine tau. Les siRNA sont des molécules d’ARN double brin
d’environ 20 a 25 nucléotides. Ils se lient a la séquence complémentaire de 'ARNm, bloquent sa
traduction ou induisent sa dégradation. L’administration par voie intrathécale du LY3954068 est
actuellement en étude de phase | chez des patients atteints de MA (NCT06297590). Une seule étude
pré-clinique est publiée sur cette stratégie et ne montrent pas de signes de neurotoxicité ou de

neuroinflammation chez la souris (Xu et al., 2014).

4.2. Ciblage des modifications post-traductionnelles

Au cours de la pathologie, les MPT de la protéine tau sont modifiées avec par exemple : une
augmentation de la phosphorylation, de I'acétylation, de la troncation et des modifications de la
glycosylation. Différents axes de recherche visant a réduire ces MPT en modulant les enzymes

impliquées dans ces processus ont atteint le stade des essais cliniques.
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- Activation des phosphatases

Le sélénate de sodium active la phosphatase PP2A et réduit la phosphorylation et I'agrégation de tau
dans des modeles animaux (T. Ahmed et al., 2014; Corcoran et al., 2010; van Eersel et al., 2010) mais
seul un faible bénéfice en IRM de diffusion a été observé dans les essais cliniques sur des patients
atteints de MA (Malpas et al., 2016) ou de FTDP (Vivash et al., 2022). Le composé étant bien toléré par
voie orale, il est actuellement en essai clinique de phase Il pour des patients atteints de FTDP

(ACTRN12620000236998) ou de PSP (ACTRN12620001254987).

- Inhibition des kinases

Le chlorure de lithium, déja prescrit pour traiter les troubles bipolaires est également décrit comme
inhibiteur de la glycogen synthase kinase 3  (GSK3pB), une enzyme phosphorylant la protéine tau (Z.-
Q. Fu et al., 2010). Malheureusement, les récents résultats de la phase Il sur les patients atteints de
FTDP ont relevé plusieurs effets indésirables sérieux (NCT02862210). Le tideglusib est une autre
molécule inhibant la GSK3B. En essai de phase I, elle s’est montrée inoffensive mais sans bénéfice

clinique (Lovestone et al., 2015).
- Inhibiteurs de déglycosylation

La O-GlcNAcylation, soit I'intégration d’un O-linked B-N-acetylglucosamine sur les résidus sérine et
thréonine, a un effet protecteur contre la formation de PHF (Hastings et al., 2017; F. Liu et al., 2004;
Permanne et al., 2022). Une stratégie thérapeutique consiste a inhiber I'enzyme O-GlcNase pour
réduire la déglycosylation de la protéine tau. Apres des résultats pré-cliniques encourageants (X. Wang
et al.,, 2020), plusieurs molécules sont en cours de tests cliniques par voie orale: la LY3372689

(NCT05063539) et ASN51 (NCT06677203) dans la MA.
- Inhibiteurs d’acétylation

L'acétylation anormale de certains résidus de lysine entrave la clairance physiologique de la protéine
tau et son homéostasie. Le salsalate, une petite molécule anti-inflammatoire, réduit I’acétylation de la
lysine 174, diminue les agrégats de protéine tau et restaure les déficits mnésiques dans les modeles
pré-cliniques (Min et al., 2015). Le salsalate n’a pas montré de bénéfice dans une étude clinique dans
la PSP (NCT02422485) et est en cours d’étude clinique de phase lb depuis 2018 dans la MA
(NCT03277573).
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- Inhibiteurs des caspases

La troncation de la protéine tau en C-terminal apparait assez t6t dans la MA (Guillozet-Bongaarts et
al., 2005) et les fragments générés par la caspase-3 ont tendance a s’agréger et avoir des propriétés
toxiques (Cotman et al., 2005; Means et al., 2016; Tapia-Monsalves et al., 2023). Plusieurs molécules
comme la cyclophiline D (Olesen et al., 2025) et la minocycline (Noble et al., 2009) ont donné des
résultats satisfaisants sur la réduction des espéeces tronquées et sur I'évolution de la pathologies dans
des modeles. La minocycline a de ce fait été testée en essais cliniques mais n’a pas donné de résultats

encourageants sur la MA (Howard et al., 2020).

4.3. Ciblage de 'agrégation

- direct

Certains composés ont montré des propriétés anti-agrégatives sur la protéine tau. Par exemple, des
molécules dérivées du bleu de méthyléne passent la barriere hémato-encéphalique (BHE), réduisent
I'agrégation de la protéine tau et améliorent les fonctions cognitives dans des modeéles animaux
(Hochgréfe et al., 2015; Hosokawa et al., 2012). Plusieurs essais cliniques de phase Il sur des patients
atteints de MA ou de DFT ont été réalisés avec un dérivé du bleu de méthyléene nommé LMTX par voie
orale mais aucun n’a montré de résultats positifs (NCT01689233, NCT01689246, NCT01626378,
NCT03446001).

La curcumine réduit également I'agrégation de la protéine tau in vitro et diminue le phénotype de
tauopathie dans des modeles animaux (Q.-L. Ma et al., 2013 ; Rane et al., 2017). Un essai clinique de
phase Il (NCT01383161) chez des patients atteints de MA a montré une amélioration de la mémoire
spatiale, de la mémoire visuelle et de I'attention ainsi qu’une diminution des ligands se fixant a la
protéine tau pathologique en TEP. Une seconde étude de phase Il (NCT01811381) est en cours

d’analyse.
- indirect

L'agrégation de la protéine tau inhibe la voie d’autophagie par les lysosomes qui est un mécanisme
crucial pour la dégradation des protéines a éliminer (Feng et al., 2020). La stimulation de cette voie
permettrait d’augmenter I'élimination des agrégats de la protéine tau. Une de ces stratégies est
I'inhibition de mTOR, une kinase qui diminue I'activité autophagique, via la rapamycine (Salama et al.,
2019). Cette molécule a été testée sur des patients atteints de MA (NCT04629495), les récents

résultats ne montrent aucune amélioration cognitive des patients.
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Les molécules ciblant les modifications post-traductionnelles, les agrégats ou les voies de I'autophagie
ne sont pas spécifiques de la protéine tau et peuvent modifier de nombreuses autres protéines
physiologiques. L’utilisation d’anticorps dirigé contre la protéine tau permet de remédier a ce

désavantage.

4.4, Immunothérapies

L'immunothérapie anti-tau est testée depuis de nombreuses années, bien avant I'apparition de
I’hypothése d’une progression de la pathologie sur le mode du prion. La mise en évidence de la
protéine tau dans le fluide interstitiel a ouvert de nouvelles perspectives et aujourd’hui, la protéine
tau extracellulaire, est devenue une cible tres intéressante. Plusieurs stratégies sont en cours d’étude,

du stade fondamental aux études cliniques.

4.4.1. Les anticorps conventionnels

Au total, quinze anticorps et deux vaccinations ont été testés en essais cliniques comme

immunothérapie anti-tau.
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Figure 12: Immunothérapies ciblant la protéine tau en développement clinique

Les immunothérapies contre la protéine tau avec leur(s) épitope(s) correspondant(s). En bleu les
immunothérapies actives ; en vert, les immunothérapies passives et en rouge, les anticorps dont les
essais sont arrétés. (p = phosphorylé).

- Immunothérapie active

En 2014, 'AADvacl est la premiére immunothérapie anti-tau a étre testée en essai clinique
(Kontsekova et al., 2014). Le vaccin est composé d’un peptide de la protéine tau contenant les acides

aminés 294 a 305. Quatre essais cliniques de phase | ou Il par injection sous-cutanée ont été réalisés,
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trois sur des patients atteints de MA (NCT01850238, NCT02031198 et NCT02579252), un en cours sur
I"aphasie primaire progressive non fluente (nfaPPA), une tauopathie apparentée a la MA et a la DFT
(NCT03174886). Les essais sur la MA ont montré une forte immunogénicité et une innocuité avec des
effets encourageants sur les biomarqueurs sanguins. Il a été notamment constaté une baisse de
marqueurs de mort neuronale NfL (Neurofilament Light chain) (Novak et al., 2021) et de
neuroinflammation GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) ainsi qu’une légéere diminution de I’atrophie

corticale en imagerie cérébrale malgré une absence d’amélioration cognitive (Kovacech et al., 2024).

Le vaccin ACI-35 a également été testé. Il est constitué de 16 copies du peptide de tau phosphorylé sur
les sérines 396 et 404, inclues dans des liposomes. Ses essais cliniques ont confirmé son innocuité
(ISRCTN13033912) mais la réponse immunitaire étant trop faible, une seconde génération de vaccin
est créée avec un changement d’adjuvant et un épitope activant les lymphocytes T auxiliaires. Celui-ci
est nommé ACI-35-030. De récents résultats en phase Il sur des patients atteints de MA (NCT04445831)
ont montré une production d’anticorps anti-tau mais les résultats sur les fonctions cognitives ne sont

pas encore connus.
- Immunothérapie passive

La majorité des essais cliniques d’'immunothérapie passive est composée d’injection intraveineuse
d’anticorps de type immunoglobuline (Ig) IgG1 ou 1gG4. Les I1gG1 ayant une grande affinité pour les
différents sous types de récepteurs au fragment constant (Fc), cet isotype facilite la phagocytose par
la microglie. L’affinité des IgG4 pour les récepteurs Fc étant moindre, ils sont utilisés pour éviter les
effets indésirables possible suite a une activation microgliale et du complément (Vidarsson et al., 2014;

Yu et al., 2020).

Certains anticorps sont actuellement testés en essais cliniques de phase | : le ADEL-Y01 (NCT06247345)
une IgG1 ciblant I'acétylation de la lysine 280 (Song et al., 2023) ; le APNmAbOO5 (NCT05344989) dont
le sous type n’est pas dévoilé et décrit comme spécifique des oligoméres de protéine tau (Fukumoto
et al., 2024) ; le PRX005 une IgG1 reconnaissant le domaine de liaison aux microtubules (Martenyi et
al., 2023) ; le PNT001 (NCT04096287) une IgG4 ciblant une conformation cis au niveau de la thréonine
231 phosphorylée (Kondo et al., 2015; Qiu et al., 2021) ; le LUAF87908 (NCT04149860) une IgG1 ciblant
les résidus sérines 396 et 404 phosphorylées (Rosengvist et al., 2018) ainsi que le MK-2214 de chez
Merck dont le type d’anticorps n’est pas communiqué mais qui reconnait la thréonine 413

phosphorylée (NCT05466422).

D’autres ayant validé leur innocuité en phase |, sont actuellement testés en phase Il chez des patients
atteints de MA. C’est le cas du Posdinemab (ou JNJ 63733657) de chez Janssen (NCT04619420), une

IgG1 dirigée contre la thréonine 217 phosphorylée (Bijttebier et al., 2021), du Bepranemab de la
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compagnie UCB (NCT04867616), une IgG4 reconnaissant les acides aminés 235 a 250 de la protéine
tau (Albert et al., 2019; Courade et al., 2018) et du E2814 du laboratoire Eisai une IgG1 ciblant deux
épitopes dans le domaine de liaison aux microtubules (Roberts et al., 2020) associé ou non avec le

Lecanemab, un anticorps anti-AB (NCT06602258).

Cependant plusieurs immunothérapies passives anti-tau ont été arrétées dans leur développement. La
phase | du RG7345 ciblant la sérine 422 phosphorylée, dont le sous type n’est pas dévoilé, a été
suspendue sans aucune communication (NCT02281786. Le BIIBO76, une IgG1 dont I'épitope n’est pas
communiqué, a été arrété suite a la phase | pour des raisons économiques (NCT03056729). D’autres
ont atteints la phase Il sur des patients atteints de MA ou de PSP mais n’ont pas été plus loin par
manque d’efficacité : le Zagotenemab, une version humanisée de type 1gG4 de I'anticorps MC1,
reconnait une conformation retrouvée dans les formes précoces des agrégats de protéine tau (Fleisher
et al., 2024); le Gosuranemab (Dam et al., 2021; Fleisher et al., 2024) et le Tilavonemab (Florian et al.,
2023; Hoglinger et al.,, 2021) sont des IgG4 et ciblent tous les deux la partie amino-terminale,
respectivement les acides aminés 15 a 22 et 25 a 30. Le Semorinemab, un anticorps dirigé contre les
acides aminés 6 a 23, également dans la partie N-terminale, a montré des améliorations sur la mémoire
des mots et une baisse de la quantité de tau dans le LCS mais aucun effet sur les autres tests cognitifs

et sur I'imagerie cérébrale (NCT03289143). A ce jour, aucune phase lll n’est planifiée.

Les échecs de ces essais cliniques soulevent plusieurs questions. Dans un premier temps, peu
d’anticorps parviennent a passer la BHE, a travers laquelle le transport des macromolécules est
restreint, limitant la quantité d’anticorps a atteindre les tissus cérébraux. Seulement 0,1 a 0,2%
d’anticorps traverse la BHE (Katsinelos et al., 2019; Poduslo et al., 1994). De plus, la clairance des IgGs
dans le LCS est rapide : chez le rat et le primate, la demi-vie des IgGs est inférieure a 1 heure (h) apres
une injection intrathécale alors qu’elle est en moyenne de 3 semaines en périphérie (Bergman et al.,
1998; Noguchi et al., 2017). Leur grande taille limite également leur diffusion au sein du parenchyme
cérébral (Wolak & Thorne, 2013). Un autre aspect concerne le choix crucial de I'épitope cible. Plusieurs
des immunothérapies stoppées utilisaient des IgGs ciblant la partie amino-terminale de la protéine
tau. Cependant I'analyse du LCS de patients atteints de MA révéle peu de forme N-terminale
(Barthélemy, Fenaille, et al., 2016; Barthélemy, Gabelle, et al., 2016). De plus, le mécanisme d’action
des anticorps anti-tau n’est pas clairement défini. Des observations de clairance du complexe tau-
anticorps via les récepteurs Fc de la microglie ont été décrites (Luo et al., 2015; Yanamandra et al.,
2015). Néanmoins, une étude démontre la méme efficacité contre la pathologie tau in vivo entre un
anticorps anti-tau et sa version mutée pour empécher I'interaction avec les récepteurs Fc (Lee et al.,
2016). Une autre hypothése est le blocage de I'internalisation de la protéine tau par les neurones

(Yanamandra et al., 2013). Cependant, plusieurs groupes ont démontré une internalisation d’anticorps
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dirigés contre la protéine tau par les neurones (Asuni et al., 2007; Collin et al., 2014; Congdon et al.,
2019; Kondo et al., 2015). Ces derniers ne présentant pas ou trés peu de récepteurs Fc a la membrane
(Y. Zhang et al.,, 2014), le mécanisme d’internalisation des anticorps ou du complexe antigéne-
anticorps n’est pas établi. Mais la présence de ce complexe a l'intérieur de la cellule est reconnue par
un récepteur Fc cytosolique, la protéine 21 contenant un motif tripartite (TRIM21). TRIM21 est
également une ubiquitine-ligase qui va entrainer la prise en charge du complexe par le protéasome et
provoquer sa dégradation (Fletcher et al., 2015; Hauler et al., 2012). Son implication dans I'efficacité
des immunothérapies avec des anticorps anti-tau a été démontrée dans plusieurs modéles (Gaikwad

et al., 2024; McEwan et al., 2017; Mukadam et al., 2023).

L'immunothérapie cible en grande partie la protéine tau extracellulaire malgré la présence de la
majorité des protéines pathologiques a I'intérieur des cellules. Dans ce contexte, une optimisation de

I'immunothérapie est nécessaire.

5. Les fragments d’anticorps

Pour répondre aux limitations des anticorps, plusieurs formats alternatifs ont montré leur potentiel
pour une application thérapeutique ou diagnostique. Conservant la région variable des
immunoglobulines, ces petites protéines gardent une spécificité et une affinité comparables aux
anticorps. Les fragments d’anticorps dit ‘conventionnels’ et les fragments d’anticorps issus d’anticorps

spécifiques aux camélidés sont deux catégories en cours de développement.

5.1. Les fragments d ‘anticorps conventionnels

Les anticorps conventionnels ou immunoglobulines sont des protéines tétramériques en forme de ‘Y’.
lIs sont formés de deux hétérodimeres connectés par des ponts disulfures, chacun comprenant une
chaine lourde et une chaine légére. Le fragment variable (Fv), localisé au sommet des chaines lourdes
et légéres, est responsable de la reconnaissance de la cible. Différents formats de combinaisons de
VH et de VL sont en cours de développement. lls permettent de diminuer I'immunogénicité

et d’augmenter la diffusion (Figure 13).
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Figure 13: IgG et ses fragments

Les IgG sont composées de deux chaines lourdes composées de domaines constants identiques
(CH en bleu) suivis d'un domaine lourd variable (VH en rouge) et de deux chaines légéres
composées de domaines constant (CL en vert) et variable (VL en jaune). Le Fab est composé d’un
domaine constant et d’un domaine variable pour la chaine lourde et pour la chaine légére. Le scFv
inclue uniquement les domaines variables. Adapté de (Z. Liu et al., 2024)

Le fragment de liaison a I'antigéne (Fab) est composé d’'un domaine constant et d’'un domaine variable
pour la chaine lourde ainsi que pour la chaine légere. D’un poids moléculaire d’environ 55 kDa, il
présente un site de liaison a I'antigene. L'absence de fragment Fc empéche sa liaison au récepteur Fc
entrainant une réponse inflammatoire via la microglie. Il peut étre obtenu par clivage de

I'anticorps parent ou par synthese de protéine recombinante (Crivianu-Gaita & Thompson, 2016).

D’une taille de 25 a 30 kDa, le fragment variable a chaine unique (scFv pour ‘single-chain
variable fragment’) est un peptide recombinant composé des domaines variables lourd (VH) et léger
(VL) reliés et stabilisés par un peptide de liaison. C'est le plus petit fragment d’anticorps

conventionnel comprenant le domaine de liaison a I'antigene.

Plusieurs scFvs ciblant la protéine tau ont été développés afin de réaliser de I'imagerie cérébrale en
TEP (Banka et al., 2023) ou a visée thérapeutique (Ising et al., 2017; Spencer et al., 2018; Y.
Zhang, Qian, et al., 2022). Le plus avancé en étude pré-clinique est le scFv dérivé de I'anticorps MC1
ciblant une conformation pathologique de la protéine tau. Son expression par vectorisation virale
permet de diminuer la pathologie dans un modéle murin de tauopathie par une injection dans le
parenchyme cérébral (Vitale et al., 2018) ou par injection intramusculaire (Vitale et al., 2020). Dans
ce dernier cas, le scFv-MC1 est exprimé dans le muscle par un vecteur viral de type AAV (Adenovirus

Associated Virus) permettant de traverser la BHE.
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5.2. Les VHHs

5.2.1. Découverte

En 1989, lors d’une purification de plasma de chameau par chromatographie sur protéine A et protéine
G en travaux pratiques, I'équipe de Raymond Hamers découvre un nouveau type d'immunoglobulines.
En effet, ces animaux ont a la fois des immunoglobulines classiques de type IgG1 présentant un
domaine variable avec une chaine légere (VL) et une chaine lourde (VH) et des immunoglobulines de
type 1gG2 et IgG3 avec un domaine variable uniguement composé d’une chaine lourde nommé VHH
pour ‘Variable Heavy Chain of the Heavy chain only antibody’ (Figure 14) (Hamers-Casterman et al.,
1993). Ces anticorps particuliers seront appelés HCAbs pour ‘Heavy-Chain Antibodies’. Par la suite, les
HCAbs seront retrouvés dans toutes les espéces des camélidés : chameau, dromadaire, lama, vigogne
et alpaga (Conrath et al.,, 2003). Dans les autres taxons, les HCAbs n’ont été identifiés que dans
certaines espéces de requins ou ils sont appelés Ig-NAR (Immunoglobuline New Antigen Receptor)
(Greenberg et al., 1996). Ces derniers ont une origine phylogénétique éloignée et une structure
différente des HCAbs des camélidés, suggérant une convergence évolutive entre ces deux

particularités immunologiques (Flajnik et al., 2011).

Les HCAbs sont donc dépourvus de la chaine légere mais également du domaine constant
CH1 (Muyldermans et al., 1994). L’absence du CH1 est attribuée a une mutation dans I'extrémité 5’

de son géne qui perturbe un site d’épissage consensus (Khong Nguyen et al., 1999).

19G3 — - Nb

W

Figure 14: Les immunoglobulines de type G des camélidés

Les camélidés possédent des IgGl formées d’un fragment constant (Fc) comprenant les
domaines constants lourdes (CH2 et CH3), et les domaines constants légers (CL) et d’un fragment
variable comprenant les domaines variables légers (VL) et lourds (VH). Les IgG2 et IgG3 sont
dépourvues de chaines légeres et de CHI1. Leur domaine variable est le VHH ou Nanobody®
(Nb). Adapté de (Muyldermans, 2013)
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5.2.2.  Structure et propriétés des VVHHs

Les VHHs, également nommés nanocorps, ont une structure proche des VHs en termes de séquence
et de structure. Ils sont tous les deux composés de quatre régions constantes appelées Framework
(FR) et de trois régions variables nommées ‘Complementarity Determining Region’ (CDR). Cependant

des différences entre les deux structures sont notables (Figure 15).
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Figure 15: Structure des VHs et des VHHs

Les VHs et les VHHS sont composés des 4 régions constantes ‘Framework’ (FR1-4) et de 3 régions
variables ‘Complementarity ~Determining Region’ (CDR1-3). Dans les VHHs un pont
disulfure supplémentaire (en jaune) stabilise le CDR3.

Dans le FR2, un changement d’acides aminés hydrophobes dans les VHs (Val42, Gly49, Leu50, Trp52)
pour des acides aminés plus petits ou hydrophiles dans les VHHs (Phe42, Glu49, Arg50, Gly52) est
observé. Cette région est impliquée dans I'interaction entre les domaines VH et VL dans les anticorps
conventionnels (Chothia et al., 1985). Ainsi, aucune interaction entre les domaines VH et VL n’est
possible dans les VHHs. Cela permet d’éviter leur agrégation en absence de VL et augmente leur

solubilité (Spinelli et al., 1996).

Une autre différence de structure entre les VHs et les VHHs se trouve dans la taille des
domaines variables. Les anticorps conventionnels ont six CDR grace a la combinaison des
domaines léger et lourd, la ou les VHHs n’en possedent que trois. Cependant, le CDR3 est plus
grand dans les VHHs, donnant une forme de doigt au paratope (Muyldermans et al.,, 1994; Vu et
al., 1997). Cette structure est stabilisée par une cystéine supplémentaire dans les CDR1 et
CDR3 qui va former un pont disulfure additionnel (Govaert et al., 2012). La conformation des CDR
des VHHs leur confére une plus grande flexibilité et permet une liaison a des épitopes moins
accessibles a des IgGs conventionnelles comme des sites actifs dans les sillons des enzymes (De
Genst et al., 2006; Lauwereys et al., 1998; Spinelli et al., 2000; Unger et al., 2015) ou des régions

concaves de protéines (Khamrui et al., 2013; Schmitz et al., 2013). lls peuvent également
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stabiliser des conformations actives ou inactives de récepteurs couplés aux protéines G (W. Huang et
al.,, 2015; Rasmussen et al., 2011) ou de GTPase (Keller et al., 2019; Y. Zhang, Cheng, et al., 2022)

permettant une étude structurelle de leur mécanisme.

En complément de ces caractéristiques de solubilité et de reconnaissance d’épitope, les VHHs
présentent une affinité de I'ordre du nanomolaire comparable a celle des anticorps (Arbabi Ghahroudi
etal., 1997; Muyldermans, 2013). Ils ont également des propriétés de stabilité supérieures a la plupart
des fragments d’anticorps. Leur température de dénaturation se situe généralement entre 60°C et
80°C mais certains peuvent supporter des températures allant jusque 90°C (van der Linden et al.,
1999). lIs résistent également a de fortes concentrations de dénaturants chimiques et a des pressions
élevées (Dumoulin et al., 2002) et peuvent rester a -20°C ou a 37°C pendant plusieurs semaines sans

perdre leurs propriétés (Arbabi Ghahroudi et al., 1997).

Plusieurs parameétres des VHHs leur permettent d’avoir une immunogénicité limitée: leur homologie
avec les séquences des immunoglobulines humaines, leur clairance sanguine rapide, leur petite taille
qui réduit le nombre d’épitopes potentiellement immunogéniques, leur solubilité qui allege le
potentiel de création d’agrégats immunogéniques (Klarenbeek et al., 2015; Rossotti et al., 2022).
Cependant, ils restent des protéines étrangeres pour le systétme immunitaire humain et peuvent
induire une réaction immune. Une ‘humanisation’ des VHHs par l'introduction de séquence humaine
dans les FR est une stratégie permettant de réduire ce risque (Moutel et al., 2016; Saerens et al., 2005;

Vincke et al., 2009).

PROPRIETES PHYSICO- Anticorps

CHIMIQUES monoclonal FAB ScFv VHH
TAILLE 150 kDa Environ 50 kDa 30-35 kDa 12-15 kDa
DIAMETRE X LONGUEUR 10-15x 10 nm 15,9 x 0,95 nm 2x3nm 1x2,5nm
DEMI-VIE DANS LE SANG Plusieurs jours 7,2—-19,2 h <1h << 1h
SOLUBILITE DANS L’EAU + + + +++
STABILITE ++ ++ + +++
PENETRATION DU TISSU + + ++ +++
DIVERSITE DU PARATOPE + + ++ +++
FACILITE DE CONSTRUCTION + + ++ +++
DE LIBRAIRIES

FACILITE D’EXPRESSION + + + +++

Tableau 1: Comparaison des propriétés physico-chimiques des anticorps et des différents types de
fragments d’anticorps Adapté de (L. Liu et al., 2025)
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5.2.3.  Sélection et production des VHHs

Il existe plusieurs techniques pour sélectionner les VHHs, la plupart basées sur une méthode de

présentation sur phages.

Les banques immunes consistent a I'immunisation d’un camélidé avec I'antigene cible. Les ARNm des
lymphocytes B de I'animal sont extraits. Les ADN complémentaires des VHHs sont identifiés et
amplifiés par RT-PCR puis transfectés dans des phages qui vont les exploser a leur surface externe. Une
sélection de VHHs spécifiques est alors réalisée sur I'antigeéne immobilisé (Arbabi Ghahroudi et al.,
1997). Ce processus est assez rapide. De plus, les banques immunes étant basées sur la réponse
immunitaire naturelle, elles présentent des nanocorps avec une affinité et une spécificité élevées pour
I"antigéne cible (Zhu & Ding, 2025). Cependant elles nécessitent une grande quantité d’antigene et ont

recours aux animaux.

Une stratégie alternative est I'utilisation de banques naives. Elles sont basées sur le répertoire naturel
d’animaux non-immunisés depuis lesquels les HCAbs sont extraits depuis leur ARNm et clonés pour
une exposition sur phage (Olichon & de Marco, 2012). Cette banque permet une grande diversité due
au répertoire naturel et permet une sélection initiale large intéressante lors de I'exploration de
nouvelle cible ou d’épitopes non caractérisés (Sabir et al., 2014). Cependant, I'animal n’étant pas
immunisé, I'affinité pour I'antigéne cible est relativement basse, nécessitant plusieurs cycles de

sélection.

L'utilisation de banques synthétiques permet de s’affranchir des animaux. Elles utilisent des séquences
d’ADN artificiellement construites, notamment en introduisant des variations dans des régions
spécifigues comme le CDR3, et présentent un degré de diversité pouvant contenir 10'° variants, soit
environ cent fois plus que les répertoires naturels (McMahon et al., 2018; Moutel et al., 2016; Yan et

al., 2014; Zimmermann et al., 2018).

La taille et la complexité des MPT des anticorps conventionnels imposent des méthodes de production
longues et colteuses dans des cellules eucaryotes. La structure des nanocorps leur permet d’étre
exprimé par des bactéries (Arbabi-Ghahroudi et al., 2005; Matsuzaki et al., 2022), des cellules de
mammiféres (Agrawal et al., 2012) ou méme par des plantes (Malaquias et al., 2021). Parmi ces
possibilités la production par la bactérie Escherichia coli est la plus utilisée et permet une production

sous forme soluble, notamment grace a I'augmentation de I’hydrophilie du FR2 (Osaki et al., 2018).

La diversité des banques de sélection des VHHs, leur stabilité ainsi que leur production rapide, a grande
échelle et a moindre colt leur a permis de devenir des outils prometteurs dans de nombreuses

applications.
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5.2.4. Utilisation en clinique

La société AbLynx, aujoud’hui filiale de Sanofi, initie en 2008 le premier essai clinique d’un nanocorps
a visée thérapeutique : le Caplacizumab, qui est également le premier a obtenir une autorisation de
mise sur le marché en 2018 comme traitement contre I'aTTP (‘acquired thrombotic thrombocytopenic
purpura’) (Peyvandi et al., 2016; Scully et al., 2019). Il est composé de deux VHHs humanisés identiques
reliés par un peptide de liaison. Ces VHHs ont été développés pour cibler le facteur Willebrand et

inhiber son interaction avec les plaquettes (Ulrichts et al., 2011).

Depuis, deux autres nanocorps ont été mis sur le marché pour des applications en oncologie.
L’Envafolimab est un VHH ciblant PD-L1 (programmed death ligand 1) fusionné a un fragment Fc d’lgG1
humaine pour prolonger sa demi-vie (F. Zhang et al.,, 2017). L’Envafolimab est la premiere
immunothérapie du complexe PD-1/PD-L1 a pouvoir étre administrée par injection sous-cutanée dans
le traitement de plusieurs tumeurs solides (J. Li et al.,, 2021; Papadopoulos et al.,, 2018). Le
Ciltacabtagene autoleucel est un VHH utilisant la stratégie de lymphocytes T a récepteur antigénique
chimérique (CAR-T) ciblant I'antigéne de maturation des lymphocytes B, surexprimé dans les cas de

myélome multiple (Goel et al., 2025; Shah et al., 2020).

