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Résumé 

 

Tau est une protéine neuronale intrinsèquement désordonnée. Sa principale 

fonction est de réguler la polymérisation de la tubuline et la formation des 

microtubules. La protéine Tau est d’autre part impliquée dans la maladie 

d’Alzheimer ainsi que dans d’autres maladies neurodégénératives communément 

appelées tauopathies. En conditions pathologiques, la protéine Tau est retrouvée 

sous forme agrégée en structures fibrillaires. Tau est le constituant majeur des 

filaments hélicoïdaux appariés retrouvés dans les dégénérescences neurofibrillaires 

observées dans les neurones et qui sont associées à ces maladies. 

Diverses hypothèses ont été explorées pour comprendre la cause de l’agrégation de 

la protéine Tau telles que des mutations au sein du gène codant pour la protéine, 

des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation ou l’acétylation, 

des facteurs de nucléation pouvant favoriser son agrégation, ou encore 

l’identification des régions intrinsèques pro-agrégantes de la protéine. Plus 

récemment des résultats ont montré que la protéine Tau sous forme agrégée était 

capable de se propager dans les différentes régions du cerveau par différents 

mécanismes de transfert inter-neuronal et pourrait adopter un comportement de 

type prion. 

Certaines approches immunothérapeutiques ont été proposées pour cibler la 

protéine Tau extracellulaire et intracellulaire et ainsi empêcher la formation des 

fibres pathologiques. Des études ont montré qu’il était possible, en utilisant des 

anticorps ciblant des épitopes spécifiques de Tau, de réduire la formation de fibres 

et d’améliorer les fonctions cognitives chez des modèles de souris développant une 

tauopathie. 

Dans ce contexte, notre but est de développer et caractériser des anticorps à 

domaine unique dirigés contre différentes formes de protéines Tau, afin de mieux 

comprendre les mécanismes liés à son agrégation et à sa propagation dans un 

contexte pathologique, mais également comme outils pour explorer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques. Les anticorps à domaine unique, également appelés VHHs 

(pour « variable heavy chain of the heavy chain only antibody ») sont constitués d’un 

domaine unique qui correspond à la chaine variable lourde retrouvée dans les 



immunoglobulines G de type 2 et 3 de la famille des Camelidae. De par leur petite 

taille, les VHHs échappent à certaines contraintes et peuvent être plus facilement 

utilisés dans des expériences in vitro et in vivo. Ils ont également été décrits comme 

étant capable de passer au travers de la barrière hématoencéphalique. Enfin, ils sont 

produits de manière peu coûteuse en système bactérien et peuvent être modifiés de 

manière recombinante pour en adapter les propriétés biochimiques. 

Dans un premier temps, et en collaboration avec la société Hybrigenics services, des 

VHHs ciblant les différentes formes de Tau ont été obtenus par phage display à partir 

d’une banque naïve synthétique. Les épitopes ont été identifiés par résonance 

magnétique nucléaire et les paramètres d’affinité pour chaque interaction VHH-Tau 

ont été déterminés par résonance plasmonique de surface.  

Dans un deuxième temps, des premiers tests d’agrégation de la protéine Tau ont été 

réalisés, dans le but d’évaluer l’effet des VHHs sur cette agrégation au regard de leur 

épitope et de leur affinité. L’un des VHHs, appelé E4-1 et ciblant les régions pro-

agrégantes de Tau, est capable d’inhiber son agrégation in vitro. Toujours en 

collaboration avec Hybrigenics, le VHH E4-1 a été optimisé pour permettre son 

expression intracellulaire. Un mutant appelé VHH Z70 a été obtenu. Ce mutant a la 

particularité d’inhiber de façon plus importante l’agrégation de Tau in vitro mais il 

est également capable d’empêcher l’agrégation intracellulaire de Tau dans 

un modèle cellulaire de nucléation.  