Le dernier VHH approuvé a ce jour est I'Ozoralizumab contre I'arthrite rhumatoide. Il est le premier
nanocorps trivalent autorisé sur le marché et est constitué de deux VHHs : le premier se liant au facteur
de nécrose tumorale a avec une affinité de I'ordre du picomolaire et le second ciblant I'albumine

sérique afin d’augmenter sa demi-vie plasmatique (Tanaka, 2023).

Plusieurs dizaines d’autres VHHs sont en cours d’études cliniques pour le traitement de cancer, de
maladies inflammatoires, de pathologies vasculaires... (L. Liu et al., 2025). Concernant les maladies
neurodégénératives, un seul VHHs a atteint le stade des essais cliniques : le B1-1034020 de la
compagnie Boehringer Ingelheim (NCT01958060). Bivalent, il cible deux épitopes du peptide B-
amyloide (AB40 et AB42) (J. Ma et al., 2021). La phase | a été suspendue en 2013 pour cause

d’événements indésirables, il n’y a aucune communication concernant un futur essai clinique.

5.2.5. Développement des VVHHs dans la recherche contre les tauopathies

Grace a leurs nombreux avantages, les nanocorps sont de plus en plus développés pour étudier les

maladies neurodégénératives. Leur petite taille et leurs propriétés physico-chimiques améliorent leur
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pénétration dans le tissu cérébral. Ainsi, ils sont développés comme outils d’études structurelles ou
fonctionnelles (De Leiris et al., 2024; Godoy Mufiioz et al., 2024; Ishizuka et al., 2022; Joensuu et al.,
2016; McArthur, Kang, et al., 2024; McArthur, Squire, et al., 2024; Schenck et al., 2017; Zupancic et al.,
2023) ou de microscopie a tres petite échelle ou sur organe complet transparisé (Cai et al., 2019;
Queiroz Zetune Villa Real et al., s. d.; Yamauchi et al., 2025). lls peuvent également étre congus pour
développer des diagnostiques de la MA a partir de fluides biologiques (Habiba et al., 2021; Monti et
al., 2023).

Leur capacité a passer la BHE a permis d’élaborer de nouveaux traceurs d’'imagerie cérébrale dirigés
contre le peptide AB (T. Li et al., 2016; Nabuurs et al., 2012; Pansieri et al., 2017; Vandesquille et al.,

2017) ou contre la protéine tau (Jiang et al., 2023; T. Li et al., 2016) en cours d’essais pré-cliniques.

En effet, plusieurs VHHs dirigés contre la protéine tau ont été développés récemment (Tableau 2).
Certains ont permis une diminution de I'entrée de la protéine tau dans des cultures primaires de
neurones (Danis et al., 2025) ou une réduction de la nucléation dans un modele cellulaire (Abskharon
et al., 2023; Danis et al., 2022). Une étude dans un modele transgénique de drosophile a permis de
mettre en évidence une amélioration sur les phénotypes de la pathologie tau comme la survie, la
locomotion, la rugosité oculaire, I'intégrité neuronale suite a I'expression de VHH ciblant le domaine
de liaison aux microtubules de la protéine tau (Nair et al., 2024) ; le méme VHH ayant montré un

potentiel a abaisser la quantité de protéine tau en microdialyse chez la souris (Congdon et al., 2022).

L’équipe d’Isabelle Landrieu a été une des premiéres a développer des nanocorps ciblant la protéine
tau. Une sélection avec la société Hybrygenics sur une banque synthétique de phages exposant des
VHHs humanisés de lamas a permis de trouver une vingtaine de candidats (Moutel et al., 2016). Dans
un premier temps, la collaboration avec le laboratoire a permis la caractérisation de F8-2. Celui-ci a
pour épitope le domaine carboxy-terminal (373THKLTFs75), a une expression intracellulaire stable et
peut détecter la protéine tau dans les tissus cérébraux (Dupré et al., 2019). Trés récemment,
I'association de ce VHH avec un systeme d’adressage au protéasome a permis la réduction de la

pathologie tau dans un modele transgénique murin (Benn et al., 2024).
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PASSAG
EPITOP MODELE E EFFET SUR LA
VHH FUSION E SELECTION D’ETUDE BHE PATHOLOGIE TAU
Banque immune Souris
A2 Fluo tag Cter Oui -
(alpaga) (imagerie)
Banque
Immuno-
F8-2 Cter synthétique - -
marquage
humanisée (lama)
1D9 MTBR - -
Banque immune
Souris Diminue la quantité de tau en
2B8 MTBR (lama) -
microdialyse
Banque
Cellules
z70 Fluo tag PHF6 synthétique - Diminue la nucléation in vitro et in vivo
et souris
humanisée (lama)
VHH Modélisation Cellules
wiw PHF6 Oui Diminue la nucléation in vitro
IGF1R synthétique et souris
Banque immune Souris
2B8 Fluo tag MTBR Oui -
(lama) (imagerie)
Confor Banque immune Immuno-
WA2.22 Fc - -
mation (lama) marquage
Banque
TRIM21 Diminue la pathologie tau du modele
F8-2 Cter synthétique Souris -
RING transgénique
humanisée (lama)
Radioliga
2C5 MTBR Lama immunisé Souris Non -
nd
Banque immune Immuno-
MT3.1 Fc MTBR - -
(lama) marquage
Oligom Banque immune Immuno-
oT12 Fc - -
eres (lama) marquage
2B8 MTBR Banque immune Drosophil - Diminue la pathologie tau du modele
1D9 MTBR (lama) e - transgénique
A31 PHF6* -
Z70mut Banque
PHF6 -
1 synthétique Cellules Bloque I'entrée dans les neurones
E2-2 Cter humanisée (lama) -
H3-2 Cter -

Tableau 2: Liste des VHHs ciblant la protéine tau
Cter : domaine carbino-terminal, MTBR : domaine de liaison aux microtubules, Fluo tag : protéine
fluorescente fusionnée au VHH

Le E4-1 est un autre VHH issu de cette sélection. Ce nanocorps a pour épitope I’hexapeptide PHF6

(306VQIVYK311) localisé dans la troisieme répétition du domaine de liaison au microtubule; région

impliquée dans la formation des agrégats de protéines tau (Ganguly et al., 2015; von Bergen et al.,

2000, 2001). Le E4-1 ne présentant pas d’activité intracellulaire a reconnaitre sa cible, une optimisation
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par mutagénése a abouti au VHH Z70. Ce dernier présente quatre mutations dans les FR (G12V, P16S,
T81M et W114G) et de meilleures solubilité et activité intracellulaires que son parent E4-1. Le Z70
reconnalt toujours |'épitope PHF6 (Figure 16a) et diminue la polymérisation de la protéine
recombinante induite par I'héparine (Figure 16c). Il inhibe la formation d’agrégats dans les cellules
rapporteuses de la nucléation par signal de transfert d’énergie par résonance de fluorescence (FRET)
(Figure 16d). Enfin, le Z70 a été testé dans un modele de nucléation in vivo précédemment validé
(Albert et al., 2019). Il consiste a induire la nucléation par injection stéréotaxique de lysat de cerveau
de patients atteints de MA dans des souris transgéniques pour MAPT. Lorsque le VHH Z70 est exprimé
en amont via un vecteur lentiviral par une injection intra-craniale, il réduit la quantité de pathologie
tau dans ce modele (Figure 16e) (Danis et al., 2022). Ainsi le VHH Z70 posséde des capacités de

réduction de la nucléation de la protéine tau, suggérant un potentiel thérapeutique.
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Figure 16: Epitope et effets du VHH 270

(a) Identification de la région de liaison du VHH Z70 sur la protéine tau 2N4R par résonance magnétique
nucléaire. (b) Structure cristalline du complexe entre le VHH Z70 et le peptide PHF6. Les régions FR sont
colorées en vert, les CDR1, CDR2 et CDR3 en rose, bleu marine et rouge respectivement, le peptide PHF6
en bleu cyan. A droite, la figure représente les 5 liaisons hydrogéne entre les 2 molécules. (c) Agrégation
de la protéine tau en absence d’héparine (noir) ou en présence d’héparine avec des concentrations
croissantes du VHH Z70 quantifiées par la fluorescence de la Thioflavine T. (d) Nucléation de la protéine
tau dans les cellules rapportrices HEK293 Tau RD P301S FRET. Pourcentage de cellules positives en
signal FRET dans les cellules transfectées avec différents VHHs. (e) Quantification de
I'immunomarquage AT8 sur coupes de cerveaux de souris THY-Tau30 injectées dans I’hippocampe avec
les vecteurs lentiviraux exprimant un VHH contréle ou le VHH Z70 puis avec un lysat de cortex de
patients atteint de MA. Adapté de (Danis et al., 2022)
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OBJECTIFS DE THESE
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Les tauopathies sont des maladies neurodégénératives hétérogenes touchant un grand nombre de
personnes. Elles ont en commun la présence d’agrégats intracellulaires de protéine tau. La présence
de ces derniers dans certaines régions du SNC est corrélée avec les symptomes des pathologies. De
plus, dans certaines tauopathies, la protéine tau pathologique est retrouvée dans le liquide interstitiel
et peut propager la pathologie de cellule en cellule. Elle est donc considérée comme une cible
thérapeutique idéale. L'immunothérapie, par sa spécificité de ciblage, représente un espoir de
traitement contre les tauopathies. Son optimisation par 'utilisation des VHHs permettrait de cibler

plus efficacement la protéine tau intracellulaire.

Les résultats encourageants du VHH Z70 développé au laboratoire conduisent a I’étude plus poussée
de son potentiel thérapeutique et ouvrent la voie a plusieurs questions. Bien que le VHH Z70 fut le
premier VHH a démontrer un effet sur la nucléation de la protéine tau, cette étude présente plusieurs
limites. Une évaluation des effets du traitement sur 'ensemble du SNC et a plus long terme n’est pas
permise par le modele de nucléation in vivo et |'utilisation de vecteurs lentiviraux. Cependant, I'étude
des effets spatiaux et temporels prolongés souleve la question de la sécurité dans ces conditions
d'exposition accrue. En effet, le PHF6 n'est pas un épitope spécifique de la protéine tau pathologique

et il reste a démontrer que les VHHs anti-tau n'affectent pas le fonctionnement cérébral.

Le potentiel thérapeutique des VHHs ne se limitent pas au ciblage de protéine au sein de la cellule. lls
peuvent également étre adressés dans le liquide interstitiel pour y capturer la protéine tau et ainsi
diminuer la propagation de la pathologie. Le laboratoire a de ce fait développé une construction du
Z70 avec une séquence de sécrétion et fusionné a un fragment Fc d’IgG pour un ciblage de la protéine
tau extracellulaire. L’addition du fragment Fc permet également d’augmenter la stabilité et le temps
de demi-vie du VHH (Godakova et al., 2019; Rath et al., 2015; Rotman et al., 2015). De plus, de par sa
liaison aux récepteurs Fc exprimés par la microglie, ce VHH activerait la dégradation de la protéine tau

présente dans le liquide interstitiel.

La comparaison des approches de ciblage de la protéine tau intra ou extracellulaire par les VHHs
aiderait a la compréhension de leurs mécanismes d’action afin d’envisager I'utilisation des outils dans
un cadre thérapeutique. Dans ce contexte, trois objectifs de thése sont mis en évidence : 1) le

développement des outils, 2) I'évaluation de leur sécurité et 3) de leur efficacité.

Le premier objectif consiste a valider les outils. La localisation cellulaire des VHHs intra et extraZ70 est
une validation primordiale pour ce projet afin de permettre la prise en charge de la protéine a
I'intérieur ou a I'extérieur de la cellule. De méme, dans le cadre d’une thérapeutique, I'expression de
nos constructions la plus étendue dans le SNC est requise. Enfin, la caractérisation de I'expression de

nos VHHs in vivo sera réalisée.
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Le deuxieme objectif concerne la sécurité des vecteurs viraux AAV exprimant les VHHs anti-PHF6. Elle
sera analysée de maniére approfondie a l'aide de plusieurs tests complémentaires. L’évaluation des
fonctions cognitives et motrices, de I'intégrité neuronale et des cellules gliales sera réalisée a |'aide

d’animaux sauvages.

Nous testerons enfin I'efficacité du ciblage chronique de la protéine tau dans le compartiment
intracellulaire (intraTau) ou dans l'espace extracellulaire (extraTau) sur différents aspects de la
pathologie. Afin d’étre plus proche du vieillissement, cette analyse a long terme sera réalisée sur un
modele transgénique murin.de tauopathie dans lequel plusieurs critéres d’évaluation, basés sur le
phénotype du modele de tauopathie, seront évalués: les fonctions motrices et cognitives, le volume

cérébral et les Iésions tau.
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MATERIELS ET METHODES
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1. Construction des VHHs

Un screening contre une protéine tau recombinante 2N4R a été réalisé sur une librairie synthétique
de phage-display d’anticorps a domaine unique humanisé de lama nommée Nali-H1 (Moutel et al.,
2016). Une vingtaine de clones ont été sélectionnés dont le VHH nommé E4-1 reconnaissant |'épitope
PHF6 306VQIVYKs11. E4-1 a été optimisé par mutagénese pour améliorer sa stabilité et son affinité. Le
VHH obtenu est nommé Z70 (Danis et al., 2022). Pour une expression intracellulaire, les VHHs Z70 et
contrdles (VHH dirigé contre la protéine GFP ‘Green Fluorescent Protein’) sont produits a partir de leur
ADNCc fusionné a la partie carboxy-terminale (C-ter) avec une protéine rapportrice mCherry (intraZ70
ou intraCtrl). Pour une localisation extracellulaire, les plasmides codent pour les VHHs Z70 ou contréle
sont fusionnés en C-ter avec le fragment Fc d’'immunoglobuline IgG2a de souris et en N-ter avec une

séquence de sécrétion de l'interleukine 2 (IL2ss) (Moutel et al., 2009) (extraZ70 ou extraCtrl).

2. Culture cellulaire

2.1. Transfection des cellules

Les cellules HEK-293T sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
supplémenté de 10 % de sérum de veau feetal, 1 % GlutaMAX et 1 % d’antibiotiques
(Penicilline/Streptomycine). Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits a 800 000
cellules par puits. Le lendemain, elles sont transfectées avec 500 ng de plasmides codant pour le VHH
intraZ70, intraCtrl, extraZ70 ou extraCtrl avec de la Lipofectamine dans de I'OptiMEM suivant les
recommandations du fabricant (Invitrogen). 48h plus tard, le milieu est collecté et les cellules sont
lysées dans un tampon RIPA 1X (150 mM NacCl, 0.1% SDS, 0.5% Sodium deoxycholate, 1% NP-40, acide
éthylénediaminetétraacétique (EDTA) free protease inhibitor, 50 mM Tris base, pH 8) et

homogénéisées par sonication.

2.2. Modele de nucléation in vitro

Les cellules Tau RD P301S FRET (CRL-3275, ATCC) sont des biosenseurs dérivés des HEK-293T exprimant
des domaines de liaisons aux microtubules de la protéine tau fusionnés a la CFP (Cyan Fluorescent
Protein) ou a la YFP (Yellow Fluorescent Protein). Elles sont cultivées dans les mémes conditions que
les cellules HEK-293T. Pour effectuer un test de nucléation, elles sont ensemencées en plaques 12 puits

a 150000 cellules / puit. Les lysats d’hippocampes sont dilués a 0,1 pg/uL Le contréle positif est
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composé de fibres de protéine tau a 2uM. Le lendemain, les échantillons sont incubés 20 minutes dans
un agent de lipofection (Lipofectamine 2000, Invitrogen) dilués au 1/10° dans du milieu essentiel
minimal réduit en sérum de veau foetal (OPTI-MEM 31985062, Gibco) puis appliqués sur les cellules.
72h plus tard, les cellules sont décollées avec du tampon phosphate salin (PBS) a 37°C puis incubées
30 minutes avec un marqueur de cellules mortes (Zombie NIR™, Biolegend, 1/400¢). Aprés un ringage
au PBS, les cellules sont fixées 10 minutes dans du paraformaldéhyde (PAF) a 2%. Aprés un nouveau
rincage, les cellules sont suspendues dans du PBS. La fluorescence est alors quantifiée par un analyseur

spectral (SP6800, Sony). Les données ont été quantifiées a I'aide du logiciel KALUZA (Beckman Coulter).

3. Vecteurs viraux

3.1. Sélection des sérotypes d’AAV

Pour les tests de sérotypes d’AAVs et de sites d’injection, le génome de I’AAV2 a été combiné avec la
capside de quatre sérotypes décrits comme ayant un tropisme pour le SNC donnant I'AAV2/7,
I'AAV2/8, ’AAV2/9 et 'AAV 2/10. Ils expriment la protéine fluorescente verte (GFP) sous le promoteur
ubiquitaire du cytomégalovirus humain (CMV). Le vecteur est flanqué de séquences répétées inversées
(ITR) de 'AAV2 permettant sa recombinaison dans le génome viral. Une séquence Kozak permet de
faciliter I'initiation de la traduction, un signal de polyadénylation de ’"hormone de croissance bovine
(pA) entraine I'arrét de la traduction et la polyadénylation de ’ARNm, enfin, une séquence WPRE
(Woodchuck Hepatitis virus Posttranscriptional Regulatory Element) augmente I|'expression du

transgéne. Ces vecteurs viraux ont été produits par la compagnie VectorBuilder.

Kpsak

Figure 17: Composition des vecteurs viraux exprimant la GFP

3.2. Modélisation chronique

Pour le modele in vivo chronique, le génome de I’AAV2 combiné avec la capside de I’AAV9 exprime les
VHHs Z70 ou contréle fusionné a la protéine rapportrice mCherry (Figure 18a) pour les constructions
d’intraVHH. Les extraVHHs sont les mémes vecteurs viraux contenant une séquence de sécrétion IL2ss
et exprimant les VHHs Z70 ou contréle fusionné a un fragment Fc d’lgG2a de souris (Figure 18b).

L’'ensemble de ces vecteurs ont été produits par la compagnie VectorBuilder.
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Figure 18: Composition des vecteurs viraux exprimant les intra ou les extraVHHs

3.3. Modele de seeding

Les vecteurs lentiviraux sont pseudotypés avec la glycoprotéine du virus de la stomatite vésiculaire
(VSV-G) pour favoriser le transfert de gene. L'ADN encodant les intraCtrl, intraZ70, extraCtrl ou
extraZ70 sont clonés dans un systeme de vecteur GATEWAY (Invitrogen) permettant la recombinaison
dans un vecteur lentiviral contenant le promoteur ubiquitaire de la phosphoglycérate kinase (PGK)

ainsi qu’une séquence WPRE.

Les vecteurs lentiviraux sont produits via les cellules HEK293T ensemencées sur plaques a 4.10°. Le
lendemain, elles sont transfectées avec 13 pug d’ADN du transgene, 13 ug de plasmide pCMVARS8.93, 3
pg de plasmide pRSV-Rev et 3,75 de plasmide pMD.2G selon un protocole de précipitation de '’ADN
avec du phosphate de calcium. Le milieu est changé 6h aprés la transfection. 48h plus tard, le
surnageant est récolté, filtré et centrifugé a 30 000 g puis a 60 000 g. Le culot est repris dans du PBS
avec 1% d’albumine sérique bovine. Le titre en particules virales est obtenu par un dosage ELISA de la

protéine p24 de la capside (Gentaur).

4. Animaux

4.1. Lignée transgénique

Pour la modélisation des tauopathies, le modéle de souris transgéniques Tg(Thyl-MAPT*)30Schd
(Tg30) a été choisi. ADN complémentaire (ADNc) de I'isoforme 1N4R du gene MAPT humain a été
modifié pour introduire une séquence Kosak et deux mutations dans les domaines de liaisons aux
microtubules G272V et P301S, retrouvées dans des FTDP-17 (Hutton et al., 1998). L’ADNCc est sous le
contrdle d’un promoteur neuronal Thyl.2 (Figure 19a) et la construction a été introduite dans une
souche C57BI/6 (Schindowski et al., 2006). Le transgéne est exprimé dans le cerveau et la moelle

épiniére (Schindowski et al., 2006). Une hyperphosphorylation de la protéine tau et la présence de PHF
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a été décrite dans I'hippocampe, le cortex et la moelle épiniére et progresse avec I'age (Figure 19b et
c). Ces animaux présentent une atrophie cérébrale, une perte axonale et un déficit moteur des
membres postérieurs (Leroy et al., 2007). Ce phénotype réduisant la suivie des animaux a une
moyenne de 12 mois, les souris Tg30 ne sont pas utilisées apres 11 mois pour le bien-étre animal. Pour
cette étude, les animaux sont issus du croisement d’'un male hétérozygote Tg30 et d’une femelle
C57BI/6. Les animaux sont sevrés entre 21 et 25 jours puis génotypés via une biopsie de la queue. Les
souris Tg30 sont uniqguement les animaux hétérozygotes et leurs contrdles de portées sont désignés
Wild Type (WT). Les animaux sont hébergés dans une animalerie exempte de pathogene spécifique
avec une température (20 a 22 °C), une hygrométrie et un cycle jour/nuit (12h/12h) contrélés et un

acces a la nourriture et a I'eau a volonté. Ces études ont été approuvées par un comité d’éthique et
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Figure 19: Transgene et phénotype d’expression de tau dans les souris Tg30

(a) Transgéne codant la protéine tau humaine 1N4R avec les mutations G272V et P301S cloné grdce a
des sites Xhol sous le contréle d’un promoteur d’expression Thy1.2. (b) Inmunomarquage de la protéine
tau phosphorylée par I'anticorps AT8 sur des coupes de cerveaux de souris WT (gauche) ou Tg30 (droite)
dgées de 12 mois. (c) Quantification des neurones positifs au marquage AT8 dans le cortex,
I’hippocampe et la moelle épiniére a 3, 6 ou 11 mois. Adapté de (Leroy et al., 2007; Schindowski et al.,
2006)

4.2. Modele chronique

Pour I'étude a long terme de I'innocuité et de I'efficacité des intra et extraZ70, a I'age d’'un mois, les
souris Tg30 sont injectées dans les hippocampes avec les vecteurs AAV2/9 exprimant les VHHs

intraCtrl, intraZ70, extraCtrl ou extraZ70. Les souris WT sont injectées avec les vecteurs AAV2/9
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exprimant les VHHs intraZ70 ou extraZ70. Les contrbles sont composés de vecteurs AAV2/9 vides ou

d’un vecteur 2/9 exprimant la protéine GFP (Green Fluorescent Protein).

AAV Nombre AAV Nombre
AAV2/9 vide 15 intraCtrl 15
GFP 15 intraz70 15
intraZ70 15 extraCtrl 15
extraZ70 14 extraZ70 15

Tableau 3: Répartition des animaux pour la modélisation chronique

A 8 mois, des tests moteurs et comportementaux sont réalisés avant qu’une série d’'imagerie cérébrale
comportant de I'IRM et de la TEP soit réalisée. Une surveillance mensuelle de leur poids et de la

position des membres inférieurs a lieu jusqu’a leur sacrifice a I’dge de 10 mois.

g

.. IRM / TEP
"o 1 . ®
(Mois) - |
AAV codant pour les Tests de :
intra ou extraVHH comportement _ ‘

Figure 20: Schéma expérimental de la modélisation chronique

4.3. Modeéle de nucléation in vivo

Pour I’étude des VHHs dans un modéle de la nucléation in vivo, le protocole est basé sur un modele
déja publié par le laboratoire (Albert et al., 2019; Danis et al., 2022). Les animaux Tg30 sont injectés
dans I'hippocampe a I’dge d’'un mois avec un vecteur lentiviral exprimant le VHH intraCtrl, intraZ70,
extraCtrl ou extra Z70. Deux semaines plus tard, les animaux regoivent une injection aux mémes
coordonnées de lysat de cerveau de patient au stade Braak VI de la MA. Aprés un mois, les animaux

sont sacrifiés.
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Figure 21: Schéma expérimental de la modélisation de nucléation in vivo
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5. Injections stéréotaxiques

Les animaux sont anesthésiés par injection intra-péritonéale d’'un mélange de Kétamine (100mg/kg) et
de Xylazine (10mg/kg) suivie d’une anesthésie locale du scalp par de la Lidocaine.
Pour la sélection des sérotypes de vecteurs AAV, les souris Tg30 dgées d’'un mois recoivent une
injection bilatérale dans I'hippocampe aux coordonnées depuis le bregma antéro-postérieure (AP) : -
2,5 ; médio-latérale (ML) : +/- 1 ; dorso-ventrale (DV) : -1,8 ou dans le ventricule cérébral : AP :-0,4;
ML :+/-1; DV :-2,2. Les vecteurs AAV de sérotypes 2/7, 2/8, 2/9 ou 2/10 exprimant la GFP sous un
promoteur ubiquitaire du cytomégalovirus (CMV) (VectorBuilder) sont injectés a 1,5.10* copies de
génome/mL dans 2 plL a un débit de 250 nL/minute dans une seringue en verre (Hamilton). Pour éviter
toute douleur post-opératoire, une injection sous-cutanée d’antalgique est réalisée (Buprénorphine
0,1 mg/kg). Pour les tests chroniques d’innocuité, des souris WT de un mois sont injectées
bilatéralement dans I’hippocampe : AP :-2,5 ; ML :+/-1 ; DV :-1,8 avec des vecteurs AAV2/9 exprimant
la protéine GFP, I'intraZ70, I'extraZ70 ou avec des vecteurs AAV2/9 vides. Pour les tests chroniques
d’efficacité, les souris Tg30 d’un mois sont injectées bilatéralement dans I'hippocampe avec des
vecteurs AAV2/9 exprimant lintraCtrl, I'intraZ70, I'extraCtrl ou I'extraZ70. Pour le modeéle de
nucléation, les animaux d’un mois sont injectés bilatéralement dans I’'hippocampe avec des vecteurs
lentiviraux exprimant l'intraCtrl, I'intraz70, 'extraCtrl ou I'extraZz70 a 200 ng/uL dans 2 pL. Deux

semaines plus tard, 2 pL d’'un homogénat de cerveau MA sont injectés aux mémes coordonnées.
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6. Tests comportementaux

6.1. Test des membres inférieurs

Les souris Tg30 développant des troubles moteurs des membres postérieurs avec I’age (Schindowski
et al., 2006), une échelle d’évaluation de la paralysie des pattes postérieures a été créée pour cette
étude (Figure 22). Tous les mois, les animaux sont suspendus quelques secondes par la queue et la
position des pattes est analysée ; les animaux Tg30 agés positionnant leurs membres postérieurs

rétractés pres de I'abdomen.

: )
0 0,25 0,5

Figure 22: Test de la paralysie des membres postérieurs

La valeur O correspond a une position physiologique, 1 est une atteinte maximale et les valeurs 0,25,
0,5 et 0,75 sont les intermédiaires (atteinte unilatérale, position intermédiaire).

6.2. Champ ouvert

Sept mois aprés les injections stéréotaxiques, |'activité motrice et le comportement anxieux sans
stimuli de prédateur sont testés dans un labyrinthe a champ ouvert composé d’une aréne de 49 x 49
cm dans une luminosité de 60 lux. Les parois en plastique sont nettoyées a I'’éthanol 30° avant chaque
test. Les souris sont placées au centre de I'aréne et sont libres d’explorer la zone pendant dix minutes.
Le mouvement des animaux est enregistré par le logiciel Ethovision XT (Noldus). La locomotion est
mesurée grace a la distance parcourue et la vitesse de déplacement de I'animal. L'anxiété est
représentée par le thigmotactisme : le temps passé dans la zone interne de I'arene (Centre) est

comparé au temps passé pres des murs (Périphérie).

6.3. Labyrintheen Y

Sept mois apres les injections, la mémoire spatiale des animaux est testée dans un le labyrinthe en Y.
Le labyrinthe est composé de trois bras de 22 cm de long, 6,4 cm de large et 15 cm de profondeur. Le
fond des bras est recouvert de litiere qui est mélangée avant chaque départ pour éviter toute trace

olfactive. Des reperes visuels sont placés autour du labyrinthe et les expériences sont réalisées avec
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une luminosité de 7 lux. Pendant la phase d’apprentissage, I'animal peut explorer deux bras (le bras
départ et le bras autre) librement pendant cing minutes. L’acces au troisieme bras (bras nouveau) est
bloqué par une porte opaque. L’assignement du bras de départ varie entre les individus des groupes.
Les animaux sont ensuite remis dans leur cage pendant deux minutes. Pendant la phase de test,
I’'animal est replacé dans le bras de départ et peut explorer les trois bras pendant cing minutes. Le
temps passé dans chaque zone est enregistré avec le logiciel Ethovision XT (Noldus). La distance
parcourue et la vitesse de déplacement de I'animal sont calculées sur les cing minutes d’exploration.
La mémoire spatiale est calculée par un indice de discrimination correspondant au temps dans le bras
nouveau x 100 / (temps dans le bras nouveau + temps dans bras autre) pendant la premiére minute
da la phase de test. Cet indice est comparé a I'exploration aléatoire entre les le bras nouveau et le bras

autre, soit 50%.

7. Imagerie cérébrale

7.1. Imagerie par résonance magnétique (IRM)

Acquisitions :

Les images sont prises sur une IRM 7 Tesla (Bruker, Biospec). Une antenne émettrice cylindrique de 86
mm de diametre est couplée a une antenne réceptrice adaptée au cerveau de souris pour
I'enregistrement des données. L’animal est anesthésié avec 1,5% d’isoflurane et est positionné sur un
lit avec un circuit d’eau chaude intégré afin de conserver sa température corporelle. Un capteur est
placé sous 'abdomen pour monitorer la respiration et un autre sur la patte pour I'oxygénation et le
pouls. La procédure dure environ 1h25 et inclut un total de six séquences. L'imagerie commence par
une séquence écho de gradient qui permet le contréle de la position du cerveau au centre du champ
magnétique, une acquisition de 15 images est réalisée (5 images pour chaque plan : axial, coronal et
sagittal). Une seconde séquence d’identification 2D est réalisée en écho spin de dix sections coronales
de 0,7 mm en T2 pondéré pour le contrdle de I'orientation du cerveau. Les parameétres des séquences
sont les suivants : un temps de répétition (TR) de 2500 ms, un temps d’écho (TE) de 33 ms, le champ
de vue (Field of view : FOV) est un carré de 2 cm, codé par une matrice de 256 sur 256 soit une

résolution de 78 microns par pixel.

A la suite des séquences précédentes, une séquence DTI (Diffusion Tensor Imaging) 2D de 30 coupes
axiales de 0,5 mm est appliquée en méthode d’acquisition écho planar (EPI) afin de mesurer les

parametres de mobilité des molécules d’eau, tels que la fraction d’anisotropie (FA), la diffusivité
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moyenne (MOQY), la diffusivité radiale (RAD) et la diffusivité longitudinale (LONG). Les parameétres de
séquences sont les suivants : un TR de 2500 ms, un TE de 30 ms, le FOV est un rectangle de 2,2 x 1,5
cm codé par une matrice de 220 sur 150 soit un pixel de 100 microns de coté. Cette séquence est codée
dans 30 directions avec une valeur b de 850s/mm?2. L’homogénéisation du champ magnétique est
obtenue par méthode MAP-SHIM en plagant un voxel resserré autour du cerveau. En complément,
cette séquence DTl est dupliquée en réglant ses parametres de direction de codage de phase inversés,
sans valeur b et codée en une seule direction, afin de corriger en post-traitement les distorsions dues
a la méthode EPI de la séquence DTI. Puis une séquence anatomique de pondération T2 recallée
géométriquement a la DTI est réalisée avec les parametres suivants : un TR de 5000 ms, un TE de 33

ms.

Enfin une séquence anatomique 3D du cerveau est acquise dans le but de réaliser les calculs
volumiques de structures cérébrales. Elle est de pondération T2 avec un TR de 1800 ms, un TE de 36
ms, le FOV est un voxel de 20 x 15,5 x 12 cm, codé par une matrice de 154 sur 119 sur 92, soit une

résolution de 130 microns par pixel.

Traitement des données :

L'inhomogénéité du champ de polarisation est corrigée a partir des images pondérées en T2 a l'aide
de 'algorithme N4 (Tustison et al., 2010) puis le bruit de fond des images a été corrigé avec un filtre
multirésolution non basée sur les moyennes (Manjén et al.,, 2010). Le masque du cerveau et la
segmentation des régions ont été extraits grace a une segmentation multi-atlas automatique (D. Ma
et al., 2014) et a I'atlas NUS (National University of Singapour) du cerveau de souris (Bai et al., 2012).
39 régions d’intérét bilatérales ont été récupérées et leur volume calculé. Une méthode de valeurs
statistiques de probabilité par voxel a été appliquée pour comparer les volumes de régions cérébrales

des souris WT-VLP a ceux des autres groupes en utilisant un test de permutation de Fisher-Pitman.

Pour les images de DTI, le bruit de fond a été réduit en utilisant la technique de OL-PCA (Overcomplete
Local Principal Component Analysis) (Manjon et al., 2013). Les images pondérées T2, les masques et
les structures segmentées sont enregistrés ensemble sur I'image BO avec le logiciel SPM12 (UCL
Institute of Neurology). Une correction de la distorsion est réalisée par la fonction Eddy du logiciel FSL
(Oxford University). Ce logiciel permet également de générer des cartes des différents parametres de

DTl : FA, MD, RD et LD.

47



7.2. Tomographie a Emission de Positons (TEP)

Le métabolisme cérébral du glucose a été étudié grace a un TEP-CT (Computed Tomography) scan
(Inveon, Siemens). Aprés une mise a jeun sur la nuit, les animaux regoivent une injection
intrapéritonéale de [18-F]fluorodeoxyglucose (*¥FDG, Curium) a 0,5 MBq/g dans 300 pL. 45 minutes
plus tard, I'animal anesthésié avec 2% d’isoflurane est placé dans la machine. L’acquisition TEP est de
15 min et I'acquisition CT de 10 min. Les images générées par CT sont extraites et appliquées sur les
images TEP grace au logiciel SPM. La consommation de ®FDG est exprimée en SUV (Standardized
Uptake Value). Les SUV sont extraites des différentes régions cérébrales grace a I'atlas NUS et

normalisées par les valeurs de SUV du cervelet.

8. Sacrifice et prélevement des tissus

Pour la sélection du sérotype d’AAV et le modele de nucléation, un mois apres les injections
stéréotaxiques, les animaux sont anesthésiés avec un mélange de Kétamine (100 mg/kg) et de Xylazine
(10 mg/kg). Une perfusion intra-cardiaque est réalisée avec du sérum physiologique (0,9% NaCl) froid
puis dix minutes avec du PAF 4%. Le cerveau et la moelle épiniere sont retirés et sont post-fixés une
nuit a 4°C dans du PAF. Aprés un lavage au PBS, ils sont incubés une nuit dans une solution de Sucrose
20%, congelés une minute dans de I'isopentane a -40°C puis stockés a -80°C. Des coupes flottantes de
40 um sont réalisées a I'aide d’un cryostat (Leica) en plan coronal pour le modéle de nucléation et en
plan sagittal pour la sélection des sérotypes d’AAV. La moelle épiniere est déshydratée : éthanol 70°
sur la nuit, éthanol 80° 90 min, éthanol 95° 90 min, éthanol 100° 90 min, xylene deux fois 2h, paraffine

a 55°C deux fois 90 min puis inclues. Des coupes de 7 um sont réalisées au microtome (Leica).

Pour le test de stabilité d’expression de I’AAV et le modéle chronique, un ou neuf mois apres les
injections stéréotaxiques, les animaux sont anesthésiés avec un mélange de Kétamine (100 mg/kg) et
de Xylazine (10 mg/kg). Une perfusion intra-cardiaque est réalisée avec du sérum physiologique froid.
Le cerveau est retiré et coupé en deux. Un hémisphere est post-fixé 7 jours dans du PAF, lavé au PBS,
mis une nuit dans du sucrose 20% et congelé 1 min dans d’isopentane. Des coupes sagittales de 40 um
sont réalisées au cryostat (Leica). L'autre hémispheére est disséqué sur de la glace, I'hippocampe est

extrait et stocké a -80°C.
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9. Extraction d’ADN et gPCR

Pour une réaction en chaine par polymérase quantitative (pPCR), un ou neuf mois post-injection, les
hippocampes sont lysés par sonication dans 200 pL de solution de Tris base 10 mM pH 7,4 avec 10%
de sucrose. L'ADN est extrait a partir de 15 plL de lysat avec le kit Nucleospin Tissue XS (Macherey
Nagel). Une analyse quantitative en PCR a été réalisée sur 2 uL a 25 ng/ulL de ’ADN obtenu, 1 uM
d’oligonucléotides spécifiques des VHHs (amorce sens : ATA CGT AGC TGT GTC CTC GG et amorce anti-
sens : GAG TTC GTT TCC GCC ATC TC) dans un mélange commercial SYBRGreen Master (GoTaq Green
Master Mix 2X, Promega). Le programme du thermocycleur (Applied Biosystems QuantStudio3 Real-
Time PCR) est le suivant : 95°C pendant 10 min puis 40 cycles a 95°C pendant 15 sec et 60°C pendant
1 min. Le nombre de copies du génome viral a été calculé sur la courbe standard générée par qPCR des

plasmides codant les VHH.

10.  Histologie

10.1. Immunohistochimie

Les coupes flottantes sagittales sont rincées trois fois dans du PBS-0,2% Triton X100, les péroxydases
endogénes sont désactivées aves une incubation d’H,0, a 0,3% dans du PBS pendant 30 min. Apres
rincage au PBS-Triton, le marquage non spécifique est éliminé avec du sérum normal de chévre ou
avec du réactif « Mouse On Mouse » (1/100, Vector Laboratories). Les coupes sont ensuite incubées
avec l'anticorps primaire selon les conditions du tableau 4 dans du PBS-Triton sur la nuit a 4°C. Le
lendemain, les coupes sont rincées puis incubées avec |'anticorps secondaire adapté dans du PBS-
Triton une heure a température ambiante. Apres trois ringcages, une amplification est réalisée par un
complexe Streptavidine / Biotine-Péroxydase (ABC kit, 1/400, Vector Laboratories) pendant 2h. Aprés
une série de ringages, le signal est révélé par I'addition de diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB,
Sigma) dans du Tris-HCI 0,1 mol/L, pH 76 avec 0,15% d'H,0,. Les coupes sont ensuite montées sur
lame, séchées a I'air libre puis déshydratées dans des bains croissant d’éthanol de 5 min (30%, 70%,
95% puis 100%) suivis de trois bains de toluéne de 5 min. Une lamelle est immédiatement posée avec

du milieu de montage Vectamount (Vector laboratories).
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Anticorps primaires | ‘
ATS8 biotinylé Invitrogen MN1020B 1/500 -

AT100 Invitrogen MN1060 1/500 Souris

MC1 Peter Davies 1/500 Souris

Ibal Wako, 019-19741 1/500 Lapin

Anticorps secondaires

Anti-mouse IgG biotinylated Vector Laboratories, BA-2001 1/400 Chévre
Anti-rabbit IgG biotinylated Vector Laboratories, BA-1000 1/400 Chévre

Tableau 4: Anticorps utilisés pour les marquages immunohistochimiques et leurs conditions
expérimentales

Pour la quantification a I'aveugle, les hippocampes correspondant aux bregmas médio-latéraux de 0,3
a 3,5 (selon I’atlas de souris de George Paxinos et Keith B.J. Franklin, Academic Press) sont dessinés sur
10 a 17 coupes sagittales par animal avec le logiciel de quantification Mercator (Explora Nova). Un
seuillage constant est appliqué sur les régions. La surface détectée est rapportée a la surface de la

région dessinée puis multipliée par 100 pour donner un pourcentage de surface marquée.

10.2. Immunohistofluorescence

Pour les coupes de cerveaux, les sections sont rincées trois fois au PBS-0,2% de Triton X100 puis le
marquage non spécifique est éliminé avec du sérum normal de chévre (1/100, Vector Laboratories).
Les anticorps primaires sont appliqués selon les conditions décrites dans le tableau 5 dans du PBS-
Triton sur la nuit a 4°C. Le lendemain, les coupes sont rincées puis incubées avec I'anticorps secondaire
adapté dans du PBS-Triton une heure a température ambiante. Aprés trois ringages, les coupes sont
montées sur lame puis I'autofluorescence est atténuée par des bains de 5 min dans du PBS, de I’éthanol
70° puis d’une solution a base de Noir Soudan (Autofluorescene Eliminator, Millipore). Aprés ringcage
1 min dans I’éthanol 70°, les lamelles sont montées avec du milieu de montage supplémenté en DAPI

(Vector Laboratories) pour la visualisation des noyaux.

Pour les coupes de moelle épiniere, ces étapes sont précédées d’un déparaffinage et d’un démasquage
antigénique par 8 min de tampon citrate (3,75 mM d’acide citrique, 2,5 mM de phosphate disodique,

pH 6) a ébullition dans un autocuiseur.
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Anticorps primaires | ‘

GFP Synaptic System, 132002 1/1000 Lapin

RFP Rockland, 600-401-379 1/1000 Lapin

TGN46 Abcam, ab16059 1/200 Lapin

Calreticulin Thermo, PA3-900 1/500 Souris

EEA1 Abcam, ab70521 1/100 Souris

Rab7 Abcam, ab50533 1/200 Souris

p62 Abcam, ab56416 1/200 Souris

LAMP2 Abcam, ab13524 1/200 Rat

LAMP2a 437005 1/200 Cobaye

AT8 Invitrogen, MN1020 1/500 Souris

Anticorps secondaires

| | w0 | che
Anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen, A11001 1/500 Chévre
Anti-rabbit IgG Alexa Fluor 647 Invitrogen, A21245 1/500 Chévre
Anti-rat IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen, A11006 1/500 Chevre
Anti-Guinea pig IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen, A11073 1/1000 Chévre

Tableau 5: Anticorps utilisés pour les marquages immunohistofluorescents et leurs conditions
expérimentales

Les acquisitions d’images sont réalisées sur un scanner de lames a I'objectif 20X (Axioscan, Zeiss) ou
sur un microscope confocal a I'objectif a immersion a huile 63X (LSM 710, Zeiss). Le traitement d'image

est réalisé avec le logiciel Zen Blue (version 3.6, Zeiss).

La quantification du double marquage AT8-mCherry a été réalisé par un script développé dans le
logiciel Imagel afin d’extraire I’hippocampe et de quantifier la zone présentant un double marquage
avec un filtre de particules de 50 a 200 000 pixels, un seuillage du marquage vert (AT8) de 5000 a 65535
et du marquage rouge (mCherry endogéne) de 7200 a 65535.

11.  Tests Biochimiques

11.1. Lysats hippocampiques

Les hippocampes ont été lysés par sonication dans 200 pL de solution Tris base 10 mM pH 7,4
contenant 10% de sucrose. Les concentrations en protéines ont été déterminées par un test
colorimétrique a l'acide bicinchonique (BCA assay, Pierce). Les échantillons sont dilués avec du

dodécylsulfate de lithium (LDS, Invitrogen) et de I'agent réducteur dithiothréitol (DTT, Invitrogen) puis
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chauffés 10 min a 100°C. Ensuite, 10 pg de protéines sont séparés selon leur masse moléculaire par
électrophorése monodimensionnelle sur un gel d’acrylamide 4-12% Bis-Tris (Nupage, invitrogen) avec
un voltage constant de 200 volts pendant une heure. Les protéines sont ensuite transférées sur une
membrane de nitrocellulose de 0,45 pm (Amersham) grace a une voltage de 30 volts pendant 90
minutes. Une coloration au Rouge Ponceau (0,2% Ponceau 2R, 3% d’acide trichloroacétique) est
réalisée pour contréler la qualité du transfert. Les membranes sont ensuite lavées dans du tampon
TNT (Tris 15 mM pH8, NaCl 140 mM, 0,05% Tween), saturées avec 5% de lait ou 5% de BSA dans du
TNT puis incubées avec I'anticorps primaire dilué dans la solution de saturation sur la nuit a 4°C (voir
tableau 6). Le lendemain, apres trois lavages au TNT, I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase
anti-souris au 1/50 000 ou anti-lapin au 1/5000 (Vector laboratories) est appliqué sur les membranes
45 min a température ambiante. Apres trois lavages, la peroxydase est révélée par chemiluminescence
(ECL, Amersham). Le signal est visualisé par un systeme LAS4000 (GE Healthcare). Les bandes obtenues
sont quantifiées par le logiciel ImageQuant (GE Healthcare). Une normalisation du signal est effectuée

sur le signal des protéines GAPDH ou actine, servant de contrdle de charge.

| Anticorps primaires | ‘

Tau C-ter Home-made, 993-S1 1/4000 Lapin

NeuN Abcam, ab177487 1/5000 Lapin

GFAP Sigma-Aldrich, G3893 1/1000 Souris

Ibal Abcam, ab178846 1/1000 Lapin

pEIF2a Thermofischer, MA5-15133 1/1000 Lapin

EIF2a Cell Signaling, 5324 1/1000 Lapin

ATF4 Cell Signaling, 11815 1/1000 Lapin

pErk Cell Signaling, 9106 1/2000 Souris

Erk Cell Signaling, 9102 1/1000 Lapin

Snap25 SantaCruz, sc-376713 1/1000 Souris

PSD95 Cell Signaling, 2507 1/1000 Lapin

LC3b Cell Signaling, 2775 1/2000 Lapin

MBP Sigma Aldrich AB15542 1/5000 Lapin
CPNPase Abcam, ab6319 1/1000 Souris
GAPDH Sigma Aldrich, G9545 1/50000 Lapin

Actin Sigma Aldrich, A5441 1/25000 Souris

AT100 Invitrogen MN1060 1/500 Souris

Anticorps secondaires

Anti-Souris IgG Fc HRP Invitrogen31439 1/20000 Chévre
Anti-Lapin IgG (H+L) peroxidase Vector Laboratories, PI-1000 1/5000 Cheévre
Anti-Souris IgG (H+L) peroxidase Vector Laboratories, PI-2000 | 1/50000 Cheval

Tableau 6: Anticorps utilisés pour les tests biochimiques et leurs conditions expérimentales
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11.2. Séparation des fractions soluble et insoluble

Une séparation des fractions solubles et insolubles de la protéine tau a été réalisée a partir de 200 pg
de lysat hippocampique dans 800 uL de solution Tris base 10 mM pH 7,4 contenant 10% de sucrose et
0,2 % de TritonX100. Aprés sonication (20 impulsions de 0,5 a amplitude 40), une étape de
centrifugation est réalisée pour éliminer les débris tissulaires (5000g, 10min, 4°C). Une
ultracentrifugation du surnageant est ensuite réalisée (100 000 g ; 1h ; 4°C). Le surnageant est
considéré comme la fraction soluble et le culot est repris dans 800 pL de tampon Sarkosy! (Tris/HCI
10mM, pH=7,4 ; sucrose 0,32M ; 1% Sarkosyl) et repassé en ultracentrifugation (100000 g ; 1h ; 4°C)
apres sonication (20 impulsions de 0,5 a amplitude 40). Le culot contient les especes insolubles de
protéine tau (oligoméres insolubles et agrégats). Les différentes fractions sont reprises dans une

solution de LDS 2X et sont analysées en électrophorése monodimensionnelle.

12.  Analyse du plasma

Lors du sacrifice, le sang est prélevé par ponction cardiaque avec un tube capillaire recouvert d’'EDTA
(Microvette EDTA K2E, Sarstedt) et centrifugé a 200g pendant dix min a 4°C. Le plasma est récolté et
stocké a -80°C. Les plasmas des souris sont centrifugés une nouvelle fois 5 min a 10 000g a 4°C, dilués
huit fois dans le tampon du kit et utilisés en duplicate pour le dosage de protéines en utilisant le kit
Simoa selon les instructions du fabricant. L'incubation avec des billes paramagnétiques couvertes de
I'anticorps de capture et d’un anticorps de détection marqué par I'enzyme streptavidine B-
galactosidase permet de former un immunocomplexe. Celui-ci est remis en suspension dans une
solution contenant le substrat de I'enzyme, le résofurin-B-D-galactopyranoside, puis transféré sur des
disques contenant plus de 200 000 puits de 50 femtolitres répartis sur des réseaux permettant la
séparation des billes une a une. L’appareil SR-X (Quanterix) permet la lecture de la fluorescence a 585
nm. Un kit de dosage Simoa Neuro 4-Plex B (Quanterix) a permis le dosage de plusieurs protéines : le
NfL, la protéine tau, GFAP et UCH-L1. Les contréles internes fournis par le fabricant étaient bien dans
la plage spécifiée et tous les échantillons étaient au-dessus de la limite la plus basse de quantification
(LLOQ) pour chaque mesure (LLOQ=0.5 pg/mL pour Tau, 2 pg/mL pour NfL, 9.38 pg/mL pour GFAP et
37,5 pg/mL pour UCHL1).

53



13.  Analyses statistiques

La normalité de la distribution des échantillons a été vérifiée par un test de Shapiro-Wilk. Les groupes
ont été comparés avec une valeur hypothétique grace a un test t sur un échantillon pour une
distribution paramétrique ou un test de Wilcoxon pour une distribution non normale. Les
comparaisons entre deux groupes ont été effectuées avec un test t de Student non apparié en cas de
distribution normale ou avec un test de Mann & Whitney pour une distribution non paramétrique. Les
comparaisons entre plusieurs groupes ont été réalisées avec un test One-way ANOVA pour les
populations normales et avec un test de Kruskall-Wallis pour les populations non paramétriques. Les
analyses statistiques sur plusieurs parametres ont été réalisées avec un test Two-way ANOVA avec une
correction de Geisser-Greenhouse. Pour I'analyse des tests comportementaux, les valeurs s’écartant
de la moyenne de plus de 2 écarts-types ont été retirées. Ces analyses ont été réalisées avec le logiciel

GraphPad Prism. Les comparaisons présentant une valeur de p inférieure a 0,05 ont été considérées

comme ayant une différence significative.
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RESULTATS
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A. Développement des outils de modélisation

Les VHHs ont la propriété de pouvoir étre exprimés et de reconnaitre leur cible dans I'environnement
intracellulaire. Le VHH intraZ70 est issu du VHH E4-1, reconnaissant I'épitope PHF6, qui a été optimisé
par mutagénese pour une expression et une solubilité intracellulaires optimales (Danis et al., 2022).
Pour un adressage extracellulaire, I'extraZ70 a été construit avec une séquence de sécrétion IL2ss. |l
est également fusionnés en C-ter avec un fragment Fc afin d’augmenter sa demi-vie dans le milieu
extracellulaire et d’amorcer une prise en charge par la microglie a l'instar des anticorps

conventionnels.

1. Adressage intra et extracellulaire des VHHs

Dans un premier temps, nous avons validé in vitro la qualité de I'adressage intra ou extracellulaire de
nos constructions. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec un plasmide codant pour I'intraZ70,
I'intraCtrl, I'extraZ70 ou I'extraCtrl. 48h post-transfection, ’homogénat de cellules et le milieu de
culture ont été collectés et la présence des VHHs détectés par électrophorése monodimensionnelle
grace a un anticorps dirigés contre les VHHs. Le poids moléculaire des VHHs étant de 14 kDa et celui
de la mCherry 26 kDa, les intra Z70 et intraCtrl sont détectés dans le lysat cellulaire a la taille prévue
de 40 kDa.et ne sont pas visualisé dans le milieu de culture. Alors que les extra Z70 et extraCtrl sont
retrouvés a la fois dans le lysat et dans le milieu de culture a la taille de 42 kDa, le fragment Fc ayant
un poids moléculaire de 25 kDa et le VHH additionné de la séquence IL2ss de 17 kDa (Figure 23b). Pour
ces derniers, leur présence a été validé a la méme taille avec un anticorps dirigés contre le fragment
Fc de souris (Figure 23c). Pour mieux comprendre la configuration des extraVHHs, une électrophorese
monodimensionnelle des mémes échantillons avec et sans agent réducteur a été réalisée. Avec les
anticorps anti-VHH (Figure 23d) et anti-Fc (Figure 23e), le poids moléculaire des extraVHHs passent a

80 kDa en conditions non dénaturantes, suggérant leur dimérisation.

Ces résultats confirment I'efficacité de la séquence de sécrétion contenue dans les extraVHH et

I’adressage correcte de nos constructions.
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Figure 23: Les différentes constructions utilisées et leur localisation cellulaire

(a) Représentation schématique de gauche a droite : Anticorps conventionnel présentant un fragment
constant (Fc), 2 domaines variables (VL) et 2 domaines lourds (VH). Anticorps de lama contenant
uniquement des domaines lourds. Le VHH Z70 est un domaine variable d’un anticorps de camélidés ;
pour notre étude, I'intraZ70 est fusionné a la protéine rapportrice mCherry. Le VHH Z70 associé a un
fragment Fc de souris est I'extraZ70. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les plasmides
exprimant l'intraZ70, l'intraCtrl, I'extra Z70 et 'extraCtrl ou sans plasmide (NT). L’expression des
VHHs est détectée par western-blot a partir de lysat cellulaire (C) ou du milieu (M) grdce a un
anticorps anti-VHH. (b) ou [I'anticorps anti-Fc de souris (c). L’étoile indique la présence de
contaminant du milieu de culture. La fleche indique la taille attendue des VHHs. Une électrophoreése
monodimensionnelle a été réalisée sur les mémes échantillons avec et sans agent réducteur. Les
extraVHHSs sont visualisés avec un anticorps anti-VHH (d) ou un anticorps anti-Fc de souris (e).
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2. Sélection du vecteur viral pour une modélisation chez la souris

Afin de tester |'efficacité et I'innocuité de nos VHHs, le choix s’est tourné vers un vecteur viral AAV. Les
AAVs sont des virus non-pathogéniques chez I'humain. lls sont non-réplicatifs car leur réplication
naturelle dépend d’une co-infection avec d’autres virus, comme I'adénovirus. La cytotoxicité des AAV
est plus faible que celle des vecteurs adénoviraux ou lentiviraux. Les vecteurs viraux AAV ont
également 'avantage de ne pas s’intégrer aléatoirement dans le génome de I’'hGte contrairement aux
vecteurs issus des lentivirus ou des rétrovirus (Ginn et al., 2010). Le génome de I’AAV persiste trés
majoritairement en tant qu’épisome extra-chromosomique, qui a démontré une expression du
transgene efficace et stable dans le temps (Muhuri et al., 2022). Leur capacité a effectuer du transport
antérograde et rétrograde permet une meilleure diffusion du vecteur dans un tissu. De plus, grace a
une grande variété de capsides, le pseudotypage des AAVs permet de cibler différents tissus. Dans un
cadre thérapeutique, nous souhaitons une expression dans une majeure partie du SNC. Pour ce faire,
le génome de I’AAV2 a été combiné avec des capsides de plusieurs sérotypes d’AAV décrits comme
ayant un tropisme pour le systeme nerveux central : AAV7, AAVS, AAV9 et AAV10 (Issa et al., 2023; J.-
H. Wang et al., 2024). Ces quatre sérotypes exprimant la protéine GFP sous le contrdle d’'un promoteur
ubiquiste, le promoteur du cytomégalovirus (CMV), ont été injectés dans I’hippocampe ou dans les
ventricules cérébraux de souris Tg30. Un mois post-injection, la présence de la GFP dans le SNC a été
détectée par immunomarquage et quantifiée. On remarque une absence d’expression suite a une
injection intracérébroventriculaire quelques soient les vecteurs utilisés (Figure 24a). Suite a une
injection dans I’hippocampe, plus précisément dans la premiére aire de la corne d’Ammon (CA1), le
vecteur pseudotypé AAV2/8 est beaucoup moins efficace que les vecteurs pseudotypés AAV2/7,
AAV2/9 et AAV2/10 (Figure 24b). Pour discriminer ces trois derniers, la sélection se base sur
I’expression dans la moelle épiniere ; cette région étant atteinte de pathologie tau dans le modele de
souris Tg30 (Schindowski et al., 2006). Un immunomarquage de la GFP a été réalisé dans la moelle
épiniére des souris et 'AAV2/9 présente la meilleure expression (Figure 24c). Pour compléter cette
caractérisation, la distribution de 'AAV2/9 au sein de la moelle épiniére a été comparée a la
distribution de la pathologie dans les souris Tg30 agées de 10 mois. La présence de GFP est retrouvée
dans les fractions cervicale, thoracique et dorsale de la moelle épiniere des souris injectées dans
I’hippocampe avec 'AAV2/9 exprimant la GFP (Figure 24d haut). La protéine tau hyperphosphorylée
est retrouvée dans les mémes zones de la moelle épiniere chez les souris Tg30 (Figure 24d bas). Le

vecteur pseudotypé AAV2/9 est donc sélectionné pour une modélisation chronique chez la souris.
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Figure 24: Distribution de I'’expression et sélection des AAVs

(a) Immunodétection de la GFP en blanc et des noyaux en bleu un mois aprés injection dans
I’hippocampe (HIPP) ou dans les ventricules cérébraux (ICV) sur coupes sagittales. H= hippocampe, ViC=
cortex visuel. Echelle= 1000 um. (b) Quantification de I'expression de la GFP avec Image J. * : p<0,05 ;
**:p<0,01; ***: p<0,001; ***: p<0,0001. (c) Inmunodétection de la GFP en blanc et des noyaux en
bleu dans la moelle épiniére. Echelle= 50 um. (d) Immunodétection de la GFP en blanc sur coupe de
moelle épiniére de souris injectées dans I’hippocampe avec I'’AAV2/9 (panel du haut) ou de la protéine
tau hyperphosphorylée par I'anticorps AT8 en rouge dans des souris Tg30 de 10 mois (panels du bas).
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3. Expression des VHHSs aprées injection intra-hippocampique chez la souris

Pour étudier les effets de I'expression des VHHs a long terme, nous avons vérifié la stabilité de
I’épisome des vecteurs viraux exprimant nos constructions. Pour ce faire les AAV2/9 intraCtrl, intraZ70,
extraCtrl ou extraZ70 ont été injectés dans I'hippocampe de souris Tg30. Un ou neuf mois apres
I'injection, I'hippocampe a été disséqué. Quelle que soit la construction de VHH utilisée, I'analyse du
génome ne montre aucune différence significative de quantité d’ADN viral entre un et neuf mois,
confirmant la stabilité de I'épisome des AAV. Egalement, I'intraZ70 et I'extraZ70 ont un niveau

d’expression identique a leur controéle respectif (Figure 25a).

Dans un second temps, I'expression des VHHSs a été détectée par immunomarquage sur des coupes de
cerveau des souris. Les VHHs sont présents un et neuf mois apres l'injection a un niveau d’expression
comparable (Figure 25b), leur localisation est principalement dans I’hippocampe et dans le cortex

visuel.
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(Figure de la page précédente)
Figure 25: Stabilité de I’expression des VHHs par vecteur viral

Les vecteurs AAVs exprimant les VHHSs ont été injectés dans I’hippocampe de souris Tg30 et les naimaux
ont été sacrifies 1 ou 9 mois post-injection. (a) Détection de I’épisome viral par qPCR du lysat
d’hippocampe 1 ou 9 mois post-injection. Immunodétection des VHHSs sur coupe sagittale de cerveau a
I'aide d’un anticorps anti-RFP pour les intraCtrl et intraZ70 ou d’un anticorps anti-Fc pour les extraCtrl
et extraZ70. (b) Acquisitions issues du scanner de lames. Echelle = 1000um. (c) Acquisitions issues de
microscopie confocale. Echelle = 10um.