Enfin, dans un troisième temps, nous avons démarré des études préliminaires dans 

un modèle de souris développant une pathologie Tau. Des expériences d’injection 

intra-crâniale et intrapéritonéale du VHH E4-1 ont été réalisées en vue de suivre le 

comportement du VHH au sein du cerveau de ces souris. Le VHH E4-1 est retrouvé 

internalisé dans les neurones du cortex et cette internalisation ne semble pas 

dépendre de la protéine Tau. Dans l’hippocampe, le VHH E4-1 n’est pas internalisé et 

est retrouvé de manière plus diffuse, suggérant une spécificité neuronale pour 

l’internalisation du VHH. Le VHH E4-1 n’est pas retrouvé au sein du cerveau après 

injection intrapéritonéale et ne semble donc pas capable de traverser la barrière 

hémato-encéphalique. Ces expériences nous ont permis de concevoir une nouvelle 

étude basée sur l’utilisation de vecteurs lentiviraux, dans le but d’explorer le 

potentiel thérapeutique de ce VHH. 



  



Abstract : 

 

Tau is a neuronal protein playing a fundamental role in regulation of tubulin 

polymerization and microtubule stability. Beyond its major physiological activity, Tau 

is also involved in a group of diseases called tauopathies, including Alzheimer disease 

(AD). It is the principal component of the paired helical filaments, the aggregated 

form of Tau which constitutes the intracellular neurofibrillary tangles in AD. 

Although the mechanisms leading to these pathological Tau species is not clearly 

understood, different molecular features have been identified as involved in the 

aggregation process including : specific mutations identified in frontotemporal 

dementia, post-translational modifications such as phosphorylation, acetylation and 

truncations and the identification of the regions that compose the nuclei of Tau 

aggregation. Moreover, recent results showed that pathological Tau could propagate 

by an intracellular transfer between neurons and adopt a prion like character.  

Tau immunotherapy seems to be an attractive strategy in tauopathies to bind to and 

to clear extracellular and/or intracellular pathological species of the Tau protein to 

slow disease progression. Indeed, by targeting different Tau epitopes 

immunotherapy studies showed a reduction of Tau pathology and cognitive deficit in 

different mouse models of tauopathy.  

In this context, our goal is to develop and characterize VHH targeted against Tau. 

VHH are also called single domain antibodies. They are constituted of an unique 

domain which corresponds to the variable heavy chain from the Immunoglobulin G 

from Camelidae. Due to their small size (15 kDa), VHH can be used in vitro and in vivo 

assays. They are produced as recombinant proteins and can easily be modified or 

optimized for these specific uses. 

To begin, in partnership with Hybrigenics services Company, we obtained VHHs 

against Tau from a synthetic library. The recognition site of these VHHs on Tau was 

determined using NMR chemical shift perturbation experiments using 2D spectra. 

Affinity parameters characterizing the interaction were evaluated using SPR.  

Then, we screened the characterized VHHs to test their ability to inhibit the 

aggregation of Tau in an in vitro assay. Some of these VHHs, such as E4-1 which 

target the aggregation region of Tau, have shown a strong inhibition effect on its 



aggregation in vitro. In collaboration with Hybrigenics services, we optimized the 

VHH E4-1 intro a new mutant Z70 that are actively expressed in cells. Interestingly, 

the optimized mutant Z70 displays better KD and better inhibition of the Tau 

aggregation in vitro than VHH E4-1. And expression of VHH Z70 in a cellular model of 

Tau seeding decreased its fluorescence-reported aggregation. 

Finally, we started preliminary studies in a mouse model of tauopathy. Intracranial 

injections of VHH E4-1 into the mice hippocampus lead to its diffuse localization in 

the hippocampus and its internalization into the cortex neurons, suggesting that the 

internalization is maybe specific to these neurons. Intraperitoneal injections showed 

that E4-1 is not localized in the mice brain and doesn’t seem to be able to cross the 

blood brain barrier. We then decided to adopt a novel strategy to study the 

therapeutic potential of the VHH Z70. 
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Abréviations 

3AT : 3-aminotriazole 

AICD : « APP intracellular domain » pour domaine intracellulaire de l’APP 

APP : « amyloid precursor protein » pour protéine précurseur de l’amyloïde 

Aβ : peptide amyloïde β 

BACE1 : «β-amyloid cleaving enzyme-1»  

BHE : barrière hémato-encéphalique 

CBD : « corticobasal degeneration » pour dégénérescence corticobasale 

CBP : « CREB binding protein » 

CDR : « Complementary Determining Region » 

CEA : « carcino embryonic antigen » 

CFP : « cyan fluorescent protein » 

C-ter : domaine C-terminal 

DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole 

DEER : « Double Electron–Electron Resonance Spectroscopy » 

eA : exotoxine A 

EGFR : « epidermal growth factor receptor » 