Pour mieux visualiser la localisation des VHHs suite a leur expression in vivo, un immunomarquage
fluorescent par I'anticorps anti-VHH a été observé en plan focal. L'intraZ70 est bien retrouvé a
I'intérieur des cellules suite a une expression in vivo a long terme, cependant une partie du marquage
est d’aspect ponctiforme (Figure 25c). Certains nanocorps ont une mauvaise solubilité et ont tendance
a s’auto-agréger, formant des agrégats punctiformes (Danis et al., 2022; Mortelecque et al., 2024). La
macroautophagie est la voie de dégradation cellulaire référente pour les agrégats insolubles dans
laquelle intervient la protéine p62 (Kumar et al., 2022). Un co-marquage fluorescence de I'intraZ70
avec la protéine p62 a été réalisé sur les coupes de cerveaux de souris injectées avec I'intraZ70 et ne
montre pas de co-localisation (Figure 26a). L’autophagie n’étant pas impliquée dans la prise en charge
de ces puncta, des marqueurs d’autres voies de dégradation cellulaire ont été visualisé. Nous
n’observons pas de colocalisation entre I'intraZ70 et les endosomes précoces ou tardifs, visualisés par
I’anticorps anti-EEA1 et anti-Rab7 respectivement (Trofimenko et al., 2021) (Figure 26 b et c). Par
contre, un co-marquage entre l'intraZ70 et LAMP2 est retrouvé dans les lysosomes (Figure 26d).
Cependant, 'utilisation d’un anticorps spécifique de I'isoforme LAMP2A, spécifique de I'autophagie
médiée par les chaperonnes, n’a pas permis de valider I'implication de cette voie de dégradation
(Figure 26e). La protéine LAMP2c étant spécialisée dans la dégradation des acides nucléiques,
I'implication de LAMP2b est I’'hypothése la plus probable. Celle-ci est nécessaire dans la fusion des
lysosomes et des autophagosomes et est un composant des membranes des exosomes (Qiao et al.,
2023). Malheureusement, aucun anticorps dirigé contre LAMP2b compatible avec nos contraintes

techniques n’est disponible a ce jour.
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Figure 26: Co-localisation de I'intraZz70 avec des marqueurs des différentes voies de dégradation
intracellulaire

9 mois apreés l'injection dans I’hippocampe de '’AAV2/9 exprimant I'intraZ70, les animaux sont sacrifiés

et des analyses d’immunofluorescence sont réalisée sur coupes de cerveau. Echelle = 10 um. En bleu,
sont visualisés les noyaux avec un marquage au DAPI, en vert le VHH Z70 avec un anticorps anti-RFP.
(a) p62, (b) EEA1, (c) Rab7, (d) LAMP2 et un agrandissement numeérique de la zone encadrée (Echelle =
5um), (e) LAMP2a sont représentés en violet.
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L'adressage des extraZ70 a également été caractérisé par des co-marquages avec des voies de
sécrétion. La protéine TGN46 est impliquée dans le réseau trans-golgien de sécrétion (Lujan et al.,
2024) mais elle n’est pas retrouvée associée a I'extraZ70 (Figure 27a). Par contre, I'extraZ70 est
associée avec la calréticuline, une protéine du réticulum endoplasmique (Michalak, 2023) (Figure 27b).
Ces résultats confirment I'implication d’une voie de sécrétion pour I'adressage extracellulaire des

extraVHHs.

Figure 27: Localisation de I’extraZ70 dans les différentes voies de sécrétion

9 mois aprés l'injection dans I'hippocampe de I'AAV2/9 exprimant I'extraZ70, les animaux ont été
sacrifiés et des analyses par immunofluorescence ont été réalisées sur des coupes de cerveau. Echelle
=10 um. En bleu, sont visualisés les noyaux avec un marquage au DAPI, en vert le VHH Z70 avec un
anticorps anti-Fc. En violet sont représentés les immunomarquages de (a) TGN46 et (b) Calréticuline
avec un agrandissement numérique de la zone encadrée (Echelle =5 um).
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Pour conclure, ces premiéres analyses permettent de valider :

L’adressage correct de nos constructions,
- L'utilisation du vecteur viral AAV2/9 en injection intra-hippocampique,

- L’expression a long terme de nos constructions in vivo.

Cette validation nous permet de pouvoir étudier les effets du Z70 exprimé a l'intérieur des cellules ou

dans le milieu extracellulaire.
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B. Etude de I'innocuité du Z70 ciblant la protéine tau intra ou extracellulaire

Le Z70 ciblant I'épitope PHF®6, il est possible qu’il interagisse avec la protéine tau physiologique et
perturbe ses fonctions. Bien que les souris KO-Tau aient un développement normal, certaines
altérations ont été reportées dans ce modele. Ces animaux présentent une prise de poids supérieure
aux souris sauvages (Marciniak et al., 2017). lls présentent des modifications de motricité et de
positionnement des pattes postérieures (Lei et al., 2014; Q.-L. Ma et al., 2014), une anxiété et une
mémoire altérées (Gongalves et al., 2020; Q.-L. Ma et al., 2014) ainsi qu’une perte synaptique (Q.-L.

Ma et al., 2014).

Une évaluation a long-terme des effets indésirables potentiels des VHH Z70 ciblant la protéine tau intra
ou extracellulaire dans la souris WT nous permet d’évaluer différents paramétres centraux ou
périphériques comme la prise de poids, I'imagerie cérébrale, le comportement ainsi que des
marqueurs cérébraux ou sanguins. Les AAV2/9 exprimant les VHHSs intra et extraZ70 sont comparés au
vecteur AAV2/9 vide. Le vecteur exprimant la protéine GFP est également injecté pour un contréle de

surexpression de protéine.

1. Prise de poids des animaux

Des vecteurs AAV2/9 exprimant I'intraZ70, I'extraZ70 ou la protéine GFP comme contréle ont été
injectés dans I'hippocampe de souris WT agées de 1 mois. Un contréle AAV2/9 n’exprimant aucune
protéine a également été injecté. Les animaux ont été suivis jusqu’a I'age de 10 mois. Aucune
différence de prise de poids n’a été observée entre les groupes, suggérant I'absence de trouble majeur

du métabolisme des souris WT exprimant les VHHs Z70 (Figure 28).
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Figure 28: Prise de poids de souris WT apres injection avec I'intra ou I'extraz70

Les souris ayant recu une injection intra-hippocampique d’AAV2/9 vide ou codant pour la GFP,
I'intraZ70 ou I'extraZ70 sont pesées tous les mois. La prise de poids est exprimée en pourcentage par
rapport au poids de départ.
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2. Imagerie cérébrale

Huit mois aprés l'injection des AAVs dans I'hippocampe, le cerveau des souris est analysé par de
I'imagerie cérébrale IRM et TEP. Dans un premier temps, le volume des régions avec la plus grande
expression de transgéne, soit I'hippocampe et le cortex visuel (Figure 25b), a été mesuré sur les
acquisitions d’IRM. Une atrophie de ces régions pour les souris ayant recu le vecteur exprimant la GFP
est observée. Les souris du groupe intraZ70 ont un volume hippocampique et cortical identique aux
souris AAV2/9 vide. Les souris extraZ70 ont une réduction significative du volume de I'hippocampe
mais un volume du cortex identique aux souris contrdles (Figure 29 b et c). L'imagerie PET du ®FDG a
permis de visualiser la prise du glucose dans le cerveau des animaux. Aucune différence de la
consommation n’a été observé entre les groupes GFP, intraZ70 et extraZ70 comparés a I’AAV2/9 dans
I’"hippocampe ainsi que dans le cortex visuel (Figure 29 d et e), suggérant une intégrité générale des

neurones et I'absence d’inflammation majeure.

d AAV2/9 vs GFP AAV2/9 vs intraZ70 AAV2/9 vs extraz70

] AAv2/9

GFP
O WT
W ntraz7o
ExtraZ70

66



(Figure de la page précédente)
Figure 29: Imagerie cérébrale des souris WT

8 mois aprés injection, le volume cérébral est mesuré par IRM. (a) Différence statistique entre les souris
du groupe VLP et celles des groupe GFP, intraZ70 ou extraZ70. L’échelle colorimétrique établie par la
logiciel NUS indique les valeurs de p, allant du bleu (p=0,05) au rouge (p<0,005) (b) Volume de
I’hippocampe en mm?. (c) Volume du cortex visuel en mm?3. Consommation du glucose mesurée par
FDG-TEP dans I’hippocampe (d) ou dans le cortex visuel (e) * : p<0,05.

Dans un second temps, I'analyse des tenseurs de diffusion par séquence DTl en imagerie IRM nous
permet d’étudier la microstructure et I'organisation des tissus, notamment l'intégrité de la substance
blanche. Cette technique analyse la diffusion des molécules d’eau dans les trois dimensions. Dans des
fibres saines, les molécules d’eau se déplacent dans une direction privilégiée le long de I'axone et ont
donc une diffusion anisotropique (Figure 30). Les valeurs de diffusion dans les trois dimensions
permettent d’obtenir les parametres de diffusivité moyenne (MQY), longitudinale (LONG), radiale

(RAD) et la fraction d’anisotropie (FA).

Diffusion isotropique Diffusion anisotropique

A=A,z A A > A > A Diffusivité moyenne (MOY) = (A, + A, + A;)/3

Diffusivité longitudinale (LONG) = A,

Diffusivité radiale (RAD) = (A, + A;)/2

Fraction d"anisotropie (FA) = ’,"T_ u'/(kl R R R

/
N2 SRR

Figure 30: Représentation des tenseurs de diffusion

Les valeurs des tenseurs de diffusion sont représentées en trois dimensions (A1, A5, As). Lorsque la
diffusion n’a pas de direction préférentielle, elle peut étre représentée par une sphére. Lorsque la
diffusion est anisotropique, elle est ellipsoidale et orientée sur I'axe principal le plus long (A1). Les
vecteurs A, et Az sont perpendiculaires a I'axe principal. Plusieurs parameétres peuvent étre calculés a
partie la valeur de ces trois vecteurs : les diffusivités moyenne, longitudinale ou radiale et la fraction
d’anisotropie. Adapté de (Lope-Piedrafita, 2018)

Dans I'hippocampe et le cortex visuel, il n’y a pas de différence de FA entre le groupe AAV2/9 et les
autres groupes (Figure 31 a et e). Cependant lorsque les autres composantes de I'anisotropie sont
analysées, une hausse des diffusivités moyenne (Figure 31 b et f), longitudinale (Figure 31 c et g) et
radiale (Figure 31 d et h) est observée chez les souris injectées avec I'intraZ70 et I'extraZ70 pour les
deux régions d’intérét. Cette différence dans les trois dimensions explique I'absence de variation de la

FA. Ces modifications pouvant refléter des altérations de la myéline (Aung et al., 2013; Figley et al.,
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2022), une quantification des protéines MBP (Myelin Basic Protein) et CNPase (2’,3’-cyclic nucleotide
3’-phosphodiesterase), deux marqueurs de la myéline, a été réalisée par électrophorese
monodimensionnelle a partir d’extrait de lysat d’hippocampe (Figure 31i). Dans les hippocampes du
groupe GFP, une augmentation de MBP est observée par rapport au groupe AAV2/9. Dans les groupes
intraZ70 ou extraZ70, il n’y aucune différence de quantité de MBP (Figure 31j) ou de CNPase (Figure
31k) par rapport aux souris du groupe VLP. Les résultats de DTl observés ne semblent donc pas étre la

conséquence d’une démyélinisation importante des axones.
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Figure 31: Intégrité axonale des souris WT

La séquence DTl obtenue par I'imagerie IRM permet I'analyse de plusieurs paramétres de diffusion : la
FA (a, e), la MOY (b, f), la LONG (c, g), la RAD (d, h) dans I'hippocampe et le cortex visuel
respectivement. Analyse post-mortem de lysat d’hippocampe par immunodétection des protéines MBP
et CNPase par WB (i) et leur quantification respective (j, k). * : p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 ;
*¥¥* . p<0,0001.
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3. Etudes comportementales

La déplétion de la protéine tau physiologique, notamment dans des modeles KO-Tau, peut avoir des
conséquences sur les fonctions motrices des animaux. Une faiblesse musculaire, un positionnement
des membres inférieurs anormal et une locomotion altérée ont été démontré dans la littérature chez
ces souris (Lei et al., 2014; Q.-L. Ma et al., 2014). Ainsi, les fonctions motrices des animaux injectés
avec nos constructions ont été analysées. Un suivi mensuel du positionnement des pattes postérieures
a été réalisé. Aucun changement n’a été détecté dans les souris des groupes intra et extraZ70 (Figure
32a). Sept mois apres l'injection des AAVs dans I'hippocampe des souris WT, la locomotion des
animaux a été étudiée dans un labyrinthe a champ ouvert (Openfield) et dans un labyrinthe en Y (Y
maze). Pour chaque test, la distance parcourue et la vitesse de déplacement des animaux ont été
mesurées et elles sont identiques pour tous les groupes (Figure 32 b, c, e et f). Ainsi, la surexpression

de l'intra ou de I'extraZ70 dans le cerveau n’induit pas de troubles moteurs.

L'absence de protéine tau peut entrainer des altérations de la plasticité synaptique (T. Ahmed et al.,
2014; Q.-L. Ma et al., 2014). Les VHHSs étant exprimés a des niveaux élevés dans I"hippocampe, deux
tests cognitifs impliquant cette région ont été réalisés. L'Openfield permet d’étudier I'anxiété des
animaux (Seibenhener & Wooten, 2015), comportement ayant une composante hippocampique
(Jimenez et al., 2018; Kheirbek et al., 2013; C. Wang et al., 2019). Il consiste a laisser les animaux
explorer un carré de 49 cm de co6té avec des murs opaques pendant dix minutes. L'analyse du
thigmotactisme, soit la tendance naturelle des souris a passer plus de temps dans la zone proche des
murs, permet de quantifier I'anxiété des animaux. Comme représenté dans la figure 32d, tous nos

groupes d’animaux passent bien plus de temps dans la périphérie du labyrinthe (P) que dans son centre

(©).

La mémoire spatiale est également un comportement nécessitant I'implication de I"hippocampe et
peut étre étudiée par I'utilisation d’un labyrinthe en Y (Kraeuter et al., 2019; Paul et al., 2009). Dans ce
test, les animaux sont libres d’explorer deux bras du labyrinthe pendant cinq minutes. Aprées un retour
dans leur cage, ils peuvent de nouveau explorer le labyrinthe mais avec le troisieme bras ouvert cette
fois. Le pourcentage de temps passé dans le nouveau bras par rapport au temps total dans le bras
connu autre que le bras de départ et dans le nouveau bras donne un index de discrimination. Celui-ci
est statistiguement comparé a 50%, soit le temps sans préférence pour un bras. Tous nos groupes de

souris passent significativement plus de temps dans le nouveau bras (Figure 32g).

Ainsi bien que quelques effets aient été observés en imagerie cérébrale, aucune altération des
fonctions motrices ou cognitives n’est observée dans les souris surexprimant I'intraZ70 ou I'extra Z70

dans I'hippocampe.
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Figure 32: Effet de I'intra et extraZ70 sur les fonctions motrices et cognitives des souris WT

(a) Suivi mensuel de la position des membres inférieurs par un score de sévérité allant de 0 = position
physiologique a 1 = position altérée. La distance parcourue (b, e) et la vitesse des animaux (c, f) sont
mesurées pendant les 10 min du test d’Openfield ou les 5 min du test Y maze respectivement. (d) Dans
I’Openfield le temps passé dans la zone périphérique (P) ou dans la zone centrale (C) est reporté au
temps total. (g) Dans le Y maze, le temps passé dans le nouveau bras est reporté a la somme des temps
dans les bras nouveau et autre dans la premiére minute. La value statistique représente la comparaison
avec 50% du temps. * : p<0,05; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001 ; **** : p<0,0001.
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4. Marqueurs plasmatiques

Pour compléter I'étude de I'effet des intra et extraZ70 sur la physiologie cérébrale, plusieurs

biomarqueurs pouvant étre dosés dans la périphérie ont été sélectionnés :

- NfL (Neurofilament a chaine légére) : La rupture de la membrane axonale libere les
neurofilaments dans le liquide interstitiel, puis dans le LCS et le sang. Le NfL étant la sous-unité
de neurofilament ayant le poids moléculaire le plus faible par rapport aux sous-unités
moyennes ou lourdes, sa diffusion dans le parenchyme est la plus aisée et elle est retrouvée
augmentée dans les liquides biologiques apres une dégénérescence axonale ou une mort
neuronale (Alirezaei et al., 2020; Bacioglu et al., 2016).

- GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) : Lors de la mort cellulaire et de la dégénérescence des
neurones, les astrocytes proliferent et la quantité de GFAP augmente. Ainsi, une élévation de
la GFAP détectée dans le sang est associée a de nombreuses pathologies neurodégénératives
(2. Yang & Wang, 2015).

- UCH-L1 (Ubiquitin Carboxy-terminal Hydrolase L) : UCH-L1 est une des protéines solubles les
plus abondantes dans le cerveau. D’une petite taille (27 kDa), elle est connue pour traverser la
BHE et est référencée comme biomarqueur des traumatismes craniens (Hellstrom et al., 2025).
Son dosage peut étre également corrélée a des diagnostics d’ischémie cérébrale (Ren et al.,

2013) ou de sévérité de maladie de Parkinson (Ng et al., 2020).

Pour ce dosage, la technologie Simoa a été sélectionnée, permettant la détection de protéines a des
niveaux inférieurs au femtomole. Une baisse significative de NfL dans les plasmas des groupes GFP et
intraZ70 par rapport au contrdle AAV2/9 est observée, celle-ci ne traduit aucun effet délétére sur les
neurones (Figure 33a). Aucune différence dans la quantité plasmatique de GFAP et de UCH-L1 n’est
observée dans I'ensemble des groupes d’animaux (Figure 33 b et c). Ainsi aucun effet délétére de
I’expression de l'intra ou de I'extra Z70 n’est observé lors de dosage de biomarqueurs de stress

cérébral.

Le dosage plasmatique de la protéine tau totale n’est pas représentatif d’altérations neuronales ou de
dégénération (Holper et al., 2022; Park et al., 2024). |l nous permet de visualiser un éventuel effet de
I'intra ou extraZ70 sur la quantité de protéine tau périphérique. Cependant, aucune différence n’est

observée (Figure 33d).
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Figure 33: Dosage plasmatique de marqueurs périphériques sanguins

Un dosage plasmatique par technologie Simoa a permis de titrer la quantité de (a) NfL, (b) GFAP, (c)
UCH-L1 et (d) tau. * : p<0,05 ; ** : p<0,01.

5. Margueurs cérébraux

Pour confirmer I'absence de dommages neuronaux, plusieurs marqueurs des neurones ont été
guantifiés par analyse biochimique du lysat d’hippocampe. La quantité de protéine tau ne varient pas
entre les groupes (Figure 34a). Ainsi, l'intra et I'extraZ70 ne dégradent pas la protéine tau
physiologique. Egalement, la quantité de protéine NeuN, présente dans le noyau et le cytoplasme
périnucléaire des neurones, ne varie pas, suggérant une quantité constante de neurones dans
I’hippocampe des animaux de tous les groupes (Figure 34b). Les synapses ont également été analysées
par détection des protéines PSD95 et Snap25. Aucune variation de quantité de ces deux marqueurs

synaptiques n’est observée (Figure 34 c et d).

Des marqueurs de stress cellulaire ont également été quantifiés. Aucune variation de la quantité LC3b
n’est observée (Figure 34g). Le traitement avec les intra et extraZ70 n’active donc pas la voie de
I"autophagie. Les protéines pEIF2a et ATF4 sont impliquées dans la réponse intégrée au stress. Une
augmentation d’ATF4 est observée dans les souris exprimant la GFP, mais cette voie n’est pas activée

par nos deux VHHs (Figure 34 h et i).

La réponse inflammatoire a été étudiée en quantifiant la protéine GFAP, spécifique des astrocytes. La
qguantité de ces derniers ne varie pas entre les groupes (Figure 34e). Le traitement n’entraine donc pas

d’astrogliose. La quantité de microglie a été évaluée grace a la protéine lbal. Une augmentation
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significative de celle-ci est observée en étude biochimique dans les hippocampes de souris injectées
avec I'intraZ70 et avec I'extraZ70 (Figure34f). Ce résultat est confirmé uniquement pour I'extraZ70 par
analyse histologique de I'hippocampe (Figure 34j). La présence du fragment Fc sur le VHH Z70

extracellulaire entraine bien I'activation de la microglie.
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Figure 34: Effets des intra ou extraz70 sur les marqueurs cérébraux

9 mois apreés injection des AAVs dans I’hippocampe de souris WT, les souris sont sacrifiées et leur
hippocampe homogénéisé afin de quantifier des marqueurs cérébraux par WB. (a) TauCter, (b) NeuN,
(c) PSD95, (d) Snap25, (e) GFAP, (f) Ibal, (g) LC3b, (h) pEIF2a et (i) ATF4. (j) Détection d’Ibal par
immunohistochimie sur des coupes sagittales de cerveaux. A gauche, une image représentative de
chaque groupe avec un zoom dans le carré noir. A droite, quantification du marquage dans
I’hippocampe sur I'ensemble des coupes. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au
groupe contréle AAV2/9. * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001.
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6. Conclusion sur I'innocuité

Bien qu’un effet de nos VHHs Z70 ait été observé en imagerie cérébrale, aucune conséquence sur les
animaux n’est observée en études comportementales motrices et cognitives. L’analyse des
biomarqueurs périphériques et cérébraux d’intégrité neuronale ou de dommages cellulaires ne
montre aucun effet toxique de la surexpression de l'intra ou de I'extraZ70. L'augmentation de la
microglie pour I'extraZ70 était attendue. En effet, ces cellules expriment une grande quantité des

récepteurs Fc.

Ainsi cette étude a long terme permet de conclure que I'expression de I'intra et de I’extraZz70, n’affecte
pas le métabolisme général des animaux et est slire pour une étude pré-clinique de I'immunothérapie

contre la protéine tau.
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C. Efficacité des VHHs Z70 a réduire la pathologie tau par un ciblage intra ou

extracellulaire

En I'absence de nocivité de nos VHHs, les performances de I'intraZ70 et de I'extraZ70 a réduire la
pathologie sont évaluées. Les vecteurs viraux AAV2/9 exprimant les VHHs Z70 ou contréle sous forme
intra ou extracellulaire (soit intraZ70, intraCtrl, extraZ70 ou extrCtrl) ont été injectés dans
I’hippocampe de souris transgéniques Tg30 dgées d’un mois. Plusieurs criteres d’évaluations basés sur
le phénotype du modéle murin de tauopathie sont pris en compte pour définir I'efficacité du

traitement : le comportement des animaux, I'atrophie cérébrale, et les lésions tau.

1. Ameélioration du phénotype comportemental dans un modele chronique de tauopathie

Les souris transgéniques Tg30 développent de la pathologie dans la moelle épiniére avec le temps qui
est corrélée avec une paralysie progressive des membres inférieurs (Leroy et al., 2007; Schindowski et
al., 2006). La position des pattes postérieures de nos animaux est évaluée mensuellement. Aucune
différence dans I'apparition de la paralysie n’est observée entre les groupes intraCtrl et intraZ70
(Figure 35a). Par contre, a 6 mois, les souris ayant regu une injection intra-hippocampique d’AAV
codant pour I'extraZ70 ont une paralysie significativement plus faible que les souris du groupe extraCtrl
(Figure 35b). Malheureusement ce bénéfice n’est pas conservé dans le temps et les deux groupes
présentent le méme degré de paralysie les mois suivants. L'extraZ70 semble donc retarder I'apparition

de la paralysie des membres inférieurs chez les souris Tg30.

Pour pouvoir tester les fonctions cognitives des souris Tg30, connaissant les lésions spinales des
animaux nous nous sommes d’abord assurés de la locomotion des animaux lors des tests d’Openfield
et de Y maze. Pour ces épreuves, des souris WT ayant regu une injection intra-hippocampique
d’AAV2/9 vide servent de contrdle. L’ensemble des animaux parcourent la méme distance et ont une
vitesse de déplacement similaire aux souris WT (Figure 35 ¢, d, f et g). Malgré une paralysie des
membres inférieurs, a 8 mois les souris Tg30 sont donc capables de parcourir des labyrinthes et de
réaliser des tests cognitifs sans probleme de locomotion. Par conséquent, I'anxiété des souris a été
quantifiée dans I'Openfield. Les souris WT- AAV2/9 passent bien plus de temps dans la zone proche
des murs (Figure 35e, blancs), alors que les souris Tg30 des deux groupes contrdles ont perdu ce
comportement naturel (Figure 35e, gris). Comme les souris WT, les souris Tg30 des groupes intraZ70

et extraZ70 retrouvent le comportement de thigmotactisme (Figure 35e, bleus).
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La mémoire spatiale des souris a été étudiée a I'aide d’'un Y maze, dans lequel les souris WT passent
plus de temps dans le nouveau bras (Figure 35h, blanc) alors que les souris Tg30 des groupes intraCtrl
et extraCtrl ne montrent pas de préférence pour le nouveau bras (Figure 35h, gris). Les souris des
groupes intra et extraZ70 ont un indice de discrimination significativement différent de 50% (Figure
35h, bleus). Il n’y a pas de différence significative entre les indices de discrimination des groupes 270
et leur contréle respectif, I'effet sur la mémoire spatiale semble donc modeste mais néanmoins

significatif pour les groupes intra et extraZ70.
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Figure 35: Effet des intra et extraZ70 sur les fonctions motrices et cognitives des souris Tg30

Suivi mensuel de la position des membres inférieurs par un score de sévérité allant de 0 = position
physiologique a 1 = position altérée pour les souris ayant subi une injection intra-hippocampique
d’AAV2/9 exprimant les VHHSs (a) intraCtrl ou intraZ70, (b) extraCtrl ou extraZ70. La distance parcourue
(c, f) et la vitesse des animaux (d, g) sont mesurées pendant les 10 min du test d’Openfield ou les 5 min
du test Y maze respectivement. (e) Dans I’Openfield le temps passé dans la zone périphérique (P) ou
dans la zone centrale (C) est reporté au temps total. (h) Dans le Y maze, le temps passé dans le nouveau
bras est reporté a la somme des temps dans les bras nouveau et autre dans la premiére minute. La
value statistique représente la comparaison avec 50% du temps. *: p<0,05; **: p<0,01 ; ****:
p<0,0001.
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2. Prévention de I'atrophie cérébrale

A neuf mois, soit huit mois aprés I'injection des vecteurs viraux, une imagerie cérébrale par IRM a été
réalisée sur les animaux pour évaluer le volume des différentes régions cérébrales. Les souris Tg30
intraCtrl et extraCtrl ont une atrophie de I'hippocampe, du thalamus et de différentes régions
corticales par rapport aux souris WT (Figure 36a). Dans I’hippocampe, la région d’injection des AAVs,
cette diminution du volume n’est plus observée chez les souris du groupe extraZ70 (Figure 36b). De
plus, dans le cortex visuel, deuxiéme région présentant la plus forte expression de VHHs (Figure 25b),
I'atrophie n’est plus visible dans les souris des groupes intraZ70 et extraZ70 (Figure 36c). Ces résultats
suggerent que le ciblage de la protéine tau dans la cellule ou dans le milieu extracellulaire par le VHH

Z70 prévient I'atrophie cérébrale dans les souris Tg30.

a WT-AAV2/9vs. Tg30-IntraCtrl  WT-AAV2/9vs. Tg30-IntraZ70  WT-AAV2/9vs. Tg30-ExtraCtrl  WT-AAV2/9vs. Tg30-ExtraZ70

b Hippocampe C Cortex visuel
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Figure 36: L’intra et I’extraZ70 améliore le volume cérébral des souris Tg30 par IRM

Huit mois apres injection, I'imagerie cérébrale par IRM est utilisée pour comparer le volume des régions
des souris WT-AAV2/9 par rapports aux différents groupes de souris Tg30. (a) Valeur statistique de p
représentée par une échelle colorimétrique. Volume cérébral en mm? pour (b) I’hippocampe ou (c) le
cortex visuel. * : p<0,05 ; ** : p<0,01; *** : p<0,001 ; ns : non significatif.

Afin d’utiliser I'imagerie cérébrale des tenseurs de diffusion sur le modele Tg30 et définir un éventuel
effet sur cette lignée, une caractérisation du phénotype a da étre effectuée en amont. Pour cela, 20

souris WT (8 femelles et 12 males) et 21 souris Tg30 (7 femelles et 14 males) dgées de 9 mois ont subi
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une analyse DTl en IRM. Malheureusement, aucune variation des parametres de DTl n’a pu étre mise
en évidence entre les souris WT et Tg30 au niveau de I'hippocampe (Figure 37), rendant impossible la
visualisation d’un effet bénéfique dans cette région. L'imagerie DTI n’a donc pas été retenue comme

critere d’évaluation de I'efficacité des intra et extraZ70.
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Figure 37: Caractérisation du phénotype des tenseurs de diffusion dans les souris Tg30

Imagerie IRM de souris WT ou Tg30 Ggées de 9 mois pour I’analyse des différents paramétres de DTl :
(a) fraction d’anisotropie, (b) diffusivité moyenne, (c) diffusivité longitudinale, (d) diffusivité radiale.

3. Effet des intra et extraZ70 sur la pathologie tau

Dans un premier temps, la quantification de la pathologie tau a été réalisée par un immunomarquage
de I'hyperphosphorylation de la protéine avec I'anticorps AT8 reconnaissant les résidus sérine 202,
thréonine 205 et sérine 208 phosphorylés (Malia et al., 2016; Mercken et al., 1992). Les souris du
groupe intraZ70 présentent une diminution significative du marquage AT8 par rapport aux souris du
groupe intraCtrl (Figure 38 a et b). Cet effet n’est pas retrouvé dans les souris du groupe extraZ70. Pour
corréler la baisse de la quantité de protéine tau hyperphosphorylée avec la présence du VHH Z70, une
guantification des lésions tau dans I'amygdale a été réalisée. Cette région présente de la pathologie
dans le modéle Tg30 mais nous ne retrouvons pas d’expression de nos VHHs suite a I'injection intra-
hippocampique (Figure 25b). Dans cette zone, aucune différence de quantité d'immunomarquage
n’est retrouvée entre les groupes (Figure 38 c et d). La diminution du marquage AT8 dans I’hippocampe

des souris du groupe intraZ70 est donc bien liée a la présence de I'intraZ70.
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Figure 38: Lésions tau dans les régions avec ou sans expression des VHHs

(a) lllustrations de 'immunomarquage AT8 dans I’hippocampe. Echelle sur la figure. (b) Quantification
par le logiciel Mercator du marquage AT8 dans I’hippocampe sur coupes sagittales de cerveau exprimée
en pourcentage par rapport au groupe contréle. (c) lllustrations de 'immunomarquage AT8 dans
I’'amygdale. Echelle sur la figure. (d) Quantification par la logiciel Mercator du marquage AT8 dans

I’'amygdale sur coupes sagittales de cerveau exprimée en pourcentage par rapport au groupe contréle.
kK .
: p<0,01.

Pour visualiser la présence de l'intraZ70 et de sa cible, un co-marquage entre la protéine tau
phosphorylée (grace a I'anticorps AT8) et les intraVHHs (grace a la mCherry) a été réalisé dans
I’"hippocampe (Figure 39a). Dans le groupe de souris injectées avec I'intraZ70, nous remargquons une
augmentation significative du co-marquage du VHH avec le signal AT8 par rapport a la quantification
dans le groupe intraCtrl a I’échelle tissulaire (Figure 39b). Pour démontrer un engagement de I'intraZ70
sur sa cible, une co-localisation a I'échelle cellulaire a été réalisée, soit un co-marquage des intraVHHs
avec l'anticorps anti-RFP et des protéines tau phosphorylées avec I'anticorps AT8 observé par

microscopie confocale. Ainsi, sur plan focal, les profils de superposition des fluorochromes ne
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montrent pas de co-localisation entre AT8 et I'intraCtrl (Figure 39c haut). Par contre, I'intraZ70 et AT8

ont des profils se superposant (Figure 39c bas), suggérant un engagement de I'intraZ70 sur sa cible.
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Figure 39: Co-marquage entre les intraVHHs et AT8

9 mois apres l'injection dans I’hippocampe de I'AAV2/9 exprimant les VHHSs intraCtrl et intraZ70, les
animaux ont été sacrifiés et des analyses par immunofluorescence ont été réalisées sur des coupes de
cerveau. (a) A gauche: Fluorescence de la mCherry (rouge) fusionnée aux intraVHHs et
immunomarquage de phosphoTau par I'anticorps AT8 (vert). Les noyaux sont visualisés par un
marquage au DAPI (en bleu). Echelle = 100 um. A droite : Les images ont été traitées par le script
Imagel. L’hippocampe est extrait de I'image, un seuillage pour marquage rouge et un second pour le
marquage vert sont appliqués. Les zones en jaune représentent la présence des 2 marquages. (b)
Quantification de la surface des zones jaunes rapportées a la taille totale de la région des images
traitées par le script. (c) Immunomarquage de la mCherry (en rose) ou de phosphoTau par I’anticorps
AT8 (en vert). Les noyaux sont visualisés par un marquage au DAPI (en bleu). La superposition des
fluorochromes analysée par le logiciel ZEN est représentée a gauche. * : p<0,05.
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Pour caractériser |'effet de I'intraZ70 sur la pathologie tau, d’autres formes pathologiques de la
protéine tau ont été quantifiées. L'anticorps MC1 permet une visualisation de la conformation
pathologique de la protéine tau (Jeganathan et al., 2008). L'immunomarquage réalisé sur des coupes
de cerveaux des animaux des groupes intraVHHs n’a montré aucune différence entre le VHH Z70 et
son controle (Figure 40a). Le méme résultat a été retrouvé avec I'anticorps spécifique des agrégats
AT100 (Figure 40b), ciblant les résidus thréonine 212 et sérine 214 phosphorylés (Zheng-Fischhofer et
al., 1998). L'effet de IintraZz70 observé par études histologiques est donc restreint a

I’hyperphosphorylation de la protéine.
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Figure 40: Effet de I'intraZ70 sur la protéine tau pathologique

9 mois apres l'injection dans I’hippocampe de I'AAV2/9 exprimant les VHHSs intraCtrl et intraZ70, les
animaux ont été sacrifiés et des immunomarquages ont été réalisés sur des coupes de cerveau.
Quantification de I’hippocampe par le logiciel Mercator de 'immunomarquage avec I’anticorps (a) MC1
ou (b) AT100. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au groupe intraCtrl.

Les phosphorylations des sérines 396 et 199 sont d’autres marqueurs de I’hyperphosphorylation de la
protéine tau en conditions pathologiques (T. Li & Paudel, 2006; Maurage et al., 2003). Une étude
biochimique des lysats d’hippocampe des souris des groupes intraCtrl et intraZ70 a été réalisée par
électrophorése monodimensionnelle. Aucune différence de la quantité de phosphorylation de ces
résidus n’a été observée (Figure 41 a et b). Afin de caractériser la pathologie dans les animaux injectés,
une séparation des fractions solubles et insolubles a partir des lysats d’hippocampes a permis une
guantification sélective des agrégats par immunomarquage avec I'anticorps AT100. Cependant aucune
différence n’est observée entre les deux groupes d’animaux (Figure 41c). Les bénéfices du VHH
intraZ70 sur les lésions tau n‘ont donc été observé que par analyse anatomopathologique avec

I"anticorps AT8.
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Figure 41: Effet de I'intraZ70 sur d’autres marqueurs cérébraux de la pathologie tau

9 mois apres l'injection dans I'hippocampe de ’AAV2/9 exprimant les VHHs intraCtrl et intraZ70, les
animaux ont été sacrifiés et des lysats d’hippocampe ont été analysés en WB. Une quantification de
I'immunomarquage (a) phosphoS396 rapporté a I'immunomarquage TauCter ou (b) phosphoS199
rapporté a I'immunomarquage TauCter a été réalisée. (c) Une séparation des fractions solubles et
insolubles du lysat d’hippocampe a été réalisée et étudiée en WB. Une quantification de
I'immunomarquage de I'anticorps AT100 rapporté a I'immunomarquage TauCter a été réalisée.

Pour caractériser les effets de I'intraZ70 sur la protéine tau, une étude de la quantité d’espéces pro-
nucléantes a été menée sur un modele de nucléation in vitro. Les cellules TAU RD P301S FRET sont des
biosenseurs de la nucléation de la protéine tau. Elles expriment les domaines de liaison aux
microtubules liés a un fluorochrome bleu (CFP) ou jaune (YFP). Lorsqu’une nucléation est enclenchée
par des facteurs pro-nucléants, un rapprochement de ces fluorochromes provoquent un transfert
d’énergie par résonance de fluorescence (FRET) et qui peut étre quantifié par cytométrie (Figure 42a).
Lorsque du lysat d’hippocampe de souris Tg30 du groupe intraCtrl est transfecté sur les cellules,
environ 15% émettent un signal FRET (Figure 42b gris). Cependant, aucune diminution de la quantité
de signal FRET n’est remarqué lorsque du lysat d’hippocampe de souris du groupe intraZ70 est
transfecté (Figure 42b bleu). Le VHH intraZ70 ne diminue donc pas la quantité de formes pro-

nucléantes de la protéine tau.
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Figure 42: Analyse des espéces pro-nucléantes dans les souris des groupes intraVHHs

(a) Représentation schématique du principe des cellules biosenseurs TAU RD P301S FRET (b)
Quantification du pourcentage de cellules positives émettant un signal FRET apreés lipofection du lysat
d’hippocampe de souris 9 mois apreés injection des AAVs intraCtrl ou intraZ70.
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Plusieurs critéres d’évaluation indiquent un effet bénéfique des VHHs intra et extraZ70, mais celui-ci
reste modeste. Bien que I'expression des VHHs soit pérenne dans le temps, le modéle de souris Tg30
surexprime continuellement la protéine tau mutée et développe une pathologie croissante avec le
temps. La cinétique choisie dans le cadre de cette étude chronique peut donc étre trop longue et il est
possible que la pathologie ait pris I'ascendant sur I'effet des VHHs Z70. Pour tester cette hypothése,

une nouvelle cinétique a été mise en place avec une étude plus précoce des animaux.

4. Modulation de la chronicité du modéle Tg30

Ainsi, des souris Tg30 agées de 1 mois ont recu des injections intra-hippocampiques d’AAV2/9
exprimant les VHHs intraCtrl, intraZ70, extraCtrl et extraZ70 (le nombre d’animaux par groupe est de
8, 8, 8 et 7 respectivement). Un effet bénéfique de I'extraZ70 sur la paralysie des membres inférieurs
ayant été observé a 6 mois dans le précédent modele chronique (Figure 35b), I'analyse de la pathologie

tau sera effectuée a cet age.

Malheureusement, le suivi mensuel de la paralysie des membres inférieurs n’a pas permis de
reproduire le retard d’apparition des troubles moteurs obtenu dans la cohorte précédente (Figure
43a). La variabilité entre les lots des animaux pourrait expliquer cette résultante. Egalement,
I’évaluation des lésions tau par I'immunomarquage par I'anticorps AT8 des coupes de cerveaux 5 mois

apres l'injection ne montre pas de différence entre les groupes (Figure 43b).
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Figure 43: Etude chronique de 6 mois des souris Tg30 exprimant les intra et extraVHHs

(a) Suivi mensuel de la position des membres inférieurs par un score de sévérité allant de 0 = position
physiologique a 1 = position altérée pour les souris ayant recu une injection intra-hippocampique
d’AAV2/9 exprimant les VHHs intraCtrl, intraZ70, extraCtrl ou extraZ70. (b) Quantification par le logiciel
Mercator du marquage AT8 dans I'hippocampe sur coupes sagittales de cerveau exprimée en
pourcentage par rapport aux groupes contréles intraCtrl ou extraCtrl.
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Dés lors, I'effet modeste de I'intraZ70 sur la pathologie tau observé dans la cinétique de 9 mois ne
semble pas étre la conséquence de I'accumulation trop longue de la pathologie tau dans le cerveau
des souris transgéniques. L'extraZ70, quant a lui, n’est pas a méme de réduire la pathologie quelle que
soit la cinétique. La souris Tg30 présente une forte accumulation intracellulaire de protéine
pathologique, celle-ci ne pouvant étre ciblée par I'extraZ70 qui est sécrété dans le milieu
extracellulaire. Les modéles chroniques utilisés dans cette étude ne semblent donc pas étre les plus

adaptés afin d’évaluer les capacités de I'extraZ70 a réduire la pathologie tau.

5. Ciblage des espéces extracellulaires de protéine tau par I'extraz70

Pour tester cette hypothése, le modele de nucléation in vivo développé au laboratoire a été choisi. Il
consiste a injecter du lysat de cerveau de patient atteint de MA dans I'hippocampe de jeune souris
Tg30. A cet age la pathologie est encore tres mineure. Il est alors possible d’évaluer I'impact du lysat
MA, délivré dans le liquide interstitiel et qui sera capturé par les cellules, sur I'évolution de la
pathologie tau. De la méme maniére, ce modele permet de tester des approches thérapeutiques visant
a bloquer des especes de tau dans le liquide interstitiel et ainsi a prévenir la nucléation de tau. Ce
modele a déja permis de tester I'efficacité d’un anticorps conventionnel ciblant la protéine tau ou du

VHH 270 sous forme intracellulaire (Albert et al., 2019; Danis et al., 2022).

Des vecteurs lentiviraux exprimant les constructions extraCtrl ou extraZ70 ont été injectés dans
I’hippocampes de souris Tg30 dgées d’un mois. Deux semaines plus tard, le lysat de cerveau de patient
atteints de MA a été inoculé aux mémes coordonnées. Un mois plus tard, les animaux sont sacrifiés et
un immunomarquage de la protéine tau hyperphosphorylée avec I'anticorps AT8 est réalisé sur les
coupes de cerveau des souris (Figure 44a). La quantification de ce marquage montre une diminution
significative de la pathologie tau dans I'hippocampe des souris du groupe extraZ70 comparée au
groupe extraCtrl (Figure 44b). Ainsi, I'extraZ70 est bien capable de réduire la pathologie tau en ciblant
les espéces de tau apportées par le lysat de patient atteint de MA et présentes dans le liquide

interstitiel.
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Figure 44: Lésions tau aprés expression des extraVHHs dans un modéle de nucléation

(a) Images représentatives de I'immunomarquage AT8 dans I’hippocampe. (b) Quantification par le
logiciel Mercator du marquage AT8 dans I’hippocampe sur coupes sagittales de cerveau exprimée en
pourcentage par rapport au groupe contréle. * : p<0,05.

6. Conclusion sur l'efficacité

Dans un modele chronique a long terme dans les souris Tg30, I'intraZ70 est capable de réduire
I"atrophie corticale, de restaurer les comportements sauvages d’anxiété et de mémoire spatiale et de
diminuer certaines hyperphosphorylations de la protéine tau. L'intraZ70 n’ayant pas d’effet sur les

indicateurs des PHFs, il ne peut agir sur I'agrégation de la protéine dans les souris Tg30.

L'extraZ70, ciblant la protéine tau dans le milieu extracellulaire, réduit également les phénotypes
comportementaux ainsi que l’atrophie hippocampique et corticale mais n’a pas d’effet sur la
pathologie tau dans le modele Tg30 chronique. L’activation de la microglie suite a son expression
suggere un mode d’action via la réponse inflammatoire et une possible activation de la clairance. Par
ailleurs, son efficacité dans le modéle de nucléation de méme que de récents résultats sur le
mécanisme d’action des VHHs sur des cultures primaires de neurones (Danis et al., 2025), suggerent

un mode d’action sur I'entrée de la protéine tau dans les cellules.

In fine, les intra et extraVHHs anti-tau utilisés dans cette étude agissent sur la pathologie tau et ses
effets ainsi que sur les mécanismes prion-like de maniéres différentes mais qui peuvent étre

complémentaires.
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D. Le Z70 peut-il se passer de protéine rapportrice ?

L’étude de I'innocuité ne montre également pas d’effet délétére de la mCherry pour I'intraZ70. A long
terme, ce fluorophore ne peut étre gardé pour une perspective clinique. Cependant, un probléme de
stabilité du VHH Z70 sans protéine rapportrice a été observé. En effet, le VHH Z70 recombinant est
bien reconnu a environ 15 kDa par I'anticorps anti-VHH mais lors de son expression dans les cellules il
n’est pas détecté lorsqu’il n’est pas fusionné avec une protéine rapportrice, contrairement a sa version
fusionnée avec la mCherry observée proche de 40 kDa (Figure 45a). Pour tester I’hypotheése d’une
dégradation rapide par la cellule, une cinétique d’expression a été réalisée. Le VHH Z70 seul n’est
jamais retrouvé dans les cellules, contrairement au VHH fusionné a la mCherry (Figure 45b) dont
I’expression est observée 24h apres l'infection par le vecteur lentiviral. Ces résultats suggérent que le
VHH Z70 n’est pas exprimé puis dégradé par la cellule. L'absence de détection évoque plutét un

probléme de stabilité du VHH Z70.
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Figure 45: Expression du VHH Z70 avec et sans protéine rapportrice

Des cellules HEK293T ont été transfectées avec des vecteurs lentiviraux exprimant le Z70 avec et sans
fusion avec la mCherry (mCh). (a) Electrophorése monodimensionnelle du lysat cellulaire 72h aprés
I'injection et immunomarquage par I'anticorps anti-VHH. NI correspond aux cellules non infectées, rec
au VHH Z70 sous forme de protéine recombinante. (b) Electrophorése monodimensionnelle du lysat
cellulaire 24h, 8h ou 4h apreés l'injection et immunomarquage par I'anticorps anti-VHH.

L'étude in vivo précédente a été réalisée en paralléle avec la construction intraZ70 sans fusion avec la
mCherry. Les animaux Tg30 ont été injectés a 1 mois avec les AAV2/9 exprimant les intraCtrl et intraz70
avec ou sans fusion avec la protéine rapportrice mCherry. Les tests comportementaux sept mois aprés
injection ne montre pas de bénéfice sur le comportement anxieux via le test d’Openfield chez les
animaux du groupe intraZ70 sans mCherry alors que le groupe intraZ70 avec mCherry retrouve un
thigmotactisme normal comme démontré précédemment (Figure 46a). Les mémes résultats sont

observés lors du I'’étude de la mémoire spatiale par le test du Y maze (Figure 46b). La quantification
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des lésions tau par I'anticorps AT8 sur les coupes de cerveau neuf mois apres I'injection ne reléve pas
non plus de différence entre I'intraZ70 sans mCh et son contréle contrairement a I'intraZ70 avec
mCherry (Figure 46c). Ainsi, aucun des effets de I'intraZ70 sur le phénotype des souris Tg30 n’a été
observé avec sa version sans protéine rapportrice. Ces résultats corroborent les données in vitro sur la

stabilité du VHH Z70.
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Figure 46: Effet des intraVHHs avec ou sans protéine rapportrice dans le modeéle Tg30 chronique

Les AAV2/9 exprimant l'intraCtrl et I'intraZ70 avec et sans fusion avec mCherry ont été injectés dans
I’hippocampe de souris Tg30. Sept mois post-injection, les animaux passent des tests
comportementaux. (a) Dans I’'Openfield le temps passé dans la zone périphérique (P) ou dans la zone
centrale (C) est reporté au temps total. (b) Dans le Y maze, le temps passé dans le nouveau bras est
reporté a la somme des temps dans les bras nouveau et autre dans la premiere minute. La value
statistique représente la comparaison avec 50% du temps. (c) Quantification par le logiciel Mercator
du marquage AT8 dans I'hippocampe sur coupes sagittales de cerveau exprimée en pourcentage par
rapport aux groupes contréles neuf mois apreés l'injection. * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; **** : p<0,0001.

Des vecteurs lentiviraux exprimant I'intraZ70 avec ou sans mCherry ont été injectés dans I’hippocampe
de souris Tg30. Un mois plus tard, les animaux ont été sacrifiés et un immunomarquage par I'anticorps
anti-VHH réalisé sur des coupes de cerveau. Alors que le VHH Z70 avec protéine rapportrice est
visualisé au niveau de l'injection a la fois avec I'anticorps anti-VHH avec la fluorescence endogéne de

la mCherry (Figure 47a), le VHH 270 sans mCherry n’est pas retrouvé (Figure 47b).

87



Figure 47: Détection du VHH Z70 exprimé chez la souris

1 mois apreés injection des vecteurs lentiviraux exprimant I'intraZ70 avec (a) ou sans (b) mCherry, les
animaux sont sacrifiés et un immunomarquage des VVHHSs est réalisé sur des coupes de cerveau. Echelle
=100 um.

L’ensemble de cette étude sur la stabilité du VHH Z70 sans protéine rapportrice dans les cultures

cellulaires et les animaux suggére une mauvaise conformation lors d’une expression dans les cellules

eucaryotes.
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DISCUSSION & PERSPECTIVES
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Le développement de thérapies pour combattre la MA et les tauopathies est un défi pour aider des
millions de patients a travers le monde. Les molécules actuellement sur le marché ne montrent qu’une
faible efficacité et beaucoup d’essais cliniques ont été abandonnés ces derniéres années. De plus en
plus de stratégies thérapeutiques ciblent la protéine tau. Sa présence est corrélée aux symptomes
cliniques et elle est une cible commune pour toutes les tauopathies. L’hypothése d’une progression de
la pathologie selon un mode prion permet de mieux comprendre et modéliser les mécanismes
pathologiques. La premiere étape, la nucléation, est I'induction d’une conformation anormale de la
protéine tau physiologique induite par des espéeces pathologiques pro-nucléantes générant des formes
intracellulaires pathologiques (intraTau). Certaines de ces espéces sont ensuite transférées de cellule
en cellule, aboutissant a une présence de formes pathologiques de protéine tau dans le liquide
interstitiel (extraTau) et entrainant une propagation de la pathologie (Braak & Braak, 1991;
Duyckaerts et al., 2009). Ces dernieres sont la cible principale des immunothérapies avec
des anticorps conventionnels. Leur élimination permettrait de réduire la progression des
pathologies qui reproduit un schéma spatio-temporel spécifique, comme la MA. Cette progression
hiérarchique est également décrite dans la PSP, la DGA et la maladie de Pick (Brendel et al., 2018;
Cope et al., 2018; Irwin et al., 2016; Radford et al., 2023; Y. Saito et al., 2004) mais la protéine tau
extracellulaire n’ayant pas été retrouvée augmentée dans ces pathologies, I’hypothese prion-like est
toujours discutée (Barthélemy, Fenaille, et al., 2016; Leroux et al., 2022). Ainsi le développement
d’outils ciblant I'intraTau reste nécessaire et pourrait étre bénéfique a I'ensemble des tauopathies,
MA inclue. Dans le cadre de ce projet de thése, des outils immunologiques différents des anticorps
conventionnels, les VHHs, ont été sélectionnés pour cibler la protéine tau. Ces outils
immunologiques présentent de nombreux avantages par rapport aux anticorps conventionnels,
parmi lesquels de meilleures solubilité et stabilité intracellulaires (Muyldermans, 2013). L'objectif de
ce travail était d’étudier les capacités du VHH Z70 a réduire la pathologie tau a l'intérieur des

cellules ou dans le liquide interstitiel sans provoquer de dommages au fonctionnement cérébral.

1. Les outils de modélisation

Dans un premier temps, I'étude de I'expression des constructions nous confirme que l'intra et
I’extraZ70 ont des voies de prise en charge cellulaire distinctes et valide ainsi leur adressage (Figures
23, 26 et 27). Pour tester 'efficacité de ces VHHSs a long terme, une expression a la majeure partie du

SNC et stable dans la durée est nécessaire. Le choix s’est porté sur l'utilisation des vecteurs viraux
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AAVs, notamment le vecteur pseudotypé AAV2/9. Les AAVs présentent de nombreux avantages. Leur
génome se présente sous forme d’épisome extra-chromosomique, prévenant le risque de mutagénése
insertionnelle observée lors de thérapie génique avec des vecteurs lentiviraux (Cavazzana-Calvo et al.,
2000, 2010; Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Les vecteurs AAVs permettent une expression longue du
transgéne (Muhuri et al., 2022) que nous avons confirmé avec une stabilité de I'épisome et une

expression jusqu’a 9 mois apres l'injection (Figure 25).

Les propriétés de transport antérograde et rétrograde des AAVs leur permettent également de mieux
diffuser dans le tissu. Dans nos expérimentations, les injections intracérébroventriculaires des quatre
sérotypes a tropisme pour le SNC ne permettent pas une expression du transgéne dans le cerveau
malgré une description de cette méthode dans la littérature (Belur et al., 2021; Hughes et al., 2018).
Néanmoins I'injection intra-hippocampique d’AAV2/9 permet de couvrir 'ensemble de I'hippocampe,
région la plus touchée par la pathologie tau dans les souris Tg30, ainsi qu’une partie du cortex (Figure
24). Cependant I'objectif de couvrir I'ensemble du SNC n’a pas été atteint. Les outils diagnostiques
aujourd’hui disponibles ne permettent pas de détecter la maladie précocement et les patients

diagnostiqués ne présentent pas une pathologie tau restreinte a une seule région cérébrale.

Bien que les injections intra-craniales soient déja utilisées en clinique dans le traitement de maladies
neurodégénératives, ce geste lourd doit étre évité lorsque cela est possible. Une injection systémique
efficace permettrait une atteinte de I'ensemble du SNC et une modélisation plus proche de ce qui est

faisable en clinique.

1.1. Passage de la BHE par les AAV

Contrairement a la majorité des sérotypes d’AAV qui montre une faible efficacité pour passer a travers
la BHE lors d’une injection périphérique, ’AAV9 peut atteindre le SNC suite a une délivrance par voie
intraveineuse (Dehay et al., 2012; Foust et al., 2009; H. Fu et al., 2011). Une thérapie génique contre
I"amyotrophie spinale par injection intraveineuse d’AAV9 est méme validée en clinique (Mendell et al.,

2017).

Pour évaluer cette possibilité, I’AAV2/9 exprimant I'intraZ70 a été injecté dans la veine latérale de la
queue de souris. Un mois plus tard, le cerveau a été extrait et la séquence de la mCherry (fusionnée
au VHH) détectée par RT-PCR (Figure 48). Une grande quantité de transgene est observée dans le rein.
Dans le cerveau, le transgéne est détectée dans les régions sous-corticales et en quantité plus faible
dans I'hippocampe et le cortex. L'analyse de la protéine intraZ70 par tests biochimiques n’a pas permis

de valider sa présence.

91



CORTEX
AAV intraZ70

REIN
AAV intraZ70

RSC
AAV intraZ70| Contrdle

HIPPOCAMPE
AAV intraZ70

Contréle

Contréle

Controle

Figure 48: Biodistribution du transgéne aprés injection intraveineuse d’AAV2/9

Un mois aprés I'injection de I’AAV2/9 exprimant I'intraZ70 & 5.10* vg/mL ou le tampon de dilution PBS/
Acide pluronique 0,001% comme contréle, les animaux sont sacrifiés et différents organes prélevés.
Une RT-PCR de la séquence de la mCherry a été réalisée sur du tissu de rein, de cortex, de I’hippocampe
ou des régions sous corticales (RSC). Un indicateur de taille en paire de base (pb) permet de visualiser
la taille attendue de 'amplicon.

Une optimisation de la délivrance des vecteurs viraux vers le cerveau peut étre réalisée par injection
intraveineuse par voie rétro-orbitale ou par administration intra-nasale, méthodes peu invasives ayant

déja permis la diffusion de vecteurs AAV vers le SNC (Gruntman et al., 2017; Ye et al., 2024).

En études pré-cliniques, les sérotypes d’AAV de type PHP sont régulierement utilisés pour un tropisme
vers le SNC. L'amélioration du passage de la BHE de vecteur AAV.PHP chez les rongeurs est liée a
I'interaction de la capside avec le récepteur LY6A situé sur les cellules endothéliales de la BHE (Batista
et al., 2020; Q. Huang et al., 2019). Cependant les primates ne possedent pas d’homologues de LY6A,
il est donc nécessaire pour une application clinique d’optimiser les capsides pour cibler d’autres
protéines LY6 présentes sur I'endothélium du SNC et ayant des homologues chez I'homme. De
nouvelles capsides sont ainsi en cours de développement pour I'optimisation du passage de la BHE par

les AAVs chez les primates (X. Chen et al., 2023; Goertsen et al., 2022).

1.2. Passage de la BHE par les VHHs

Grace a leur petite taille et portant plutot des charges positives, les VHHs peuvent passer la BHE par la
voie d’endocytose plus efficacement que les anticorps conventionnels. Cependant le point
isoélectrique attendu de I'intraZ70 est de 4,6. En effet, les modifications structurelles ou la fusion avec
des peptides impactent leur charge et leur potentiel de fusion avec la membrane plasmique (Rutgers
et al., 2011). Dans ce contexte, certaines stratégies de fusion d’un nanocorps avec des récepteurs-
pouvant médier leur transfert par la BHE sont en cours de développement, utilisant par exemple le

récepteur des lipoprotéines a basse densité, le récepteur de I'lGF-1 (Insuline-like Growth Factor-1) ou
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le récepteur a la transferrine (TfR). Un VHH ciblant le TfR a permis de délivrer dans le cerveau la
neurotensine, un peptide ne pouvant pas attendre le SNC depuis la périphérie (Wouters et al., 2020).
Par la suite, ce VHH a permis de faire pénétrer un Fab dans le cerveau de souris transgéniques et de
diminuer la pathologie amyloide (Wouters et al., 2022), prouvant que les VHHs ciblant le TfR peuvent
améliorer |'efficacité de délivrance de molécules dans le SNC. De la méme maniéere, un nanocorps
dirigé contre le récepteur de I'lGF-1 a permis la délivrance de neurotensine dans le SNC (Alata et al.,
2022; Yogi et al., 2022). Le VHH WIW dirigé contre la protéine tau et associé a un VHH ciblant le
récepteur IGF-1 a été retrouvé dans le cerveau trente minutes aprés injection périphérique (Abskharon
et al., 2023). Néanmoins, pour un ciblage efficace de I'intraTau, le VHH doit nécessairement entrer
dans les cellules apres passage de la BHE. L’addition de peptide de pénétration des cellules (CPP pour
Cell Penetrating Peptide) au VHH est une des stratégies développées pour le passage de la membrane
plasmique par des nanocorps. La combinaison de CPP et de nanoparticules lipidiques a par ailleurs
permis un passage de la BHE et la délivrance d’un siRNA dans des cellules de gliome aprés une injection

intra-nasale chez le rat (Kanazawa et al., 2014).

2. Activité des VHHs Z70

2.1. Innocuité des intra et extraZ70

L’hexapeptide PHF6 est impliqué dans la formation des feuillets B-plissés des PHFs (von Bergen et al.,
2000), et est retrouvé dans les structures des fibres dans I’'ensemble des tauopathies (Shi et al., 2021),
dans le LCS (Barthélemy, Gabelle, et al., 2016) et dans des vésicules extracellulaires issues de fluide
interstitiel (Oosterlynck et al., 2025, en révision) de patients atteints de MA. Le ciblage de cet épitope
présente un intérét thérapeutique. Cependant, sa présence sur la protéine tau physiologique, qui
remplit de nombreuses fonctions cellulaires, pose la question des effets indésirables liés a son ciblage.
La stabilité de la quantité de protéine tau dans I’hippocampe des souris des groupes intra et extraZ70
par rapport au groupe contréle (Figure 34a) suggére une absence de dégradation de la protéine
physiologique. Les effets observés en imagerie IRM ne traduisent pas non plus de dommages
neuronaux ou a la myéline, enfin nous n’avons pas observé d’activation de stress intracellulaire, ni de
variation de la quantité des astrocytes (Figure 31, 33 et 34). ’activation de la microglie pour I'extraZz70
était attendue car elle peut étre bénéfique. En effet, certaines études montrent que la clairance du
complexe formé par la protéine tau et son anticorps implique les récepteurs Fc de la microglie
(Andersson et al., 2019; Funk et al., 2015). De maniéere intéressante, une augmentation de I'expression

de tous les sous-types de récepteurs Fc est observée a la surface des cellules microgliales de patients
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atteints de MA (Fuller et al., 2014). L’augmentation de la microglie dans le groupe intraZ70 est quant
a elle plus surprenante. Celle-ci est peut étre corrélée aux variations observées en études DTl bien que
ces changements restent faibles comparés a des modeles de lésions axonales ou de tauopathies
(Donald et al., 2007; H. E. Holmes et al., 2016). De plus, I'absence d’augmentation du métabolisme du

glucose suggerent un état cérébral sans inflammation.