ERK2 : « extracellular signal-regulated kinase 2 » 

Fab : « fragment antigen binding » 

Fc : fragment cristallisable 

FR : « Framework » 

FRET : « Forster Resonance Energy Transfer » 

FTDP-17 : démence fronto-temporale avec parkinsonisme associée au 

chromosome 17 

GAGs : Glycosaminoglycanes sulfatés 

GFAP : « glial fibrillary acidic protein » pour protéine acide fibrillaire gliale 

GFP : « green fluorescent protein » 

GSK-3 : glycogène synthase kinase 3 



14 
 

HCAb : « heavy chain only antibody »  

HSQC : « heteronuclear single quantum correlation » 

IC : intra-crâniale 

IDP : « intrinsically disordered protein » pour protéine intrinsèquement 

désordonnée 

IDR : « intrinsically disordered region » pour région intrinsèquement 

désordonnée 

IGF-1R : « insulin-like growth factor 1 receptor » 

IgG : Immunoglobuline G 

Ig-NAR : « Immunoglobulin New Antigen Receptor » 

IP : intrapéritonéale 

Kd : constante d’équilibre 

kDa : kiloDalton 

koff : constante de dissociation 

kon : constante d’association 

LCR : liquide céphalo-rachiden 

MA : maladie d’Alzheimer 

MAP : « microtubule-associated proteins » pour protéine associée aux 

microtubules 

MAPK : « mitogen-activated protein kinase » 

MPT : modification post-traductionnelle 

MTBD : « microtubule binding domain » pour domaine de liaison aux 

microtubules 

NFT : « neurofibrillary tangle » pour dégénérescence neurofibrillaire 

N-ter : domaine N-terminal 

PET : « Positron-emission tomography» pour tomographie par émission de 

positons 

PHF : « paired helical filaments » pour filaments hélicoïdaux appariés 

pI : point isoélectrique 

PRD : « proline rich domain » pour domaine riche en prolines 

PSP : paralysie supranucléaire progressive 
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RCPG : récepteur couplé à la protéine G 

RMN : résonance magnétique nucléaire 

RPE : résonance paramagnétique électronique 

s : secondes 

ScFv : « single-chain variable fragment » 

SCK : « Single Cycle Kinetics » 

SDS : sodium dodécyl sulfate 

SF : « straight filaments » pour filaments ordonnés 

SNC : système nerveux central 

SPR : « surface plasmon resonance » pour résonnance plasmonique de 

surface 

Tau : « tubulin associated unit » 

Tau-P : Tau phosphorylée in vitro par de l’extrait de cerveau de rat 

ThT : thioflavine T 

VH: « variable heavy chain » 

VHH : « variable heavy chain of the heavy chain only antibody » 

VL: « variable light chain » 

WT : « wild-type » 

YFP : «  yellow fluorescent protein » 
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I. Tau : structure et fonctions 

A. Tau : une protéine intrinsèquement désordonnée  

i. Généralités sur les protéines intrinsèquement désordonnées  

Les protéines sont des macromolécules biologiques dont les fonctions essentielles 

maintiennent l’homéostasie générale dans chaque organisme du vivant. Pendant de 

nombreuses années, il a été admis que la fonction d’une protéine est directement 

liée à sa structure tridimensionnelle. En effet, une protéine est définie par sa 

séquence en acides aminés, qui détermine elle-même sa structure tridimensionnelle 

et de ce fait sa fonction (Figure 1). Ce paradigme structure-fonction est basé sur des 

études réalisées sur les structures tridimensionnelles de protéines hautement 

résolues (https://www.rcsb.org/), démontrant que la structure permet d’interpréter 

et de comprendre les mécanismes régissant sa fonction.  

 

 

 

Figure 1 : Domaines structurés vs domaines intrinsèquement désordonnés. Le paradigme structure/fonction 

s’appuie sur l’hypothèse que la séquence d’une protéine définie sa structure et ainsi sa fonction biologique. A 

l’inverse, la séquence d’une protéine désordonnée ne définit pas de structure stable, la protéine peut être 

impliquée dans plusieurs fonctions biologiques. Figure adaptée de (van der Lee et al., 2014). 