2.2. Les modéles de tauopathies

Le modéle murin de souris Tg30 nous a permis d’étudier I'effet des intra et extraZ70 sur un modele
chronique de pathologie. La distribution anatomique de la pathologie, sa cinétique d’apparition et les
troubles associés en font un bon modeéle de tauopathie. Cependant, I'effet limité sur la pathologie tau
cing ou neuf mois apreés I'injection des vecteurs viraux est peut-étre di a la forte surexpression de la
protéine tau humaine mutée. En effet, 10 copies de I’ADN transgénique sont détectées dans ces
animaux, ce qui ne permet pas de reproduire une expression normale de la protéine tau (Schindowski
et al., 2006). Les souris ‘knock-in’ (KI) sont un modele dans lequel le géne murin MAPT a été remplacé
par le gene MAPT humain, toujours sous le contréle du promoteur murin. Ces animaux expriment la
protéine tau a un niveau physiologique et sans co-expression avec le gene MAPT murin endogéne. Les
premiers modeéles ne présentaient pas de protéine tau pathologique ni de phénotypes associés (T.
Saito et al., 2019). Mais récemment, les souris KI MAPT avec mutations P301L et S320F ont présenté
des troubles cognitifs et des lésions tau a 12 mois (Morito et al., 2025). Bien qu’ayant un
développement de la pathologie plus long, I'étude de I'effet de I'intraZ70 dans ce type de modeéle serait
intéressante. Cependant comme pour la souris Tg30, ces modeles expriment la protéine tau mutée, ne

modélisant pas la physiopathologie de la grande majorité des tauopathies.

Pour le ciblage de la protéine tau dans le compartiment extracellulaire, le modéle de nucléation in vivo
du laboratoire a permis d’évaluer les capacités de I'extraZ70 sur un temps court, les animaux étant
sacrifiés a 2,5 mois (Albert et al., 2019; Danis et al., 2022). D’autres modeéles murins d’étude de la
propagation existent. Les souris rTgTauEC sont un des rares modeles transgéniques reproduisant ce
phénoméne. Elles expriment la protéine tau mutée dans des neurones du cortex entorhinal qui se
propagent avec I'dge dans les régions anatomiquement connectées, notamment |’hippocampe
(de Calignon et al., 2012). Pourtant, ce modeéle présente trés peu d’altérations cognitives et la
pathologie tau n’est visible qu’a partir de 16 mois dans le cortex entorhinal, rendant difficile I'étude
d’un effet thérapeutique (Harris et al., 2012; Polydoro et al., 2014). La grande majorité des modeles
d’étude de la propagation de la protéine tau est basée sur des injections intracérébrales de matériel

pro-nucléant (protéine tau recombinante sous forme oligomérique ou fibrillaire, homogénat ou PHFs
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dérivés de cerveau de patients ou de modéles murins) (Z. Ahmed et al., 2014; Audouard et al., 2016;
Boluda et al., 2015; Clavaguera et al., 2009; Hosokawa et al., 2022; Hu et al., 2016; Peeraer et al., 2015;
Stancu et al., 2015) a l'instar du modele utilisé dans cette étude. Plus récemment, I'étude des
mécanismes de nucléation et de propagation a également été réalisée chez les primates non-humains,
par injection de matériel pro-nucléant dans le cerveau de microcébe (Gary et al., 2019; Lam et al.,
2021) ou de macaque (Darricau et al., 2023). Ces derniers ont une homologie phylogénétique et une
anatomie cérébrale plus proches de I'humain que les rongeurs et permettent des études
comportementales et de connectivité plus poussées. De plus, des PHFs ont été retrouvés dans le cortex
entorhinal et préfrontal de macaques agés de plus de 30 ans (Paspalas et al., 2018). Avec les
chimpanzés, les macaques sont les seuls animaux non-humains a développer spontanément des PHFs

avec le vieillissement.

Cependant, I'apport de matériel pro-nucléant par injection dans les différents modéles murins ne
reproduit pas la sécrétion par la cellule donneuse. La modélisation par injection de vecteurs viraux
surexprimant la protéine tau dans une région cérébrale permet de reproduire le passage de cellule a
cellule, les lésions tau se propageant a des neurones connectés a la zone d’injection. Cette
méthodologie a été réalisée chez le rongeur (Caillierez et al., 2013; Dujardin et al., 2018; Wegmann et
al., 2017). Une étude a également reproduit la propagation de la protéine tau et sa présence dans le
LCS chez le macaque suite a une injection de vecteurs viraux AAV exprimant la protéine tau humaine
mutée (Beckman et al., 2021, 2024). Dans ce type de modeéle, I'expression des VHHs extra ou intraZ70
dans les régions connectées au site de surexpression de protéine tau permettrait de valider leur effet

sur la propagation dans le liquide interstitiel comme sur la nucléation intracellulaire.

2.3. Efficacité thérapeutique du Z70

L'étude de I'efficacité des intra et extraZ70 dans un modele chronique nous a permis de montrer un
effet bénéfique des deux constructions sur le phénotype associé a la pathologie tau. Ainsi, une
amélioration du volume cérébral et du comportement des animaux sont observés (Figures 35 et 36).
Ce dernier résultat mériterait d’étre confirmé par différentes épreuves étudiant les mémes fonctions.
Les résultats de labyrinthe a champ ouvert pourrait étre complétés par d’autres mesures de I'anxiété
ayant une implication de I'hippocampe comme le labyrinthe en croix surélevé, le test d’enfouissement
des billes ou le test de la boite claire-obscure (Deacon et al., 2002; Deacon & Rawlins, 2005; Gould,
2009). Pour I'étude de la mémoire spatiale, I'effet observé dans le test du labyrinthe en Y était
modeste, ainsi d’autres tests de mémoire permettraient d’appuyer ces résultats. Par exemple, le test

de la reconnaissance d’objet font aussi intervenir I"hippocampe dorsal et serait pertinent pour
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compléter cette étude. La piscine de Morris fait intervenir le méme type de mémoire mais impose une
vérification des fonctions motrices de nage du modéle Tg30 (Bannerman et al.,, 2012; Cohen &

Stackman, 2015; Othman et al., 2022).

Egalement dans le modeéle chronique, I'effet de I'intraZ70 sur les lésions tau n’a été observé qu’avec
I"anticorps AT8 par analyse anatomopathologique des coupes de cerveau de souris (Figure 38). Cet
anticorps est une référence pour déterminer les stades de la pathologie post-mortem et reconnait
I’hyperphosphorylation de la protéine tau (Goedert et al., 1995; Malia et al., 2016). Ce phénomeéne est
un marqueur de la pathologie observée avant le changement de conformation de la protéine tau,
détecté par I'anticorps MC1, ou la phosphorylation sur des sites pathologiques, détecté par I'anticorps
AT100 (Islam et al., 2025; Neddens et al., 2018). Dans notre étude, malgré I'absence de réduction de
I'immunomarquage MC1 et AT100 et des agrégats insolubles de protéine tau (Figures 40 et 41), un
effet bénéfique a été observé sur plusieurs criteres d’évaluation du phénotype des souris Tg30 des
groupes Z70. L'intraZ70 s’engageant bien sur sa cible, positive a 'immunomarquage AT8 (Figure 39c),
il est probable qu’il se lie aux formes précédant les agrégats, soit les especes oligomériques de protéine
tau. Bien que les PHFs soient considérés comme les indicateurs de la pathologie, les formes
oligomériques de protéine tau semblent étre un élément clé dans le développement des lésions tau.
Elles présentent une toxicité sur de nombreuses fonctions intracellulaires comme |’expression de
certains génes (Benhelli-Mokrani et al., 2018), le fonctionnement de la mitochondrie (Camilleri et al.,
2020; Lasagna-Reeves et al., 2011; Zheng et al., 2020), la plasticité synaptique (Fa et al., 2016; Hill et
al., 2019; Lasagna-Reeves et al., 2011), I'assemblage des microtubules (Makrides et al., 2003) et le
transport axonal (Cox et al., 2016; Tiernan et al., 2016). Dans des modeéles murins, I'injection intra-
craniale d’oligomeres de protéine tau déclenche une propagation plus importante des Iésions tau aux
régions connectées par rapport aux PHFs (Lasagna-Reeves et al., 2012; Mate De Gerando et al., 2023).
Ainsi I'action de I'intraZ70 uniquement sur les oligoméres, formes précoces des PHFs, pourrait ralentir
la toxicité de la pathologie. Une analyse de la présence des oligoméres dans les modeles utilisés

permettrait d’étudier cette hypothése.

D’autres sites d’hyperphosphorylation, les résidus sérine 199 et sérine 396, ont été étudiés par analyse
biochimique du lysat d’hippocampe mais aucun effet bénéfique de I'intraZ70 n’a été visualisé (Figure
41). Cette méthode permet d’observer toutes les protéines solubles, oligomériques et agrégées.
L’analyse immunohistochimique permet une étude restreinte aux zones présentant une accumulation
de protéine tau et démontre une diminution de la surface de I'immunomarquage AT8. Ainsi 'ensemble
des résultats indique que I'intraZ70 cible les formes précoces des PHFs. Cependant, cet effet ne bloque

pas la formation des PHFs insolubles.
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3. Perspectives :

L'intraZ70 s’engage bien sur sa cible mais ne semble pas avoir d’effet sur la formation de fibres, ni sur
la dégradation de la protéine tau physiologique ou pathologique. Alors que nos VHHs Z70 présentent
bien un impact sur les conséquences de la toxicité des Iésions tau, I'absence de diminution des PHFs
matures reste un probleme. Il est possible que le VHH lié a la protéine tau ne soit pas reconnu comme
problématique pour la cellule et n’enclenche aucun mécanisme de prise en charge de dégradation
cellulaire. La combinaison des VHHs avec des molécules chiméres ciblant différentes voies de

dégradation est une perspective pour pallier a cette difficulté.

3.1. Stratégies de dégradation de la cible :

Il existe différentes possibilités pour cibler les protéines intracellulaires et les diriger vers les systemes
de dégradation cellulaire (Figure 49). Les chimeres ciblant la protéolyse (PROTAC) sont des complexes
hétéro-bivalent constitués d’un ligand de la protéine d’intérét relié a un ligand de I'ubiquitine ligase E3
par une liaison courte. Ce complexe ainsi formé permet I'ubiquitinylation de la protéine cible et sa
dégradation par le protéasome. Dans des modéles murins de pathologie tau, des systemes PROTAC
avec des peptides ou des petites molécules ciblant la protéine tau ont induit une réduction des niveaux
de protéine tau totale et phosphorylée et I'amélioration des performances cognitives (Gong et al.,
2024; W. Wang et al., 2021; Yao et al., 2024). Plusieurs études ont utilisé un VHH comme ligand dans
un systeme PROTAC pour une dégradation efficace de différentes protéines intracellulaires (lbrahim
et al,, 2020; Lim et al., 2020). L"équipe du Dr McEwans a combiné un VHH anti-tau développé par
I’équipe d’Isabelle Landrieu, le F8-2 dirigé contre la partie carboxy-terminale de la protéine tau, avec
comme ubiquitine ligase E3, le domaine RING de TRIM21. Celui-ci est ubiquitinylé uniquement apres
sa dimérisation, nécessitant deux protéines cibles proches (Miller et al., 2024). Dans le cas de la
protéine tau, cela permet donc la reconnaissance de protéines dimériques, oligomériques ou agrégées
et de ne pas éliminer les monomeres. Ce systeme a permis une diminution significative de plusieurs
parameétres de la pathologie tau dans un modele murin : quantité de protéine tau hyperphosphorylée,

pathologique, insoluble et pro-nucléantes (Benn et al., 2024).

Les constructions de chimeéres ciblant I'autophagie (AUTAC) permettent d’adresser la protéine
d’intérét a la voie de I'autophagie. Ce sont également des complexes hétéro-bivalents constitués d’un

ligand de la protéine d’intérét relié par une liaison courte a un ligand d’adressage a I'autophagie. Cette
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stratégie permet la prise en charge de substrats de taille importante jusqu’a des organites complets
(Takahashi et al., 2019). Un article en cours de révision présente les résultats du VHH anti-tau 1D9,
ciblant la partie MTBR de la protéine, reliée a un ligand de p62. L’activation de I'autophagie par ce
complexe permet la réduction de la quantité de protéine tau totale et d’agrégats insolubles et améliore

la locomotion dans un modéle murin de tauopathie (Jiang et al., 2025, en révision).

Il existe également des systemes chimériques induisant la dégradation de protéines extracellulaires
par les lysosomes nommés LYTAC. Le complexe est toujours formé d’un ligand de la protéine d’intérét
mais l'autre partie est un ligand des récepteurs de type mannose-6-phosphate qui permettent une
entrée du complexe par endocytose puis un ciblage vers les lysosomes et ainsi une dégradation de la

protéine cible.
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Figure 49: Stratégies de dégradation de protéines par des molécules chiméres

(a) Les chiméres PROTAC comprennent une molécule se liant a la cible intracellulaire, un lien court et
une molécule recrutant I'ubiquitine ligase E3. Le complexe ainsi formé permet la dégradation de la cible
(ici la protéine tau) par le protéasome via le systéme ubiquitine. (b) Dans le systéme LYTAC, un ligand
du récepteur aux lysosomes (LTR) ameéne la cible extracellulaire a l'intérieur des cellules pour une
dégradation via les lysosomes. (c) Avec ’AUTAC (autophagy-targeting chimera), un ligand dérivé de la
guanidine ou se liant a la protéine p62 adresse la protéine cible intracellulaire a la voie de I'autophagie
via les lysosomes(Congdon et al., 2023).
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3.2. Amélioration de la stabilité du Z70 :

L’'ensemble des travaux réalisé sur le VHH Z70 sans protéine rapportrice souleve la question d’un
probléme de stabilité. Celui-ci n’est efficace qu’avec une protéine rapportrice, la mCherry (Figure 46)
et n'est pas détecté suite a son expression in vitro et in vivo (Figures 45 et 47). Plusieurs pistes

d’optimisation sont envisagées au sein de nos laboratoires afin de pallier a ce probléme.

Les nanocorps bivalents, aussi appelés diabodies, sont constitués de deux VHHs reliés par un lien de
guelques acides aminés. Cette configuration augmente la stabilité, I'affinité et la sélectivité des VHHs
(Coppieters et al., 2006; C. Li et al., 2022; Van Roy et al., 2015). Un autre VHH du laboratoire ciblant
I’épitope PHF6* de la protéine tau est en cours de développement. L’hexapeptide PHF6* 575VQIINK230,
comme le PHF6, est impliqué dans la formation des fibres de protéine tau (von Bergen et al., 2001). Sa
position sur le deuxieme domaine de liaison aux microtubules est en amont du PHF6, assez proche
pour la taille d’'un diabody mais assez éloigné pour éviter un chevauchement des épitopes (Figure 50).
La combinaison du VHH anti-PHF6* avec le VHH Z70 permettrait d’améliorer la stabilité de ce dernier

mais également I'affinité et I'efficacité.

Proline-rich 306 378
N -E N2 Rl1 | R2 | R3 | R4 C
1 45 74 103 R domain 441
244 275 306 337 369

R1 R2 R3 R4

Z5VQIINKSY 306y QK3
(PHF6*) (PHF6)

Figure 50: Localisation des hexapeptides PHF6* et PHF6 sur la protéine tau 2N4R (Viswanathan et
al., 2020)

Malgré les nombreuses similarités des VHHs avec les VHs humains, leur origine non humaine a favorisé
I’hypothése qu’'ils pourraient augmenter le risque d’une réponse immunitaire indésirable suite a leur
administration. L’humanisation est une stratégie de réduction de I'immunogénicité basée sur le
remplacement de plusieurs séquences des VHHs de camélidés par des séquences humaines. Le VHH
Z70 est un VHH humanisé. Il est issu d’une optimisation du E4-1, lui-méme sélectionné sur une banque

synthétique de VHHs humanisés par plusieurs mutations dans les FR pour se rapprocher des séquences
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des FR des VH humains (A14P, A49S, A76S, K88R, P89A) (Moutel et al., 2016). Bien que les quatre
résidus impliqués dans la solubilité des VHHs de camélidés aient été conservés dans cette librairie,
certaines études démontrent que I’"humanisation affecte la solubilité et |a stabilité des VHHs (Kinoshita
etal., 2022; Vincke et al., 2009). De plus, le recul sur les essais cliniques utilisant des VHHs de camélidés
ou humanisés, ne met pas en évidence un bénéfice des VHHs humanisés sur I'immunogénicité du
traitement (Rossotti et al., 2022). Ainsi, un projet étudiant les propriétés des VHHs du laboratoire

‘déshumanisés’ est en cours de développement.

CONCLUSION

Ce projet de these a permis de modéliser pour le premiére fois I'expression in vivo d’'un VHH ciblant la
protéine tau a la fois a I'intérieur et a I'extérieur des cellules. C’'est également la premiere étude de
I'innocuité d’un ciblage de la protéine tau par un nanocorps. Nos deux constructions se sont montrées
shres sur la grande majorité des critéres d’évaluation, rendant Iégitime I'étude de leur efficacité sur la
pathologie. Ainsi, I'intra et I'extraZ70 ont présenté des capacités de réduction des Iésions tau dans des
modeles chroniques ou aigus. Les deux peuvent également réduire les effets toxiques de la pathologie
comme l'atrophie cérébrale ou les troubles comportementaux. Leur optimisation permettra
d’améliorer leur performance contre la pathologie et ses conséquences dans I'espoir d’un

développement de thérapeutique contre les tauopathies.
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Abstract

Background Tauopathies share common features, including tau aggregation, which plays a central role in neurode-
generation. However, these disorders are highly heterogeneous, particularly in the spread of pathological tau species
between cells. In Alzheimer’s disease, intracellular tau aggregation is followed by a propagation between cells leading
to a hierarchical pathway of neurodegeneration, whereas in other tauopathies, such as progressive supranuclear
palsy (PSP), pathological tau remains largely confined within neurons and exhibits more limited spread. This variability
raises the question of whether tailored treatments for each tauopathy might offer more therapeutic benefit. Hence,
we designed two different immunological approaches using single domain antibody fragments, also called VHHE,

to target intracellular and extracellular tau. This study aims to first evaluate the safety of these immunological tools

on physiological tau and then their potential to slow disease progression.

Methods We selected the pro-aggregative tau hexapeptide PHF6 as a common target for the VHHSs. These VHHSs
were cloned in viral vectors allowing to compare two different expression systems: 1) intracytosolic expression

to prevent tau accumulation (intraVHH) and 2) secretion into the interstitial fluid, to prevent tau spreading (extraVHH).
By stereotactic injection of viral vectors, these VHHs were expressed in the brain of transgenic or wild-type mice

and three readouts were studied: behavior, brain imaging and tau lesions.

Results We validated the correct addressing of intra- and extraVHHs. These two constructs were not associated
with adverse effects, even in the absence of tau overexpression, in wild-type mice. Their efficacy was demonstrated
in transgenic mouse tau models, either chronic long-term or in acute seeding with injections of human brain
homogenates from Alzheimer's disease patients. They both can slow down several pathological effects (i.e. cognitive
deficits, cerebral atrophy and neuronal hyperphosphorylation of tau).
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Conclusions This study is a proof of concept demonstrating that VHHs can be engineered to reduce both intra-
and extracellular tau pathologies without major adverse effects, making them of interest for therapeutic applications.

Keywords Tauopathies, VHH, Single domain antibodies, PHF6, Tau spreading, Immunotherapy, Alzheimer’s disease,

PSP

Background

Tauopathies are a heterogenous group of neurodegen-
erative diseases that share a common feature: the intra-
cellular accumulation of tau protein [1]. During the
pathological time course, this microtubule-associated
protein assembles into fibrillar structures, leading to neu-
rofibrillary degeneration (NFD) in Alzheimer’s disease
(AD), which is a correlated with cognitive decline [2, 3].
These intraneuronal lesions are composed of paired heli-
cal and straight tau filaments. Their composition, defined
by cryoEM studies, revealed an ordered core of paired
protofilaments comprising residues 306-378, and dis-
ordered amino- and carboxy-termini forming the fuzzy
coat [4]. Additionally, tau oligomers are now considered
to be the toxic tau species in several neurodegenerative
disorders such as AD [5]. These intraTau species, in their
fibrillar and/or oligomeric structures, are now considered
to be very important targets in AD. The appearance of
tau lesions in AD follows a hierarchical progression in a
pattern that is similar among patients. This stereotypical
progression is known in the literature as the Braak stages
[6, 7], which are now considered to be steps in the ‘prion-
like’ propagation of neurodegeneration, thus identifying
pathological extraTau as a potential target [8].

Anti-tau therapies, particularly immunotherapies, have
since been developed [8, 9], and peripheral injection of
monoclonal antibodies is already used in clinical trials [9,
10]. Unfortunately, they poorly penetrate the brain, with
only 0.1% to 0.2% crossing the blood—brain barrier [11],
and therefore have great difficulty reaching their target in
the interstitial fluid that surrounds cells. In this context,
antibody engineering represents an alternative approach
to target the tau protein. Several studies in mouse mod-
els of tau pathology have demonstrated the potential of
anti-tau antibody fragments (variable fragment of single
chain antibodies or scFv) to reduce pathology [12-15].
In addition, the development of other single-domain
antibody fragments, such as the variable domain of the
heavy chain of heavy chain-only antibodies (VHHs), is
also promising. Since their discovery in 1993 [16], VHHs,
which correspond to the variable fragment of antibod-
ies without a light chain, have proved to be powerful not
only in research applications but also in medicine and
have attracted intense preclinical and clinical interest
over the past two decades [17]. Their entry into the neu-
rodegenerative field began in the 2010s and they are now

widely studied in the hope of addressing the challenges
of antibody-based therapy targeting the central nerv-
ous system. Their high solubility facilitates intracellular
protein targeting, they are easy to produce in bacteria,
induce less immunogenicity than classical immunoglobu-
lin G (IgG) antibodies, and exhibit good antigen binding
capabilities and strong tissue penetration [18]. Addition-
ally, their small size (12 to 15 kDa) and the structure of
their antigen-binding loops facilitate access to some
epitopes that are difficult to reach with conventional anti-
bodies [19]. Some anti-tau VHHs have demonstrated the
ability to target intraTau [20-26] and, when modified for
secretion, to target extraTau [27]. They are then invalu-
able, readily adaptable tools in the fight against tauopa-
thies where specific toxic species are known in the brain
parenchyma [28] as well as in biological fluids [29, 30].

Previously, we developed an anti-tau VHH called Z70
that targets tau, specifically the PHF6 epitope [22]. This
PHEF6 hexapeptide (5, VQIVYKj,;) is located in the third
microtubule binding domain (MTBD) of tau and plays a
central role in its aggregation [31-33]. Indeed, early fila-
mentous assemblies of tau have been shown to be pre-
dominantly composed of the PHF6 peptide arranged in
cross- sheet structures [33]. We have previously shown
that neutralizing intraTau species reduces tau nucleation
in vitro, but also in an acute mouse model of tau seeding
[22]. Although a proof of concept of great interest, sev-
eral limitations of this study remain, as the seeding model
and lentiviral delivery used in this experiment that limit
the assessment of larger (whole brain) and longer (age-
ing of tauopathy mouse models) effects of treatment. In
addition, studying extended spatial and temporal effects
raise the related question of safety under these conditions
of increased exposure. Indeed, the PHF®6 is not a specific
epitope for pathological tau and it remains to be shown
that the VHHs do not affect brain function.

In this study, three main sections are highlighted:
development of the tools, their safety and their efficacy.
First, the safety of AAV viral vectors expressing anti-
PHF6 VHH intracellularly or extracellularly was exten-
sively evaluated using several complementary assays. We
then tested the efficacy of targeting extraTau or intra-
Tau and reducing different aspects of tau pathology on
a mouse time scale that may be related to ageing. We
demonstrated the efficacy of VHHs in preventing cogni-
tive deficits or cerebral atrophy and reducing neuronal
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tau hyperphosphorylation, while the overall safety of
the approach was strongly supported by multiple indica-
tors. The comparison of the intraTau and extraTau VHH
approaches allowed a better mechanistic understand-
ing of their activities, which is of general interest for the
development of anti-tau bio-therapies.

Material and methods

VHH and adeno-associated vectors (AAVs)

As previously performed in our laboratories, VHHs were
selected from the screen of a synthetic phage-display
library of humanized llama single-domain antibody [22,
34]. Here, VHHs were produced using plasmids encoding
a C-terminal mCherry protein fused with Z70 to target
intraTau (intraZ70) or fused with a VHH against GFP as
a control (intraCtrl). To target extraTau, plasmids encod-
ing an N-terminal interleukin-2 secretion sequence and
a C-terminal mouse mIgG-Fc2 [34] was fused to Z70 to
target extraTau (extraZ70) or fused with a VHH against
GFP as a control (extraCtrl) were used (Fig. 1A). AAVs
vectors driven by a cytomegalovirus promotor were pur-
chased from VectorBuilder. AAV serotypes and cerebral
injection sites were tested for maximal brain coverage
[35]. To insure the greatest dispersion of our vector, we
evaluated four AAV serotypes already described for their
central nervous system tropism [36] (AAV2/7, AAV2/S,
AAV2/9 and AAV2/10; encoding GFP protein, Fig. S1A).
Intra-cerebroventricular delivery is not efficient regard-
less of the serotype used (Fig. S1B). Contrary, GFP
is expressed after intra-hippocampal injections with
AAV2/8 significantly less efficient than AAV2/7, AAV2/9
and AAV2/10 (Fig. S1C). To discriminate these three can-
didates, and because the tau transgenic mice used in this
study (THY-Tau30 named Tg30) present tau pathology
in the spinal cord [37], immunostaining of GFP in this
area was also performed. AAV2/9 allowed the best GFP
expression in the spinal cord in wild-type mice (Fig. S1D)
and is expressed in the dorsal, cervical and thoracic part
of the spinal cord (Fig. S1E, left part) where tau pathology
is present (Fig. S1E, right part) and was therefore selected
for the further study.

(See figure on next page.)
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Cell culture and cell transfection

HEK293T cells were cultivated in Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium with 10% fetal bovine serum, 1%
penicillin/streptomycin, 1% GlutaMAX, and without
HEPES. The cells were maintained in a humidified incu-
bator with 5% CO,. All cell lines were passaged twice a
week. Cells were seeded in 24-well plates (0.8.10° cells
per well); 24 h later, cells were transfected with 500 ng
of plasmids encoding intraZ70, intraCtrl, extraZ70 or
extraCtrl together with lipofectamine in opti-MEM, as
recommended by the manufacturer (Invitrogen). 48 h
later, supernatants were collected and cells lysed in RIPA
1X buffer (150 mM NacCl, 0.1% SDS, 0.5% Sodium deoxy-
cholate, 1% NP-40, EDTA free protease inhibitor, 50 mM
Tris base at pH 8), homogenate was sonicated and sam-
ples were stored at —80 °C.

Biochemical analyses

Protein concentrations were evaluated using a BCA
assay (Pierce), subsequently diluted with lithium dode-
cyl sulfate 2X supplemented with reducing agents (Inv-
itrogen) and then separated on 4-12% NuPAGE Bis—Tris
Gels (Invitrogen). Proteins were transferred to nitrocel-
lulose membrane, then saturated in TNT (Tris 15 mM
pHS8, NaCl 140 mM, 0.05% Tween) with 5% non-fat
dry milk or 5% BSA and incubated with primary anti-
bodies (see Table 1) overnight at 4 °C and with the cor-
responding secondary antibodies: peroxidase labeled
horse anti-rabbit and anti-mouse (1/5,000 and 1/50,000
respectively, Vector Laboratories). Signals were revealed
using a chemiluminescence assay (ECL, Amersham Bio-
science) and visualized using a LAS4000 imaging system
(GE Healthcare). Results were quantified using Image-
Quant software to allow normalization. For synaptosome
preparation, a mouse hippocampus was homogenized in
Tris buffer (pH 7.4) containing 10% sucrose using a Pot-
ter—Elvehjem on ice. Syn-PER"™ Synaptic Protein Extrac-
tion Reagent (#87,793; Thermofisher, France) was then
added to 100 pL of brain homogenate. The samples were
homogenized again using a Potter—Elvehjem and then
centrifuged (1200 g; 10 min at 4 °C). Cell debris were dis-
carded, supernatants centrifuged (15,000 g; 20 min at 4

Fig. 1 VHH constructs- (A, B) AAV2/9 constructs encoding under the expression control of a CMV promoter. A intraZ70 or intraCtrl—VHHs fused
to a mCherry tag protein or (B) extraZ70 or extraCtrl—VHHSs fused to an IL2 secretion signal and a Fc portion of mouse IgG2 (C) HEK293T cells were
transfected with intraCtrl, intraZ70, extraCtrl and extraZ70 plasmids and VHH expression was detected by Western blot in cell lysate (C) or media
(M) using anti-bodies against VHHs (upper panel) or antibodies against Fc (lower panel). The black star indicates the presence of cell culture
medium contaminants, which are also present in non-transfected cells (NT). The black arrows point to the VHHs. D AAVs encoding VHHs were
injected into the hippocampus of Tg30, and the viral DNA episome from the hippocampus were detected by gPCR, 1 or 9 months after injection.