 

https://www.rcsb.org/
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Néanmoins, ce paradigme est remis en cause puisque de nombreuses protéines 

contiennent des fragments qui ne possèdent pas de structure dîtes « stable » en 

solution (ou désordonnée). Des études de prédictions bio-informatiques ont estimé 

à 30 % le nombre de protéines eucaryotes contenant un segment désordonné 

supérieur à 50 résidus (Dunker et al., 2000). Certaines protéines adoptent même une 

conformation complètement désordonnée, telle que la protéine Tau qui fait l’objet 

de l’étude de ce manuscrit. Toutes les protéines intrinsèquement désordonnées (IDP) 

ou possédant des régions intrinsèquement désordonnés (IDR) partagent des 

propriétés uniques. En effet, leur structure primaire est  généralement composée de : 

- Un pourcentage faible de résidus hydrophobes (Val, Leu, Ile, Met, Phe, Trp et 

Tyr) qui forment habituellement le cœur d’une protéine globulaire. 

- Un pourcentage élevé de résidus polaires et chargés (Gln, Ser, Pro, Asp, Glu, 

Lys) qui favorisent la flexibilité et la solubilité de ces protéines en solution 

(Dyson and Wright, 2005; Romero et al., 2001).  

La propriété de désordre d’une protéine lui confère différents avantages 

fonctionnels, tels que la capacité à se fixer à divers partenaires, en adoptant 

différentes conformations (van der Lee et al., 2014). Ceci explique notamment 

pourquoi ces protéines sont généralement impliquées dans un grand nombre de 

processus de régulation biologique contrairement aux protéines dites structurées qui 

sont limitées dans leur nombre de fonctions.  

Ce caractère multifonctionnel qui confère aux IDPs ces propriétés régulatrices, les 

associent également à un certain nombre de pathologies, en particulier les maladies 

neurodégénératives telle que la maladie d’Alzheimer (MA). Cette maladie est 

associée à la protéine Tau dont la structure et les fonctions seront décrites ci-après 

(Goedert et al., 2010). 

ii. Structure de la protéine Tau 

Organisation génomique 

Tau, pour « tubulin associated unit », appartient à la famille des protéines associées 

aux microtubules (MAP) (Weingarten et al., 1975). La protéine Tau humaine est 

codée par le gène mapt, localisé sur le chromosome 17 (Neve et al., 1986). La 

transcription du gène aboutit à la formation d’un pré-ARNm contenant 16 exons. 
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Seulement 13 d’entre eux sont retrouvés dans le cerveau humain. Selon un 

processus d’épissage alternatif des exons 2, 3 et 10, 6 isoformes de Tau sont produits 

dans le cerveau humain, dont l’isoforme 0N3R, qui est la seule isoforme produite au 

stade fœtal (Goedert and Jakes, 1990) (Figure 2a). L’isoforme 2N4R, constituée de 

441 résidus, est généralement utilisée comme modèle pour représenter la structure 

de Tau. C’est cette isoforme qui a fait l’objet de la majorité des études présentées 

dans ce manuscrit, c’est pourquoi nous la présenterons comme exemple pour 

discuter des aspects structuraux et fonctionnels de Tau par la suite (Figure 2b).  

 

 

Figure 2 : a : Représentation schématique du gène MAPT, du transcrit primaire et des 6 isoformes générés par 

épissage alternatif de la protéine Tau (Wang and Mandelkow, 2016). b : Structure de la protéine Tau  

comprenant le domaine N-terminal (N-ter), le domaine riche en prolines (PRD), le domaine de liaison aux 

microtubules (MTBD) incluant les régions répétées R1, R2, R3 et R4 et enfin le domaine C-terminal (C-ter). Le 

point isoélectrique théorique des régions acides et basiques de la protéine  est également indiqué. c : Point 

isoélectrique et composition en acides aminés de la protéine Tau. 
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Structure primaire 

La protéine Tau peut être divisée en 4 domaines, comprenant le domaine N-terminal 

(N-ter), le domaine riche en prolines (PRD), le domaine de liaison aux microtubules 

(MTBD) constitué de 4 régions répétées R1, R2, R3 et R4 et enfin le domaine C-

terminal (C-ter) (Figure 2b). Les régions répétées de Tau sont constitués de 18 

résidus d’acides aminés fortement conservés et séparés par des séquences de 

jonction moins conservées. Tau contient une quantité importante de résidus polaires 

(Sérine : 45, Thréonine : 35) et de résidus hydrophiles chargés positivement (Lysine : 