E Immuno-fluorescence detection of extraVHH (anti-VHH) and the endoplasmic reticulum (anti-calreticulin) was done using hippocampal sagittal
sections of mice, 9 months post-injection. ExtraVHH is visualized in green and the ER in purple. Fluorochrome overlays are analyzed in cells

and illustrated on the right part of the figure
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Table 1 List of primary and secondary antibodies used for western blot, immunohistochemistry or immunohistofluorescence

Antibody Application Manufacturer’s reference Dilution Host species

Primary antibodies
Tau C-ter WB Home-made, 993-S1 1/4,000 Rabbit
NeuN WB Abcam, ab177487 1/5,000 Rabbit
GFAP WB Sigma-Aldrich, G3893 1/1,000 Mouse
Ibal WB Abcam, ab178846 1/1,000 Rabbit
pEIF2a WB Thermofischer, MA5-15133 1/1,000 Rabbit
EIF2a WB Cell Signaling, 5324 1/1,000 Rabbit
ATF4 WB Cell Signaling, 11815 1/1,000 Rabbit
pErk WB Cell Signaling, 9106 1/2,000 Mouse
Erk WB Cell Signaling, 9102 1/1,000 Rabbit
Snap25 WB SantaCruz, sc-376713 1/1,000 Mouse
PSD95 WB Cell Signaling, 2507 1/1,000 Rabbit
LC3b WB Cell Signaling, 2775 1/2,000 Rabbit
MBP WB Sigma Aldrich AB15542 1/5,000 Rabbit
CPNPase WB Abcam, ab6319 1/1,000 Mouse
GAPDH WB Sigma Aldrich, G9545 1/50,000 Rabbit
Actin WB Sigma Aldrich, A5441 1/25,000 Mouse
AT8biot IHC/IF Invitrogen, MN10208B 1/500 -
AT100 IHC Invitrogen MN1060 1/500 Mouse
MC1 IHC Peter Davies lab 1/500 Mouse
Iba1 IHC Wako, 019-19741 1/1000 Rabbit
AT8 IF Invitrogen, MN1020 1/500 Mouse
VHH IF Eurogentec EG-VHHOO1 1/1,000 Rabbit
RFP IF Rockland, 600-401-379 1/1,000 Rabbit
Calreticulin IF Thermo, PA3-900 1/500 Rabbit
GFP IF Synaptic System 132002 1/1,000  Rabbit

Secondary antibodies
Anti-mouse IgG Fc cross-adsorbed HRP WB Invitrogen 31439 1/20,000 Goat
Anti-rabbit IgG (H+L) peroxidase WB Vector Laboratories, PI-1000 1/5,000 Goat
Anti-mouse IgG (H+L) peroxidase WB Vector Laboratories, PI-2000 1/50,000 Horse
Anti-mouse IgG (H+L) biotinylated HC Vector Laboratories, BA-2001 1/400 Goat
Anti-rabbit IgG (H+L) biotinylated IHC Vector Laboratories, BA-1000 1/400 Goat
Anti-mouse IgG, Fcy fragment specific Alexa Fluor 488 IF Jackson ImmunoResearch, 115-545-008 1/500 Goat
Anti-mouse IgG (H+L), Alexa fluor 488 IF Invitrogen, A11001 1/1,000 Goat
Anti-rabbit IgG (H+L), Alexa fluor 647 IF Invitrogen, A21245 1/1,000 Goat
Streptavidine, conjugued Alexa Fluor 647 IF Invitrogen S21374 1/500 -
Streptavidine conjugued Alexa Fluor 568 IF Invitrogen S11226 1/500 -

°C) and the resulting pellets suspended in 100 pL of Syn-
PER™ solution. For induction of ATF4 and EIF2a, SH-
SY5Y cells were incubated with 20 uM of sodium arsenic
for 6 hat 37 °C.

Animals

The study was performed in accordance with French and
European Community rules. The experimental research
was performed with the approval of an ethics commit-
tee (agreement APAFIS #43474-2023050714441306 v6)

and follows European guidelines for the use of animals.
The animals (males and females) were housed in a tem-
perature controlled (20-22°C) room maintained on a
12 h (h) day/night cycle with food (SAFE R04-25) and
water provided ad libitum in a specific pathogen-free
animal facility (m=5 mice per cage). Animals were allo-
cated to experimental groups by randomization. THY-
tau30 transgenic mice (Tg30) express human 1N4R
tau protein with two pathogenic mutations (P301S and
G272V) under the control of the neuron-specific Thyl.2
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Table 2 Animal groups
Injection site & AAV Injection-ICV Injection-HIPP IHF
selection AAV2/7 39 39 6
AAV2/8 38 38 6
AAV2/9 3Q 3Q 6
AAV2/10 338 338 6
WT &Tg30 Injection Behavior Imaging qgPCR IHC IHF WB
Tg30 intraCtrl 15(938+69) 15 15 15 15 15 -
Tg30intraZ70 15 (108 +59) 15 14 14 14 14 -
Tg30 extraCtrl 15 (68+99) 15 15 15 15 15 -
Tg30 extraZ70 15 (68 +99) 15 15 15 15 15 -
WT AAV2/9 15 (58+109) 15 15 15 15 15 15
WT GFP 15 (63 +99) 15 15 15 15 15 15
WT intraZ70 15 (68 +99) 15 14 14 14 14 14
WT extraZ70 14 (83 +69) 14 13 12 12 12 12
VHH episome Injection agPCR IHF
Tg30 intraCtrl 5(338+29) 5 5
Tg30intraZ70 5(338+29) 5 5
Tg30 extraCtrl 5238+39) 5 5
Tg30 extraZ70 5(38+29) 4 4

The number and sex of mice injected and among them the number of animal used for separate experiment are shown

Difference between a few groups and pathological assessment is due to premature death of animals

ICVintracerebroventricular, HIPP hippocampus, IHF immunofluorescence, IHC immunohistochemistry, WB western-blot, gPCR quantitative polymerase chain reaction

promoter [37, 38]. Animals used in this study are detailed
in Table 2. Whereas considering Sex As a Biological
Variable (SABV) is of interest, this study grouped male
and female mice together for ethical reasons, primar-
ily to minimize the number of animals sacrificed. This
approach also ensured statistical power, particularly for
our imaging and behavioral assays.

AD brain homogenate (hAD) preparation

Two human AD brain samples (Braak 6, frontal cortex)
were obtained from the Lille Neurobank (fulfilling crite-
ria of the French law on biological resources and declared
to competent authority under the number DC-2008-642)
with donor consent, data protection and ethical commit-
tee review. Samples were managed by the CRB/CIC1403
Biobank, BB0033-00030. Extract was homogenized on
ice with a glass potter in five volumes (w/v) of phosphate-
buffered saline (PBS) and then sonicated (50 runs, ampli-
tude 60, VibraCell 72405, Bioblock Scientific). Protein
concentration was determined using a BCA assay. Soni-
cated h-AD was centrifuged at 4 °C 3,000 g for 5 min and
then the supernatant was aliquoted and kept at —80 °C
until use.

Stereotaxic injection

One month-old anesthetized Tg30 or littermate mice
were submitted to stereotaxic intracranial injections of
AAV at 1.5.10" genome copies/mL in 2 pL at 250 nL/
minutes (min) with a Hamilton glass syringe. For AAV
serotype selection, bilateral stereotaxic injections were
performed in the hippocampus of Tg30 mice (coor-
dinates from bregma anterio-posterior (AP): —2.5;
medio-lateral (ML): + 1; dorso-ventral (DV): —1.8) or in
cerebral ventricle (coordinates from bregma AP: —0.4;
ML:+1; DV: —2.2) with AAV serotype 2/7, 2/8, 2/9 or
2/rh10 expressing GFP protein under a CMV promo-
tor (VectorBuilder). For VHH efficiency assays, Tg30
mice were bilaterally injected at the same hippocampal
coordinates with AAV2/9 expressing either intraZ70,
intraCtrl, extraZ70 or extraCtrl (Fig. 1A and B). Lit-
termate mice were injected at the same hippocam-
pal coordinates with either control AAV (AAV2/9) or
with AAVs expressing GFP protein, or with intra or
extraZ70. For the seeding mouse model, one month-
old Tg30 animals were injected at the same coordinates
(AP: —2.5, ML:+1; DV: —1.8) with lentiviral vectors
expressing intraCtrl, intraZ70, extraCtrl, extraZ70 as
previously done [22]. Two weeks later, 2 puL (5 ug/puL) of
human h-AD were inoculated at the same injection site.
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Behavioral tests
The behavioral tests were done during the rodent light
cycle.

Y-maze

Seven months after stereotaxic injections, mice were
tested for short-term hippocampus-dependent spatial
working memory using a two-trial Y-maze task [39]. The
arms of the maze were 22 ¢cm long, 6.4 cm wide and 15
cm deep. The floor of the maze was covered with sawdust
that was mixed after each trial in order to eliminate olfac-
tory cues. Various extra-maze visual clues were placed
on the surrounding walls. Experiments were conducted
with an ambient light level of 7 1x. During the exposure
phase, mice were assigned to two arms (the “start arm”
and the “other arm”), which can be freely explored dur-
ing 5 min, without access to the third arm of the maze
(the “novel arm”), blocked by an opaque door. The assign-
ment of arms was counterbalanced within each experi-
mental 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
5 min. The amount of time spent in each of the arms in
the first minute was recorded using EthovisionXT (Nol-
dus, Netherlands). A discrimination index is applied on
the test phase, corresponding to the time in the novel
arm X 100/(time in novel arm+time in other arm). The
distance travelled and the velocity were determined on
the 5 min of exploration.

OpenfField

Seven months after injections, exploratory activ-
ity and anxiety-like behavior without predator stimuli
was assessed in an openField arena (49x49 cm) under
medium-light intensity (60 Ix) [40]. Plastic walls were
always cleaned with 30% ethanol between each trial. Mice
were placed in the center and were allowed to explore the
arena for 10 min. The distance travelled and the velocity
were considered as the main parameters of locomotion.
The inner zone was considered as center and time spent
in the center was compared to the time near the walls.
The amount of time spent in each zone was recorded
using EthovisionXT (Noldus, Netherlands).

Magnetic resonance imaging (MRI)

Acquisition

The images are taken on a 7 T MRI (Bruker, Biospec,
Etlingen, Germany). A cylindrical transmitting coil 86
mm diameter coupled to a surface receiving coil dedi-
cated to the mouse brain allows data recording. The
animals are anesthetized during the acquisitions with
isoflurane (1.5%) and their temperature is kept constant

Page 7 of 24

thanks to a hot water circuit integrated into the bed on
which the animal is positioned. A pressure sensor is
placed under the abdomen to monitor breathing during
the various acquisitions, and a pulse oximetry sensor is
placed on its leg. The procedure lasts approximately 1
h 25 min per animal and includes a total of 6 sequences
acquired successively. The imaging protocol begins with a
gradient echo sequence which allows control of the posi-
tioning of the brain at the center of the magnetic field of
the MRI, 15 images are then acquired (5 images for each
of the three reference planes, axial, coronal and sagit-
tal). A second 2D identification sequence is carried out,
in spin echo of 10 contiguous coronal sections of 0.7 mm
thickness, T2 weighted, making it possible to control the
transverse orientation of the brain. The sequence param-
eters are as follows: A time repetition (TR) of 2500 mil-
lisecondes (ms), an echo time (TE) of 33 ms, the field of
view (FOV) is a 2-cm square, coded by a matrix of 256
by 256, i.e. a resolution of 78 microns per pixel. A 2D
diffusion tensor imaging (DTI) sequence of 30 0.5 mm
axial sections is applied using the echo planar imaging
(EPI) acquisition method in order to measure the mobil-
ity parameters of water molecules, such as the Frac-
tional Anisotropy (FA) and the Mean Diffusivity (MD).
The sequence parameters are as follows: A TR of 2500
ms, an echo time (ET) of 30 ms, the FOV is a rectan-
gle of 2.2 1.5 cm, coded by a matrix of 220 by 150, i.e.
a pixel of 100 microns of side. This sequence is coded in
30 directions with a b-value of 850 s/mm2. Homogeniza-
tion of the magnetic field is obtained by the MAP-SHIM
method by placing a narrowed voxel around the brain.
In addition, a reverse-phase image acquired for DTI
sequence is duplicated by adjusting its inverted phase
coding direction parameters, without gradient diffusion,
in order to correct in a post-processing analyze the dis-
tortions due to the EPI method. Then an anatomical T2
weighting sequence geometrically recalled to the DTI is
carried out with the following parameters: A TR of 5000
ms, an ET of 33 ms, with a geometry identical to the DTI
sequence. Finally, a 3D anatomical sequence of the brain
is acquired in order to carry out volumetric calculations
of brain structures. It is T2 weighted with a TR of 1800
ms, an ET of 36 ms, the FOV is a voxel of 20x15.5x 12
cm, coded by a matrix of 154 by 119 by 92, i.e. an iso-
tropic resolution of 130 microns per pixel.

Data processing

First, bias field inhomogeneity is corrected from
T2-weighted images using N4 algorithm [41]. Then
images were denoised with a multiresolution non-local
means filter [42]. Brain mask and label segmentation
were extracted in using multi-atlas label fusion [43] and
from the National University of Singapore (NUS) mouse
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atlas [44]. 39 bilateral Regions of Interest (ROIs) were
extracted and their volume was calculated (Whole Brain,
CAl, Dentate Gyrus, Hippocampus, Amygdala, Cau-
doputamen, Corpus callosum, Lateral ventricle, Motor
cortex, Perirhinal cortex, Visual cortex, Thalamus). On
3D T2 weighted images, a voxel-wise p-values method
was performed to compare volumes of the cerebral
regions of WT-AAV2/9 mice to the three other groups in
using an approximate two-sample Fisher-Pitman permu-
tation test with resample =10,000 [45]. For p-value <0.05,
a -logl0(p-value) was applied. Label values were modified
with those p-values were then applied on their atlas ROIs
and overlapped to the MRI template.

DTl images statical analysis

First, DTI images were corrected for motion using AFNI
(https://afni.nimh.nih.gov/) function. Then, TOPUP
function was applied to the pair of phase image. DTT data
were denoise with Mrtrix package (https://www.mrtrix.
org/) and bias field inhomogeneity is corrected from
T2-weighted images using N4 algorithm. T2 weighted
image and mask and label images were rigidely co-reg-
istered over the BO image with functional source license
ESL. (https://fsl.fmrib.ox.ac.uk). Eddy correction were
applied on diffusion image using FSL. Different diftusion
tensor parametric maps were generated with FSL, includ-
ing FA, MD, Longitudinal (LD) and Radial (RD) diffusivi-
ties. Data from all the animals were averaged/ROI and
presented as mean standard deviation (SD).

[18 Fl-fluorodeoxyglucose positron emission
tomography (PET) acquisitions

Glucose cerebral metabolism was studied by perform-
ing a PET-computed tomography (CT) scan (Inveon,
Siemens, Knoxville, TN, USA) with an intraperito-
neal injection of 18-fluorinated glucose analogue ([18
F] fluorodeoxyglucose, (0.5 MBq / g; 0.3 ml in volume,
Curium, Glisy, France). A 15-min PET scan was initi-
ated 45 min after radiotracer injection. All CT scans were
registered to an in-house CT template and brain masks
were extracted and applied to PET images with ANTS
(Advanced Normalization package http://www.fil.ion.ucl.
ac.uk/spm/ Normalization Tools package). PET images
were then registered to NUS mouse atlas [44]. '®)FDG
brain uptake values were expressed as Standardized
Uptake Values (SUV). SUV were then extracted in brain
areas using NUS atlas. Elected regions SUV values were
normalized with cerebellum SUV values.

Tissue processing

For AAVs serotype selection and the seeding model,
1 month after stereotaxic injection, Tg30 were deeply
anesthetized with 100 mg/kg Ketamine and 10 mg/kg
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Xylazine, trans-cardially perfused with ice-cold 0.9%
saline solution then 10 min with fresh 4% paraformal-
dehyde (PFA). The brains and spinal cords were imme-
diately removed and post-fixed in 4% PFA over-night
(ON). Brain was washed in phosphate-buffered saline
(PBS), placed in 20% sucrose ON, and frozen 1 min in
isopentane. Free-floating sagittal (AAVs selection) or
coronal (seeding model) sections (40-pm thickness) were
obtained using a cryostat microtome. Spinal cord was
incubated in 70% ETOH overnight, 80% ETOH 90 min,
95% ETOH 90 min, 100% ETOH 90 min, 100% Xylene 2
times 2 h each, paraffin 55 °C 2 times 90 min each and
embedded. 7 um sections were performed with Leica
microtome. For VHH efficiency assays, 9 months after
stereotaxic injection, WT or Tg30 were deeply anesthe-
tized with 100 mg/kg Ketamine and 10 mg/kg Xylazine
and trans-cardially perfused with ice-cold 0.9% saline
solution. The brains were immediately removed and a
brain hemisphere was post-fixed in 4% PFA for 7 days,
washed in PBS, placed in 20% sucrose ON, and frozen 1
min in isopentane. Free-floating sagittal sections (40-um
thickness) were obtained using a Leica cryostat. The sec-
ond hemisphere was extracted, the hippocampus sepa-
rated and frozen for biochemical analysis.

DNA extraction from hippocampus and qPCR protocol
One- and 9 months post-injection, hippocampi were
lysed by sonication in 200 pL in a tris base 10 mM pH
7.4 — sucrose 10% solution. The DNA was extracted using
15 pL of lysate in the Nucleospin Tissue XS, Micro kit
(740,901.50, Macherey Nagel) according to the manufac-
turer’s instructions. Quantitative real-time PCR analysis
was performed on Applied Biosystems QuantStudio3""
Real-Time PCR Systems, using 2 pL at 25 ng/pL of the
previously obtained products, 1 pM oligonucleotides spe-
cific to VHH (reverse ATA CGT AGC TGT GTC CTC
GG and forward GAG TTC GTT TCC GCC ATC TC),
in a commercial SYBRGreen Master Mix (GoTaq Green
Master Mix 2X, Promega). The thermal cycler conditions
were as follows: 95 °C for 10 min, then 40 cycles at 95 °C
for 15 s and 60 °C for 1 min. Viral copies genome num-
ber were deducted from standard curve generated after
QPCR of plasmid encoding VHH with the same experi-
mental conditions.

Immunohistofluorescence

For extraVHH, brain sections were saturated in normal
goat serum (1/100; S-1000, Vector), then incubated with
the primary antibody anti-Fc conjugated with Alexa 488
(AffiniPure Goat Anti-mouse IgG, Fcy fragment spe-
cific; 1/500; 115-545-008, Jackson ImmunoResearch)
for 1 h at room temperature in PBS-0.2% Triton X-100.
Then they were incubated with the antibody anti-tau AT8
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biotinylated (1/500; MN1020B, Invitrogen) ON at 4 °C in
PBS-0.2% Triton X-100. Biotin of anti-AT8 were revealed
using either Alexa 568-Streptavidin (1/500; S11226, Inv-
itrogen) for mice sacrificed 9 months post-injection or
with Alexa 647-Streptavidin (1/500; S21374, Invitrogen)
for mice sacrificed 1 month post-injection. For intraVHH,
brain sections were saturated in normal goat serum
(1/100; S-1000, Vector laboratories), then incubated
with the primary antibodies anti-tau AT8 (1/500; mouse;
MN1020, Invitrogen) and anti-RFP (1/1,000; rabbit;
600-401-379, Rockland) ON at 4 °C in PBS-0.2% Triton
X-100. Labeling was detected using a goat anti-mouse
secondary antibody conjugated with Alexa 488 (1/1,000;
A11001, Invitrogen) and goat anti-rabbit antibody con-
jugated with Alexa 647 (1/1,000; A21244 or A21245,
Invitrogen).

For both extra- and intraVHH, slices were coverslipped
with mounting medium supplemented with DAPI
(H1200, Vector laboratories) to reveal nuclei. Acquisi-
tions were performed using either a slide scanner (Axi-
oscan Z1-Zeiss) with a20X objective or an inverted
confocal microscope (LSM 710, Zeiss, Jena, Germany)
with a 20X or 63X oil-immersion lens. Mean intensity
projection (merged of individual focal plans) or indi-
vidual focal plan are shown. Profile superpositions are
done using the ZEB blue software (3.6 blue edition). Co-
localization studies were carried out on individual focal
planes<to 1 um to demonstrate the proximity of the
markers analyzed. The superposition of the two fluoro-
chromes was detected using the ‘profile’ tools of the ZEN
blue software (3.6blue edition).

For AAV serotype selection, spinal cord sections were
deparaffinized and unmasked via citrate buffer (3.75 mM
Acid citrate, 2.5 mM disodium phosphate, pH 6) for 10
min in a domestic microwave. Spinal cords and brain
sections were saturated in normal goat serum (1/100;
Vector), then incubated with the primary polyclonal anti-
bodies anti-GFP (1/1,000, rabbit, Synaptic System) ON
at 4 °C in PBS-0.2% Triton X-100. Labeling was detected
using a secondary anti-rabbit antibody conjugated with
Alexa 568 (1/500; Invitrogen). Slices were coverslipped
with mounted medium added with DAPI (Vector) to
reveal nuclei. Section imaging was performed using a
slide scanner (Axioscan Z1-Zeiss) with ax20 objective.
Quantification of the GFP staining and DAPI was per-
formed using Image].

Immunohistochemistry and quantification

Free-floating sagittal sections were used for immuno-
histochemistry. Nonspecific binding was blocked by
using “Mouse in Mouse” reagent or normal goat serum
(1/100; Vector Laboratories). Brain slices were next
incubated with the biotinylated primary monoclonal

Page 9 of 24

antibody AT8 (1/500; Thermo MN1020b), AT100 (1/500;
Thermo MN1060), MC1 (1/500; Peter Davies’s gift) or
Ibal (1/1000; Wako 019-19741) in PBS- 0.2% Triton
X-100, ON at 4 °C. For AT100 and MCI1 staining, slices
were incubated with biotinylated anti-mouse secondary
antibody (1/400; Vector BA2001); for Ibal slices were
incubated with biotinylated anti-rabbit secondary anti-
body (1/400; Vector BA1000). The avidin/biotin-HRP
complex (ABC kit, 1:400 in PBS, Vector) was used to
amplify signals prior to addition of diaminobenzidine tet-
rahydrochloride (DAB, Vector) in Tris—HCl 0.1 mol/L,
pH 7.6, containing H,0,. Brain sections were mounted,
air-dried, steadily dehydrated in ethanol (30%, 70%, 95%,
100%), cleared in toluene, and coverslipped with Vecta-
Mount (Vector Laboratories). For blinded quantifica-
tion, sagittal brain sections (10 to 17 slices per mouse)
from ML bregma 0.3 to 3.5 (based on the Mouse Atlas,
George Paxinos and Keith B.J. Franklin, Second Edition,
Academic Press) (Fig. S2A) were analyzed using histol-
ogy software (Mercator image analysis system; Explora
Nova). Threshold was established manually to present a
minimal background and remained constant throughout
the analysis (Fig. S2B).

Plasma analysis

At sacrifice, blood samples were collected by cardiac
puncture using Microvette CB 300 EDTA K2E (Sarstedt)
and centrifuged at 2000 g for 10 min at 4 °C. Plasma were
then stored at— 80 °C. Simoa Neuro 4-Plex B (Quanterix)
was used to quantify NF-light, tau, GFAP and UCH-L1.
Mouse plasma was re-spun 5 min at 10 000 g at 4 °C,
diluted 8 times in the assay buffer and the experiment
were next performed in duplicate using manufacturer’s
instructions. Samples were analyzed on the Simoa SR-X
analyser (Quanterix). Manufacter’s controls were in the
specified range and samples were above LLOQ for each
measurement (Analytical LLOQ=0.5 pg/mL for Tau, 2
pg/mL for NfL, 9.38 pg/mL for GFAP and 37.5 pg/mL for
UCHLI1).

Statistics

Statistics and plots were generated using GraphPad
Prism 8 software (version 8.0.0). The normality of the
distributions was assessed graphically and using the Sha-
piro—Wilk test. In the case of a non-Gaussian distribu-
tion, the Mann—Whitney U test was used for one-to-one
comparisons, and ordinary one-way Analysis Of Variance
(ANOVA) (non-parametric Kruskal-Wallis test) for mul-
tiple comparisons. In the case of a Gaussian distribution,
the t-test was used for one-to-one comparisons or one-
way ANOVA (parametric Dunnett’s multiple compari-
son test) for multiple comparisons. Data are reported as
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the mean +standard deviation (SD). The statistical tests
adopted a two-tailed a level of 0.05.

Statistical tests, inclusion or exclusion of outliers,
post-hoc tests are presented in supplementary Table 1.
For behavioral studies, identification of outliers was per-
formed post hoc using Iterative Grubbs (Alpha=0.1) and
outliers were removed from data analysis.

Results
The tools
Constructs encoding VHH mediate effectively the intra
or extracellular localization
Our VHHs were designed for either intracellular expres-
sion (intraVHH, Fig. 1A) or secretion into the extracellu-
lar environment (extraVHH, Fig. 1B) driven by a secretion
consensus sequence. IntraVHHs are fused to a mCherry
protein, whereas extraVHHs are fused to an interleukin-2
signal sequence (IL2ss) in their N-terminal parts, allow-
ing their secretion, and a Fc portion in their C-terminal
parts, to increase their sensitivity and/or affinity [46].
IntraZ70 was detected in the cell lysate of transfected
HEK293T cells by immunoblotting with anti-VHH anti-
bodies (Fig. 1C, upper panel). Conversely, as expected,
extraZ70 was detected with anti-VHH antibodies
(Fig. 1C, upper panel) and anti-Fc antibodies (Fig. 1C,
lower panel) in both the cell lysate and the media. Intra
and extraVHHs were detected at the expected molecu-
lar weights of 40 kDa (VHH=14 kDa, mCherry=26
kDa) and 42 KDa (IL2ss-VHH =17 kDa, mFc=25 kDa),
respectively. This confirms the targeting of VHHs and
demonstrates that VHH secretion into the extracellu-
lar space is driven by the secretion consensus sequence
present in extraVHH. Following viral vector delivery into
young Tg30 mice, the presence of viral DNA episome
was confirmed by qPCR in the hippocampus of mice
(Fig. 1D), which was further confirmed by VHH immu-
nofluorescence detection on sagittal brain slices at these
time points (Fig. S3). Finally, a specific colocalization
between calreticulin (purple), an endoplasmic reticulum
marker, and extraVHH (green) confirmed a secretory
pathway for its extracellular localization (Fig. 1E). Taken
together, these experiments verified the long-term

(See figure on next page.)
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production of Z70 VHHs following viral vector delivery
and that their intended localization was achieved. Simi-
lar conclusions were drawn for the intended controls of
our experiments, namely anti-GFP VHHs (intraCtrl and
extraCtrl VHHs, Fig. 1C).

The safety

VHH safety

Z70 targets the epitope PHF6, which is found in both
human and murine proteomes, potentially disrupting
normal tau function in mice. A long-term multi-assay
was designed to evaluate potential Z70 adverse events in
WT mice. Several outcome measures were analyzed: 1)
body weight gain, 2) brain imaging (MRI and PET-FDG),
3) parenchymal and peripheral biomarkers and 4) behav-
ior. As controls, we used AAV2/9 vectors expressing the
GFP protein and empty AAV vectors. Data relating to the
GEFP protein should be viewed with caution, as its over-
expression in cells can induce undesirable cellular events
[47]. In multivariate statistical analyses, the empty vector
is used as a control.

1) Body weight gain—AAV2/9 expressing intraZ70
or extraZ70 was injected into the hippocampus of
1-month-old WT mice and the mice were sacrificed
9 months later (Fig. 2A). We also injected AAV2/9
which does not express any protein, called AAV2/9,
or expressing GFP as controls. No difference in
weight gain was observed among groups, suggesting
the safety of protein overexpression procedures on
the global metabolism in W'T mice (Fig. 2B).

2) Brain imaging- The mice also underwent in vivo MRI
to quantify parenchyma volume in the hippocam-
pus and visual cortex, regions where VHHs are most
highly expressed (Fig. S1B). GFP overexpression
affected the volume of a few regions (Fig. 2C, AAV2/9
versus (vs.) GFP, medium per group of p values indi-
cating changes compared to the AAV2/9 group), with
brain atrophy quantified in the hippocampus and the
visual cortex (Fig. 2D, H, white and green bars). Con-
versely, no major changes were observed in the brain
after injection of intra- or extraZ70 (Fig. 2C, AAV2/9
vs. ExtraZ70, medium per group of p values indicat-

Fig. 2 VHH Safety: Brain imaging- (A) Scheme of the experimental design created with Biorender.com. (B) Mice were weighed monthly

and the results are expressed as weight gain (=% weight compared to weight before viral vector injections). (C) 8 months after injection, MRI scans
were used to determine the following image aspects: 1) brain volume: the statistical difference between mice injected with AAV2/9 and mice
injected with GFP, intraZ70 or extraZ70 is shown (left to right). These statistical values are color-coded on the NUS template used for segmentation.
The brain volumes expressed in mm? are shown for the hippocampus (D) and for the visual cortex (H). 2) DTl signals (FA and MD) were quantified
in the hippocampus (E, F respectively) and the visual cortex (I, J respectively). 3) Glucose uptake (FDG-PET) was also evaluated in the hippocampus
(G) and visual cortex (K). Some examples of MBP and CNPase proteins detected by SDS-PAGE in hippocampal lysate are shown (L). Quantifications
were done from all mice (M and N respectively). *: p < 0.05; **: p <0.01; ****: p < 0.0001



Caillierez et al. Alzheimer’s Research & Therapy _ ###########A###HHHHHH_ Page 11 of 24

A WT mice B
2 < — AAV2/9
= EE
B c — IntraZ70
v N ‘© ExtraZ70
Age oo 160
____ @ ° @ =
(Months) e - ) 140
AR 2} g 120
100 + T T T T ]

C AAV2/9vs GFP  AAV2/9 vs IntraZ70 AAV2/9 vs ExtraZ70 Age (Months)

p-value
<0.001 0.05

F Hippocampus @G Hippocampus
LT
3 %k %k %

Volume (mm3)

H Visual cortex | Visual cortex J Visual cortex K Visual cortex
% %k %k %
15_ X %k % %k % . 12_ .%
T 14 Q 11
£ € .
< 134 £ % 0.8
o0 06 T
5124 S 04
o > 4+
> 114
b 0.2 1
104 0
o o
L 28 R M
MW S e, 0 250
<< £ w s .
(KDa) < 5 6 <€ .
30— % e
MBP g
_ S~
20— 9™ (17-21 kDa) g
‘ s [ AAv2/9
[ GFpP
50 — CNPAse M Intraz70
20— e e - (48 kDa) AAExtraz70
N 2004 4«
5
40— % o ww g GAPDH g
30— . (34-38 kDa) ()
b
[
o
P
(@]

Fig. 2 (Seelegend on previous page.)



Caillierez et al. Alzheimer’s Research & Therapy _ ###############HHHAHH_

ing changes compared to AAV2/9 group), except for
a significant atrophy of the hippocampus in the mice
expressing extraZ70 (Fig. 2D, white and hatched blue
columns).

Next, we used diffusion tensor imaging (DTI), a tech-
nique used to assess the microstructural properties
of white matter, based on the water diffusivity. The
diffusion of water in an unrestricted medium, and
therefore identical in all directions, is called isotropic.
This diffusion is affected by the presence of barriers,
such as myelin fibers, resulting in a modification of
isotropy, called anisotropy. Anisotropic water diffu-
sion can be specified using indices of water diffusion
(RD and LD), which define FA. FA is highly sensi-
tive to microstructural changes that allow to deter-
mine how far the shape of the diffusion tensor devi-
ates from spherical, but does not specify the type of
changes (e.g., RD or LD) [48].