44, Arginine : 14) et négativement (Aspartate : 29, Glutamate : 27). Inversement, Tau 

contient très peu de résidus aliphatiques (Valine : 27, Isoleucine : 15, Leucine : 21) et 

hydrophobes (Phénylalanine : 3, et aucun Tryptophane) (Figure 2c). De plus, le 

pourcentage élevé de résidus chargés confère à la protéine un caractère basique très 

hydrophile avec un point isoélectrique théorique élevé (pI = 8,2). Les résidus chargés 

sont également répartis de façon catégorisée : le domaine N-ter est chargé 

négativement (pI = 4) alors que le PRD, le MTBD et le domaine C-ter sont chargés 

positivement (pI = 10) (Figure 2b). On parle donc d’un domaine acide et d’un 

domaine basique conférant à la protéine des propriétés de solubilité importante. 

Tous ces éléments concordent avec les attributs retrouvés chez une IDP (Dyson and 

Wright, 2005; Romero et al., 2001). 

Tau : une IDP en solution… 

Différentes techniques ont été utilisées pour mettre en évidence l’absence de 

structure secondaire ou tertiaire définie pour Tau, telles que la résonance 

magnétique nucléaire (RMN), le dichroïsme circulaire, la diffraction aux rayons X 

ainsi que différentes méthodes de fluorescence (Avila et al., 2016). Ici, nous allons 

illustrer par deux exemples la nature désordonnée de la protéine Tau. 

 

Le caractère désordonné de la protéine Tau peut être étudié par analyse de la 

protéine sur SDS-PAGE. Cette méthode permet de séparer les protéines en fonction 

de leur taille, par migration sur un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 

(Laemmli, 1970).  Une protéine structurée est habituellement observable grâce à sa 

masse moléculaire attendue, identifiable à l’aide d’un marqueur de poids 

moléculaire (Figure 3a). Néanmoins, ce principe ne s’applique pas pour des protéines 
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comprenant des régions désordonnées. La protéine Tau non modifiée possède une 

masse moléculaire de 45 kiloDaltons (kDa). Cependant, la protéine est identifiée sur 

gel à une masse moléculaire apparente d’environ 60 kDa (Figure 3a). Du fait de leur 

composition différente en acides aminés, notamment au niveau des acides aminés 

chargés (Armstrong and Roman, 1993; Hu and Ghabrial, 1995), la quantité de SDS 

liée à une IDP serait moins importante que pour une protéine globulaire de même 

taille (Tompa, 2002). Ceci se traduit par une migration moins rapide et une masse 

moléculaire apparente plus élevée sur gel (Figure 3a).  

La RMN est une technique de choix pour l’étude des interactions protéiques, mais 

elle permet également d’obtenir des informations sur la structure d’une protéine en 

solution. En effet, en utilisant une expérience RMN de base appelée HSQC 1H-15N à 

deux dimensions (2D), il est possible d’obtenir une cartographie de la protéine dans 

laquelle chaque fonction amide de la chaine peptidique de chaque résidu est 

identifiée par une résonnance (ou valeur de déplacement chimique), soit un point 

identifié sur le spectre (Figure 3b). La position des résonances sur le spectre est 

définie par l’environnement chimique dans lequel se trouvent les acides aminés 

constituant la protéine. Pour une protéine possédant une structure tertiaire stable 

telle qu’un anticorps à domaine unique, les résonances sur le spectre apparaissent 

dispersées car l’environnement de chaque résidu est relativement unique et 

influencé par la combinaison de structures primaire à tertiaire (Figure 3b). Pour la 

protéine Tau qui est une IDP, les résonances sont peu dispersées et se superposent. 

Cela traduit le fait que l’environnement de chaque résidu n’est pratiquement 

influencé que par la séquence (la nature des acides aminés voisins directs) en raison 

de l’absence de conformation structurale stable de ses résidus (Figure 3b) (Lippens 

et al., 2016). 
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Figure 3 : a : Résultats en SDS-PAGE de la purification de deux protéines : le gel de gauche résulte de la 

purification d’un anticorps à domaine unique structuré de 14kDa. Le gel de droite résulte de la purification de 

la protéine Tau 2N4R de masse moléculaire théorique de 45kDa (flèches noires). L’anticorps à domaine unique 

est retrouvé à la taille attendue de 14 kDa contrairement à Tau, retrouvée à une masse moléculaire apparente 

de 60 kDa (flèches rouges). b : Spectres 1H 15 N HSQC d’un anticorps à domaine unique (à gauche) et de la 

protéine Tau 2N4R (à droite). Les résonances ne sont dispersées en proton (axe x) que sur 1 ppm pour le 

spectre de Tau et sur plus de 3 ppm pour la protéine structurée. 

…mais pas seulement 

Bien que la protéine Tau ne comporte pas de structure dite stable en solution, 

certaines régions de la protéine peuvent former des structures secondaires locales 

transitoires. L’étude la plus approfondie sur les structures secondaires adoptées par 

Tau en solution a été réalisée par Mukrasch et ses collaborateurs. Ils ont montré que 

certains segments courts localisés au niveau du PRD et des domaines répétés du 

MTBD peuvent se présenter sous forme de brin β tandis que d’autres, localisés dans 

les domaines N-ter et C-ter, peuvent présenter une structure en hélice α (Mukrasch 



23 
 

et al., 2009). Ces petits motifs structuraux sont liés aux aspects fonctionnels de Tau 

et peuvent, par exemple, représenter des points d’ancrage pour des protéines 

partenaires de Tau. Nous avons vu que Tau se présente comme une protéine 

majoritairement désordonnée en solution et ne semble pas posséder de structure 

tertiaire (Figure 3d). Néanmoins, Tau peut présenter des conformations 

préférentielles, dynamiques, principalement dirigées par des interactions 

électrostatiques. Des études de FRET (Forster Resonance Energy Transfer) ont 

montré que Tau peut adopter une structure globale où son domaine C-ter se replie 

et interagit avec le MTBD (Figure 4). Le domaine N-ter se retrouve uniquement en 

interaction avec le domaine C-ter (Jeganathan et al., 2006). 

 

 

Figure 4 : a : Représentation de l’ensemble des structures secondaires que la protéine Tau 2N4R peut adopter 

en solution. Les hélices α sont représentées par les bâtonnets bleus. Les brins β sont représentés par les 

flèches rouges. L’ hélice polyproline est représentée par le bâtonnet vert (Mukrasch et al., 2009). b : Modèle 

représentant les interactions inter domaines de la protéine Tau (Jeganathan et al., 2006). 

 

Enfin, Tau adopte une conformation pathologique très stable dans les cas de 

maladies neurodégénératives, communément appelées tauopathies. En effet, Tau 

est retrouvée hyperphosphorylée sous forme de filaments hélicoïdaux appariées 

(PHF) (J.-P. Brion et al., 1985; Grundke-Iqbal et al., 1986). Récemment, la structure 

d’un PHF provenant d’un cerveau de patient atteint de la MA a été résolu par cryo-
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microscopie électronique et montre une organisation structurale très ordonnée en 

brin β (Fitzpatrick et al., 2017). Les pathologies en lien avec les différents aspects 

structuraux de la protéine Tau seront discutées plus longuement par la suite (cf 

Introduction, II, A : La maladie d’Alzheimer, ii : La protéine Tau et les 

dégénérescences neurofibrillaires, p29). 

B. Fonctions de la protéine Tau 

i. Tau et le cytosquelette 

Tau est une protéine essentielle participant à la croissance, au transport et à la 

morphologie axonale des neurones. En effet, Tau joue un rôle majeur dans la 

régulation de la polymérisation de la tubuline et participe ainsi à l’assemblage des 

microtubules. Cette protéine a été historiquement découverte associée à la tubuline 

dans des extraits de cerveaux de porc et permet la polymérisation de la tubuline en 

microtubules in vitro (Weingarten et al., 1975).  

De par son caractère désordonné, la protéine Tau est la cible de nombreuses 

modifications post-traductionnelles (MPTs), la phosphorylation étant la plus 

importante (Hanger et al., 2009). La phosphorylation de Tau affecte la vitesse de 

polymérisation de la tubuline (Biernat et al., 1993; Drewes et al., 1995; Lindwall and 

Cole, 1984) en diminuant son affinité pour les microtubules et par conséquent leur 

stabilité (Drewes et al., 1995; Sengupta et al., 1998). La phosphorylation de Tau 

agirait également sur son propre transport axonal, notamment en modulant son 

affinité pour les kinésines (Cuchillo-Ibanez et al., 2008).  