These key DTI metrics then provide insight into
axonal integrity and were assessed in the hip-
pocampus and visual cortex. A slight but significant
increase of RD and LD was observed in the hip-
pocampus and visual cortex of WT mice injected
with VHHs compared to WT-AAV2/9 (Fig. S4).
Interestingly, the absence of FA changes in both
regions (Fig. 2E, I) indicated the preservation of axon
integrity. To confirm the absence of a demyelination
process due to oligodendrocyte dysfunction, two
myelin proteins, myelin basic protein (MBP) and the
early myelin 2,3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiester-
ase (CPNAse), were quantified by biochemical assay
(Fig. 2L-N). While a significant increase in MBP was
observed in the GFP group, neither CNPAse nor
MBP was affected after intra- or extraZ0 expression
compared to AAV2/9.

In addition, we used '®F-fluoro-deoxyglucose posi-
tron emission tomography (FDG-PET) to evaluate
cerebral glucose metabolism. This technology pro-
vides high spatial resolution of altered neural activ-
ity and reflects overall brain metabolism [49]. No
differences in glucose uptake were observed between
groups compared to WT-AAV2/9 (Fig. 2G, K) sug-
gesting a global neuronal integrity.
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3) Parenchymal and peripheral biomarkers- To confirm

the absence of neuronal damage and to evaluate any
other cellular brain lesions, we quantified specific
markers of neuronal cells (Tau, NeuN, NfL, PSD95,
Snap25), and glial cells (GFAP, Ibal, markers of astro-
cytes and microglia, respectively) in the parenchyma
using brain lysate but also in the peripheral plasmatic
system. We also added ubiquitous functional markers
to assess intracellular degradation (LC3b, UCHLI)
and cellular stress (pEI2«, ATF4). No neuronal dam-
age was found with stable levels of (TauCter, Fig. 3A),
NeuN (Fig. 3B) and synaptic markers (PSD95,
Snap25, Fig. 3C, D). We also examined the inflam-
matory response that may be associated with VHH
delivery. The level of GFAP (Fig. 3E) in the paren-
chyma shows no difference, whereas Ibal is increased
in mice injected with intra- and extraZ70 compared
to the AAV2/9 group (Fig. 3F). In the hippocampal
anatomy, this increase is confirmed only for extraZ70
(Fig. 3]). Importantly, the VHH treatment has no
effect on intracellular degradation pathways (LC3Db,
Fig. 3G) and the cellular integrated response to stress
(pEI2a, ATF4, Fig. 3H, I).

Finally, peripheral markers were also quantified from
plasma by using ultra-sensitive and multiplexed
immunodosage based instruments, a technology
already validated for human biological fluids. No
release of tau (Fig. 3K), NfL (Fig. 3L), GFAP (Fig. 3M)
and UCHLI1 (Fig. 3N) was noticed.

Together, the evaluation of parenchymal and periph-
eral biomarkers dosages suggests that the injection
of viral vectors encoding intraVHH or extraVHH
was safe overall, with no significant risk of neu-
ronal death, axonal or synaptic loss, cellular stress or
inflammation.

4) Behavior—To confirm this conclusion, two behavio-

ral assays were performed (anxiety and spatial mem-
ory tests using OpenField and Y-maze, respectively).
First, no problems with locomotion and velocity
were observed (Fig. 4A-D). Regardless of the group,
mice spent significantly more time near the wall than
in the center of the arena (Fig. 4E, OpenField), but
also in the new arm in the Y-maze assay (Fig. 4F), as

(See figure on next page.)

Fig. 3 VHH Safety: Parenchymal and peripheral biomarkers- Brain lysates of 10-months-old WT mice were used to quantify hippocampal
biomarkers by Western-blotting (A-1): TauCter (A), NeuN (B), PSD95 (C), Snap25 (D), GFAP (E), Iba1 (F), LC3b (G), pEIF2a (H), ATF4 (). The list

of antibodies used is listed in Table 1. Antibodies were validated against positive and negative controls, and some examples of mouse samples

are shown (Fig. S5). Representative images of Ibal immunostaining in the hippocampus are shown. Scale bars are indicated in the figure. Zoom
areas (small black insert) are shown in the bottom right corner (large black insert) (J, left panels). Iba1 immunostaining was quantified blindly using
Mercator software. Results are expressed as the percentage of Iba1-positive area relative to control (J, right panels) Plasma dosage using the Simoa
technology are shown: Tau (K), NfL (L), GFAP (M) and UCH-L1 (N). *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p <0.001
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Fig. 4 VHH Safety: behavioral assays- The distance traveled (A, B) and velocity (C, D) of 9-month-old WT mice were monitored ina 10 min
OpenfField area and in a 5 min Y-maze assay. E OpenField test. Time near the wall (P=periphery) or in the center (C) is reported relative to the total
time in the arena (10 min). F Y-maze test. Time in new arm was reported as the sum of time in new and other arms in the first minute. The p value
is related to the % of time spent in the new arm in comparison to 50% (dotted line). *: p < 0.05; **: p<0.01; ***: p<0.007; ***: p<0.0001

would be expected for normal behavior. Thus, con-  The efficacy

sistent with the molecular and cellular safety, no  Effect on behavior of long term intra- and extraZ70

behavioral defect was observed. expression
In the absence of safety concerns, we next evaluated the
efficacy of VHHSs in reducing tau pathology. Viral vectors
encoding VHHs constructs (intraZ70, extraZ70, intraCtrl

(See figure on next page.)

Fig. 5 Behavioral tests—(A) Scheme of the experimental design created with Biorender.com. The motor abilities of 8-month-old Tg30 mice injected
with intra- or extraVHHs, or WT mice injected with AAV2/9, were controlled by distance traveled (B, C) and the velocity (D, E) in a 10 min OpenfField
area orin a 5 min Y-maze assay. F OpenField test. Time spent near the wall (P=periphery) or in the center (C) is reported relative to the total time

in the arena (10 min). G Y-maze test. Time in the new arm is reported relative to the sum of time in the new and other arms in the first minute. The

p value is related to the % of time spent in the new arm in comparison to 50% (dotted line). F-G GraphPad Prism 8 software (version 8.0.0) was used
to exclude outliers from the analysis. *: p <0.05; **: p < 0.01; ****: p <0.0001
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or extraCtrl) were injected into the brain of Tg30 or
AAV2/9 was injected into the brain of WT mice as a con-
trol. Three outcomes were evaluated: 1) mouse behavior,
2) brain imaging, and 3) tau lesions (Fig. 5A).

We first assessed anxiety and spatial memory eight
months after injection. First, we verified the absence of
locomotor and velocity impairments in both the Open-
Field (Fig. 5B, D) and the Y-maze (Fig. 5C, E). Tg30-VHH
mice exhibited similar travel patterns to WT-AAV2/9
mice in all tests, allowing us to proceed with further
behavioral analyses. WT-AAV2/9 mice showed nor-
mal behavior by spending significantly more time near
the walls (periphery) than in the center (Fig. 5F, white
bars) in the open field. In contrast, Tg30 control groups
(intraCtrl and extraCtrl) showed no preference between
the two areas (Fig. 5F, gray and hatched gray bars). Simi-
lar to WT-AAV2/9 mice, Tg30 mice injected with either
intraZ70 or extraZ70 spent more time near the walls
(Fig. 5F blue), indicating recovery. We also assessed
short-term spatial memory during the test phase of the
Y-maze. As expected for normal behavior, WT-AAV2/9
mice showed a significant discrimination index and spent
more time in the novel arm (Fig. 5G, white bar) whereas
mice injected with intraCtrl or extraCtrl showed no pref-
erence for the novel arm (Fig. 5G, grey and hatched gray
bars). However, mice expressing intraZ70 and extraZ70
showed a significant discrimination index (Fig. 5G, blue
and hatched blue bars). The effect on memory is slight
and it is difficult to conclude about improvement since
no significant difference was found between groups.

Taken together, these tests demonstrated that injec-
tions of intraZ70 and extraZ70 restore normal mouse
behavior in the OpenField task and maintain safety in all
behavioral tests.

Prevention of brain atrophy with intra- and extraZ70
Eight months after injection, the mice underwent MRI
scans to evaluate total brain volume. Both the WT-
AAV2/9 vs. Tg30-intraCtrl and WT-AAV2/9 vs. Tg30-
extraCtrl comparisons showed an alteration of the
brain volume in Tg30 mice in several regions (Fig. 6A),
quantified as a brain atrophy in the hippocampus and
visual cortex (Fig. 6B, C, white, grey, and hatched grey
bars). Notably, the volume of these regions in Tg30
mice expressing extraZ70 are not significantly different
from those observed in the control, WT-AAV2/9 mice
(Fig. 6B, C, white, blue hatched bars) and a similar effect
was observed with intraZ70, except in the hippocampus
(Fig. 6B-C, white and blue bars).

Taken together, these data suggested that both intra-
cellular and extracellular targeting of tau prevents brain
atrophy in Tg30 mice.
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Targeting intraTau in a chronic model of tau pathology
reduces tau hyperphosphorylation

Given the mode of action of Z70 in preventing tau seed-
ing [22], it is reasonable to hypothesize that the recoveries
observed in behavioral tests and brain volume may be the
consequence of reduced tau pathology. Immunological
tools are available to distinguish the different biochemi-
cal forms of tau and to characterize pathological changes.
We therefore assessed tau immunoreactivity using vari-
ous antibodies: AT8 labels hyperphosphorylated tau [50],
whereas MC1 labels conformational changes [51] and
AT100 labels aggregated tau [52]. Contrary to extraZ70,
intraZ70 can reduce AT8 immunoreactivity in the hip-
pocampus compared to intraCtrl (Fig. 7A, B), but not in
the amygdala (Fig. S6A, B). These effects correlated with
the stability of the AAVs episome in the hippocampus
(Fig. 1D), which drives VHH expression in this brain area
(Fig. S3), but not in the amygdala which contains hyper-
phosphorylated tau (Fig. S6B). Intracellular superim-
position of AT8 phosphoTau (Fig. 7C, green) and VHH
(Fig. 7C, purple) profiles showed target engagement
between intraZ70 and AT8 in the hippocampus, with no
specific co-localization between intraCtrl and AT8 phos-
phoTau (Fig. 7D). To better characterize the tau species
targeted by the VHHs, MC1 and AT100 immunoreac-
tivities were also evaluated in the hippocampus, but no
significant effect of intraZ70 was detected (Fig. 7E, F
respectively). These data suggest that intraZ70 binding to
intracellular tau drives reduction of tau lesions.

ExtraZ70 reduces tau pathology in a mouse model of tau
seeding

Because extraZ70 was unable to reduce tau hyperphos-
phorylation in the chronic transgenic Tg30 model (Fig. 7),
we speculated that the high intracellular accumulation of
pathological tau at 8 months in this chronic transgenic
model of tau pathology might not be offset by extraZ70,
which targets extraTau species. To address this hypoth-
esis, we tested the extraZ70 in our acute model of tau
seeding, in which tau pathology is induced by intraparen-
chymal injection of human AD brain homogenate into
young transgenic mice [53]. We injected lentiviral vectors
expressing extraZ70 or extraCtrl into the hippocampus of
1-month-old Tg30 and inoculated AD brain material 15
days later (Fig. 8A). Lentiviral vectors are non-diffusing
vectors, thus concentrating the VHH action at the injec-
tion site as previously shown [54]. One month later, ani-
mals were sacrificed and hyperphosphorylated tau was
detected on brain slices using the AT8 antibody (Fig. 8B).
Quantification of tau pathology throughout the hip-
pocampus showed a decrease with extraZ70 compared to
the extraCtrl (Fig. 8C). These data suggest that extraZ70
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Fig. 6 MRI-brain volume evaluation- (A) MRI scans taken 8 months after injection were used to determine the statistical difference in the brain
volume between AAV2/9-injected WT mice and Tg30 mice injected with intraCtrl, intraZ70, extraCtrl, or extraZ70 (left to right). These statistical
values were color-coded on the NUS template used for segmentation. The brain volume expressed in mm3 is shown for the hippocampus (B)
or visual cortex (C), quantified by MRI. *: p <0.05; **: p <0.01; ***: p<0.001, ns: non-significant

is effective in reducing the spread of nucleating agents
present in the extracellular medium.

Discussion

The development of therapies to combat AD is still a real
challenge today, as the drugs currently on the market
have low efficacy, and many of phase 3 clinical trials in

(See figure on next page.)

the last 25 years have been negative. Tau-based immu-
notherapy is mainly based on the prion-like paradigm,
in which there is first an induction of misfolding of the
physiological tau protein by pathological species, called
seeding, leading to intraTau pathological species. Sec-
ondly, a cell-to-cell transfer of a misfolded tau species
leads to the presence of extraTau pathological species

Fig. 7 Tau pathology in aged Tg30, a chronic model of tau pathology expressing intraZ70 or extraZ70- (A) lllustration of AT8 tau lesions

in hippocampal sections. Scale bars are indicated in the figures. Immunoreactivity is detected and quantified using the AT8 antibody

in the hippocampus (B). Immunohistofluorescence was done on sagittal brain sections to visualize phosphoTau (AT8, green) and VHH (purple). The
specific location of phosphoTau and intraZ70 (C) or intraCtrl (D) was quantified across the cells (left profile). Fluorochrome overlays are analyzed

in cells and illustrated on the right part of the figure. Quantification of MC1 (E) or AT100 (F) immunostaining in the hippocampus is also shown.
For B, E and F, quantifications were done using Mercator software. Results are presented as the percentage of antibody stained surface relative

to the control. **: p<0.01



Caillierez et al. Alzheimer’s Research & Therapy _ ###############HHHAHH_ Page 18 of 24

A B
IntraCtrl IntraZz70 ) .
e b ! - Hippocampus
g 3 : 2507
p * ¥
I o = 200
' e 150-
‘= O
S £ 0
v S5 1004
- o &
ExtraCtrl = 50 4
; SR 0 |
S ‘ [ IntraCtrl
7l e S = M Intraz70
. /,/' S . - . ExtraCtrl
=y e = o Extraz70

E . F .
Hippocampus Hippocampus
250 7 250
. ©
8 — 200 - : < = 200 A :
© 9 ¢ [ I ‘
UV = . . = B —
= 150 -IntraCtrI = S 150
o © . g ©
9 5 100 - o ‘5 100 4
X S
o8 o Bl raz0 S8 |
2 g
0 0 |

Fig. 7 (See legend on previous page.)



Caillierez et al. Alzheimer’s Research & Therapy _ ###################AH_ Page 19 of 24

A Tg30 mice

v ¥

Age /" - ke \
(Months) 1 5

AD brain Sacrifice

ExtraCtrl or Extraz70
homogenate Post-mortem analysis

150 -

100 -

AT8 positive area
(% of control)

50 -

0 4
Fig. 8 Tau pathology in young Tg30, an acute in vivo model of tau seeding expressing extraZ70- (A) Scheme of the experimental design created
with Biorender.com. B Representative images of mice with AT8 immunostaining (AT8 intensity closest to the group mean value). The needle track
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in the interstitial fluid surrounding the cells. Both intra-
and extraTau are very promising targets because block-
ing tau seeds inside or outside the neurons could slow the
specific hierarchical progression of AD, in which certain
regions of the brains are affected in a particular order.

These hierarchical pathways have also been described
in primary tauopathies such as progressive supranu-
clear palsy [55-59], argyrophilic grain disease [60] and
Pick disease [61]. However, the relevance of extending
the prion-like concept to these other tauopathies is still
under debate [8, 62]. Indeed, while specific tau pep-
tides are abundant in the cerebrospinal fluid (CSF) of
AD, their levels are relatively low and close to control
groups in progressive supranuclear palsy and dementia
with Lewy body [30, 63], suggesting that tau secretion
are not necessarily common features of all tauopathies,
a point that should be considered in the future when
designing appropriate therapies. Thus, targeting intra-
cellular tau (intraTau) may be useful in the context of
these primary tauopathies, whereas developing tools
to block both intra- and extracellular tau may be more
efficient in the context of AD.

In this study, we investigated the ability of two VHHs
to reduce tau pathology through tau target engagement
inside hippocampal neurons or in the interstitial fluid.
To this end, we designed two VHH constructs. One
mediated the intracellular expression of VHH (Intra-
VHH), and the other mediated its secretion by the
addition of an IL2ss and Fc portion of murine IgG2a
(ExtraVHH). As expected, our data showed that only
extraVHHs seem to be secreted and not intraVHHs.
Contrary, Holtzmann and collaborators shown that
ScEFv when expressed in the cells may be secreted with
some variabilities among them [13]. Also, the extraCtrl
VHH is present in greater quantities in the extracellular
medium than the extraZ70, as detected both with the
anti-VHH and anti-Fc antibodies. This suggests that it
is either secreted more efficiently or has a longer extra-
cellular half-life, indicating some variability in single-
domain antibody secretion, as reported by Holtzmann
and collaborators for ScFv [13]. Despite this difference,
the extraZ70 performs well in comparison to its extraC-
trl VHH. Although, a fraction of extraVHHs is detected
inside the cells (Fig. 1C), it is probably confined to the
vesicles of the ER (Fig. 1E), preventing intra-cellular tau
binding. In this configuration, the extraVHH resem-
bles an antibody, albeit a small one, that can trigger
the immune response, whereas the intraVHH is a tau
mini-protein binder rather than an antibody. The addi-
tional Fc also provides a multivalent configuration, with
two VHHs, which can provide a higher apparent affin-
ity (also referred to as “avidity”) than the monovalent
form.
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Both VHHs bind the tau peptide PHF6 [22]. The
PHE®6 hexapeptide 5,,VQIVYKj;,; is capable of inducing
tau aggregation through the formation of 3-sheet struc-
tures [31], observed in early filamentous assemblies
[33], and tau proteoform analyzes have shown the pres-
ence of peptides containing this motif in the CSF of AD
patients [30]. Therefore, this tau epitope is not only a
suitable target for intracellular but also for extracellular
immunotherapies.

The development of these anti-tau VHHs into new
therapeutic modalities requires not only proof of effi-
cacy, but also evidence of long-term stability and safety.
In fact, the PHF6 epitope which is recognized by the
VHH Z70 used in this study is not specific for a patho-
logical form of tau, as it is also present in native tau. As
tau is a pleiotropic protein with multiple functions in
the cell [64], controls were needed to test the safety of
the delivered anti-tau VHHs. To this end, a long-term
kinetic study was performed in WT mice. Whereas con-
sidering Sex As a Biological Variable (SABV) is of inter-
est, this study grouped male and female mice together
for ethical reasons, primarily to minimize the number
of animals sacrificed. This approach also ensured statis-
tical power, particularly for our imaging and behavioral
assays. It should be noted that a few mice died during
the continuous anesthesia procedure for brain imaging
data acquisition and then we thought that this adverse
effect is related to the isofluorane administration and
not to VHHs. Indeed, the global metabolism of the mice
was unaffected, and among parenchymal and periph-
eral markers, only Ibal was elevated after intra- and
extraVHH administration, suggesting the induction of
neuroinflammation. This inflammation was expected
with extraVHH because its Fc part could activate micro-
glia by binding to Fc receptors that are highly expressed
on brain macrophages [65], and FcyRI, FcyRIIa, FcyRIIb,
and FcyRIIla are further upregulated in AD microglia
[66]. Indeed, studies investigating IgG antibody-tau
immune complexes show that clearance can be achieved
by FcyR-mediated endocytosis in primary mouse micro-
glial cultures [67, 68]. Conversely, the Ibal immunoreac-
tivity observed with intraZ70 (but not validated by IHC)
was not expected, but could be associated with the small
DTI changes observed. However, this mild inflamma-
tion does not appear to be detrimental, as no neuronal
damage or side effects on the brain volume and mouse
behavior were observed with either intra- or extraVHH
administration. This may be due to the fact that the DTI
changes are small (fold enhancements ranging from 1.02
to 1.10 in our DTI metrics) compared to, for example,
those described in a traumatic axonal injury model (fold
enhancements ranging from 1.3 to 1.5) [69] or in a tauop-
athy model (fold enhancements ranging from 1.14 to
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1.33) [70]. Accordingly, the absence of glucose metabo-
lism variation indicated a non-inflamed state of the brain.

The potential of VHHs to slow down tau pathology was
then investigated. To effectively reduce tau pathology in
the most affected cells of the hippocampus, we compared
various AAVs for their broad distribution and selected
AAV2/9, which drives VHH expression under a CMV
promoter. Progress towards clinical applications may
require a less invasive delivery route than intracranial
injection. Advances in AAV engineering are promising
in this regard and some have demonstrated the ability to
transduce the brain after peripheral intravenous adminis-
tration [71, 72].

Using a series of indicators, both in a chronic and long-
term tau transgenic mouse model (Tg30) [38] and in
an acute seeding model with injections of human brain
homogenates from AD patients [22], we evaluated the
intra- and extraVHH strategies to reverse pathological
phenotype. IntraVHH, was able to reduce neuronal tau
hyperphosphorylation, brain atrophy and mouse behav-
ior despite the continuous accumulation of pathological
tau in the chronic and long-term tau transgenic mouse
model (Tg30) [38]. It is noteworthy that the markers
AT100 and MC1, commonly used as indicators of the
presence of tau fibrils, were not attenuated by intra-
VHHs, but the recovery of several other indicators of
pathology were factual indications of a reduction in tau
toxicity. This adds to the discussion that the tau fibrils
alone are not, to some extent, the only toxic tau species
[73-75]. The intraVHHs are rather likely to act by bind-
ing to soluble tau species and small oligomers, and we
have demonstrated this target engagement (Fig. 7D, E)
preventing prion-like conversion into a pathological tau
in a mini-chaperone-like manner [22, 76, 77]. Such a
mode of action is independently proposed for other anti-
tau VHHs more recently developed that similarly bind
the tau PHF sequences [24].

ExtraVHH, which targets tau in the interstitial fluid,
reduced most of the pathological phenotype but, as
expected, did not avoid the intraneuronal tau pathol-
ogy in the long-term Tg30 model. The extraVHH is more
likely to be involved in the inflammatory response, stim-
ulating clearance of the pathological tau species. Alter-
natively, VHH Z70 has been shown to reduce cellular
uptake of tau, in primary neuronal cultures [78], which
may also be a mode of action of the extraVHH.

In the chronic model (8 months-old mice), there is an
intra-neuronal accumulation of tau pathology coming
from the continuous expression of tau transgene that
cannot be blocked by the extraZ70. In the acute model
however [53], the intra-neuronal lesions are coming from
the seeding of soluble transgenic endogenous human
tau by the AD human seeds captured by the neurons.
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ExtraVHHs present in the interstitial fluid may then
block part of the pathological tau species in this case.

Thus, the intra- and extraVHHs used in this study both
reduced the tau pathology in a similar manner by act-
ing on the prion-like mechanisms of the disease, albeit
in different and complementary ways. Evaluating their
combined effect is a perspective of interest, as well as
improving their properties (such as the affinity for tau;
[79]), with the objective of increasing the effect on the
various pathology indicators.

Conclusion

Taken together, these results provide proof of concept
that anti-tau VHHs can be used to reduce both intra- and
extraTau pathology without major adverse effects. They
are of great interest for therapeutic applications, not only
in AD pathology to target intra- and/or extraTau patho-
logical species, but also in primary tauopathies such as
PSP where the pathology is mainly intracellular. They are
also of great interest for research, in view of understand-
ing the complex mechanisms at play to block tau toxicity
and/or pathology.
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Supplementary figure 1: Selection of AAVs - (A) AAVs (2/7, 2/8, 2/9 and 2/10) encoding GFP
under the control of a CMV promoter. (B) Immunodetection of GFP (white) and nuclei (blue)
one month after hippocampal (HIPP) or intracerebroventricular (ICV) injection are shown on
sagittal sections. H=hippocampus, ViC=visual cortex. Scale bars=1000 um. (C)
Quantification of GFP expression was done using ImageJ. (D) Immunodetection of GFP
(white) and nuclei (blue) are shown in the spinal cord for AAV2/7, AAV2/9 and AAV2/10. (E)
Immunodetection of GFP (AAV2/9) (left part) and ATS (right part) in the cervical, thoracic and
dorsal parts of the spinal cord. Scale bars are indicated on the figure. For B and D, a slide
scanner was used to visualize the whole sagittal sections. *: p<0.05; **: p<0.01; ***:

p<0.001; ****: p<0.0001.
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Supplementary figure 2: Set-up for the quantification of tau lesions- (A) For blinded
quantification of Ibal, ATS, MC1 and AT100 immunoreactivities, the hippocampus from lateral
bregma 0.36 to lateral bregma 3.12 (based on the Mouse Atlas, George Paxinos and Keith B.J.
Franklin, Second Edition, Academic Press) was chosen as the quantification zone from sagittal
brain sections. The injection site (IS) is shown at the center and the other bregmas are shown
in periphery. Quantified areas are delimitated in blue. (B) A specific threshold was applied as

shown in green (lower panel) for quantification using the Mercator software.
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Supplementary figure 3: VHH expression- VHHs were injected in the hippocampus of Tg30
and the animals were sacrificed 1 or 9 months later. VHH immunodetection is shown on sagittal

sections. Intra- and extraVHH are visualized in white and nuclei in blue. Scale bars=1000 yum.
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Supplementary figure 4: VHH Safety: 8 months post-injection of WT mice, MRI scans were
used to determine DTI signals: LD (A, B), RD (C, D) in the hippocampus and in the visual

cortex. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ****: p<0.0001.
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Supplementary figure 5: Antibody validation for the biochemical safety assay - Proteins were
detected by SDS-PAGE using primary antibodies against TauCter (4), LC3b (B), pEIF2a and
EIF2a (C), ATF4 (D), NeuN (E), PSD95 (F), Snap25 (G), GFAP (H) or Ibal (I) and detected
with the appropriate secondary antibody (left panels) or secondary antibody alone (right
panels). Antibody information is provided in Table 1. Positive (C+) and negative (C-) controls
were used to validate the antibodies and two to three samples coming from the chronic model
are shown to illustrate the quantification of Figure 4. IN4R (HEK cell line overexpressing the
IN4R tau isoform) [80], KOTau (brain lysate of a tau knock-out mouse) [81], FCS (fetal calf
serum), CPn (cortical primary neurons) [82], CPa (primary astrocytes) [83], SA (sodium
arsenate) [84], Synapto (synaptosome fraction), Liver (mice liver lysate), AD (human brain

lysate, Braak 6, frontal cortex).
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Supplementary figure 6: Tau pathology in aged Tg30, a chronic model of tau pathology

expressing intraZ70 or extraZ70- (A) Representative images of mice with ATS immunostaining
in the amygdala. Scale bar is indicated in the figure. (B). ATS immunoreactivity in the
amygdala were blindly quantified using the Mercator software. Results are expressed as the

percentage of ATS-positive area relative to control. (C) Immunohistofluorescence were done



in the amygdala to reveal phosphoTau (ATS8 in green or red) and intraZ70 (red) or extraZ70)
(green), nuclei are visualized in blue. Mean intensity projections are shown. Scale bar is

indicated on the figure.
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RESUME

Les tauopathies sont un groupe de maladies neurodégénératives hétérogenes ayant pour
caractéristique commune une accumulation intracellulaire d'agrégats composés de protéine tau. Dans
la maladie d'Alzheimer, la pathologie tau évolue selon une progression stéréotypée, connue sous le
nom de stade de Braak. Aujourd’hui ces stades sont considérés comme les étapes d’une propagation
de la neurodégénérescence de « type prion » et orientent vers une nouvelle cible potentielle, la
protéine tau dans le liquide interstitiel (extraTau). Dans d’autres tauopathies, comme la paralysie
supranucléaire progressive, ce type de propagation semble moins évident et cibler la protéine tau a

I'intérieur des cellules (intraTau) semble primordial.

Des traitements ciblant la protéine tau, en particulier des immunothérapies, ont été développés et
I'injection périphérique d’anticorps monoclonaux anti-tau est déja en cours d’essais cliniques.
Malheureusement, ceux-ci pénétrent mal dans le cerveau, ont des difficultés a parvenir a leur cible
dans le liquide insterstitiel autour des cellules et n’atteignent pas les protéines intraneuronales. Dans
ce contexte, I'ingénierie des anticorps représente une approche alternative pour cibler la protéine tau.
Les VHHSs sont des fragments d’anticorps de camélidés présentant de nombreux avantages, ils peuvent

notamment étre exprimés au sein des cellules ou étre sécrétés dans le compartiment extracellulaire.

Notre groupe a développé le VHH Z70 ciblant une séquence de la protéine tau connue pour son role
majeur dans la formation des agrégats, I’"hexapeptide 30sVQIVYK311 nommé PHF6. Ce projet de thése,
réalisé a la fois dans des modeéles murins aigus mais également chroniques, nous a permis d’évaluer la
capacité de ce VHH a réduire la pathologie tau en agissant directement dans les cellules (intraZz70) ou
en ciblant la protéine tau dans le liquide interstitiel (extraTau). Cette étude pose également la question
des effets indésirables d’une expression a long terme des VHHs anti-tau. En effet, le PHF6 n’est pas un
épitope spécifique de la protéine tau pathologique et est présent sur la protéine tau endogene. Nous

avons ainsi contrélé que les VHHs Z70 n’affectent pas le fonctionnement du cerveau.

Ce travail de these a permis de démontrer I'efficacité des VHHs Z70 dans la prévention des déficits
cognitifs ou de I'atrophie cérébrale et dans la réduction de I'hyperphosphorylation neuronale de la
protéine tau. L'innocuité de I'approche a été confirmée par de multiples indicateurs. Cette étude valide
ainsi la faisabilité de réduire directement la pathologie tau dans les cellules ou d’en limiter sa
propagation. La comparaison des approches de ciblage intraTau et extraTau a également permis une
meilleure compréhension mécanistique de leurs activités et présente un intérét général pour le

développement de biothérapies anti-tau.

Mots clés : Protéine tau, tauopathies, immunothérapie, VHH
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