Le MTBD est directement impliqué dans la polymérisation de la tubuline, grâce aux 

régions répétées. Récemment, une structure de Tau associée aux microtubules a été 

résolue par cryo-microscopie électronique. Un modèle structural a été proposé dans 

lequel les 4 régions répétées interagissent en tandem au niveau de l’interface de 

chaque dimère de tubuline α-β, permettant ainsi l’association entre les dimères de 

tubuline (Kellogg et al., 2018). L’étude du complexe Tau-microtubule par RMN a 

permis d’identifier la région comprenant les résidus 214-372 comme site principal 

d’interaction de Tau avec les microtubules (Sillen et al., 2007). On retrouve une 

partie du PRD également impliqué dans la régulation de l’interaction entre le MTBD 
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et les microtubules (Goode et al., 1997). Des études ont également montré que Tau 

interagit avec l’actine via le MTBD et pourrait ainsi réguler la dynamique des réseaux 

de microtubules et d’actine au sein des cellules (Elie et al., 2015; Yu and Rasenick, 

2006). Néanmoins, Tau n’est pas uniquement une protéine associée aux 

microtubules et présente de nombreuses fonctions. 

ii. Tau : une protéine pléiotrope  

De nombreuses études plus récentes ont mis en évidence de nouvelles fonctions de 

Tau impliquées dans un grand nombre de processus biologiques neuronaux. De 

même, Tau a été décrite comme une protéine majoritairement cytosolique et 

principalement localisée dans les axones. Ce concept est toutefois nuancé puisqu’on 

trouve un rôle important de Tau dans le noyau ainsi que dans le compartiment 

dendritique (Guo et al., 2017) (Figure 5).  

 

 

Figure 5 : Les fonctions physiologiques et pathologiques de Tau. En dehors de son rôle dans la stabilisation des 

microtubules dans le compartiment axonal, Tau est également retrouvée dans différents compartiments 

cellulaires, où elle exerce d’autres fonctions essentielles. 

Tau : une protéine nucléaire  

Depuis maintenant plus de 30 ans, la protéine Tau est connue pour être localisée 

dans le noyau (Loomis et al., 1990). Depuis, plusieurs rôles de cette Tau nucléaire ont 

été mis en évidence. Des études réalisées sur des cultures neuronales et des 
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modèles de souris déficientes en Tau (KO-Tau) ont montré que Tau joue un rôle 

majeur dans la protection des dommages à l’ARN et à l’ADN (Sultan et al., 2011; 

Violet et al., 2014). En effet, Tau interagit avec l’ADN via les domaines PRD/MTBD 

(R2) et cette interaction est fortement réduite lorsque le PRD de Tau est phosphorylé 

(Qi et al., 2015). La phosphorylation de Tau pourrait ainsi réguler sa translocation 

entre le compartiment cytosolique et nucléaire.  

Tau : une protéine synaptique 

Tau est majoritairement distribuée dans les axones des neurones adultes. Toutefois, 

en conditions physiologiques, Tau est retrouvée sous forme phosphorylée dans le 

compartiment somato-dendritique des neurones (Tashiro et al., 1997). En conditions 

pathologiques, cela conduit à une déficience synaptique (Hoover et al., 2010) 

prouvant ainsi l’importance de Tau dans les fonctions synaptiques. Bien que ce rôle 

ne soit pas encore bien défini, différentes études ont montré que Tau et sa 

régulation par phosphorylation pourraient avoir un rôle crucial pour la plasticité 

synaptique et la mémoire (Ittner et al., 2010; Mondragón-Rodríguez et al., 2012). 

Tau : une protéine médiatrice du métabolisme 

Des déficiences dans le métabolisme du glucose sont observées chez les patients 

atteints d’une tauopathie (Teune et al., 2010). En effet, des études récentes dans des 

modèles de souris ont montré que Tau est nécessaire à la réponse à l’insuline et au 

fonctionnement du métabolisme énergétique dans l’hippocampe (Marciniak et al., 

2017). Tau est également impliqué dans le trafic, la dynamique et la dégradation des 

mitochondries (Kopeikina et al., 2011; Zempel and Mandelkow, 2015). 

 

Pour résumer, Tau présente de nombreuses fonctions. Celles-ci diffèrent selon sa 

localisation subcellulaire. Toutefois, ses fonctions sont altérées dans des conditions 

pathologiques, et notamment dans les tauopathies.  

  



27 
 

II.  Tau : une protéine impliquée dans les maladies 

neurodégénératives 

 

Aujourd’hui, la maladie d’Alzheimer et les maladies neurodégénératives associées 

affectent plus de 46 millions de personnes à travers le monde et ce nombre devrait 

atteindre les 130 millions d’ici 2050 (Prince et al., 2016). La maladie d’Alzheimer est 

la tauopathie la plus fréquente. C’est une maladie à évolution lente qui peut se 

développer sur une quinzaine voire une vingtaine d’années entre les premiers 

symptômes et la mort du patient.  

Outre ses fonctions physiologiques, nous allons voir que la protéine Tau est 

également impliquée dans la maladie d’Alzheimer (MA) et dans des maladies 

associées regroupées sous le terme de tauopathies. Dans cette partie seront 

présentées les différentes caractéristiques de ces pathologies et le lien étroit qu’elles 

entretiennent avec la protéine Tau. 

A. La maladie d’Alzheimer : la principale tauopathie 

C’est en 1906 que le psychiatre et neuropathologiste Aloïs Alzheimer décrit la 

maladie neurodégénérative du même nom : la maladie d’Alzheimer. L’examen 

psychiatrique d’une de ses patientes, Mme Augusta Deter âgée de 51 ans, révèle un 

fort déclin cognitif associé à des troubles comportementaux aboutissant à une perte 

d’autonomie. Suite au décès de sa patiente, le Dr Alzheimer procède à la dissection 

de son cerveau. A l’aide d’une méthode histologique de coloration argentique, il 

identifie alors 2 principales lésions : les plaques séniles au niveau extracellulaire et 

dégénérescences neurofibrillaires à l’intérieur des neurones (Hippius and 

Neundörfer, 2003). Il faudra attendre les années 1980 pour identifier les composants 

majeurs de ces lésions à savoir le peptide amyloïde β (Aβ) comme composant des 

plaques séniles et la protéine Tau comme composant des dégénérescences 

neurofibrillaires (J.-P. Brion et al., 1985; Glenner and Wong, 1984).  
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i. Le peptide amyloïde β (Aβ) et les plaques séniles 

Le peptide Aβ est un des deux composants majeurs caractéristique de la maladie 

d’Alzheimer. Ce peptide est composé de 40 à 42 acides aminés généré par un clivage 

protéolytique de la protéine précurseur de l’amyloïde (APP). Le gène app codant 

pour la glycoprotéine transmembranaire APP est localisé sur le chromosome 21. 

(Rohan de Silva et al., 1997). La protéine APP est la cible de modifications post-

traductionnelles. En effet, elle subit un processus de clivage protéolytique où deux 

voies différentes peuvent être empruntées en fonction de l’implication de certaines 

protéases (Figure 6). Ces clivages aboutissent à la formation de fragments ayant des 

fonctions physiologiques distinctes. La voie non amyloidogénique fait intervenir l’α-

sécrétase suivi de la ϒ-secrétase et permet de générer les fragments APPsα, C83 et 

p3 (Parvathy et al., 1998). Le peptide Aβ est quant à lui produit par la voie dite 

amyloidogénique. Cette voie fait intervenir la β-sécretase également appelée « β-

amyloid cleaving enzyme-1 » (BACE1)  et génère les fragments APPsβ et C99. Le 

clivage du C99 par la ϒ-secrétase aboutit à la formation du peptide Aβ (Cai et al., 

2001; Vassar et al., 1999). 

 

 

Figure 6 : Clivage physiologique de l’APP : mécanismes et fonctions. Présentation des deux voies permettant le 

clivage de l’APP : la voie amyloïdogénique et la voie non amyloïdogénique ainsi que les fonctions des 

fragments générés (Morris et al., 2014).  



29 
 

A ce jour, les fonctions biologiques de la protéine APP et de ses fragments restent 

encore mal définies. Cependant, certaines fonctions ont tout de même été décrites. 

La protéine APPsα aurait un rôle important dans le maintien de la plasticité 

synaptique, tandis que l’APP agirait comme une protéine d’adhésion cellulaire et 

aurait également différents rôles dans l’apprentissage et la mémoire. La protéine 

AICD pour « APP intracellular domain » est le produit intracellulaire du clivage de 

l’APP par la ϒ-secrétase. Cette protéine agit comme un facteur de transcription et 

pourrait réguler l’expression de nombreux gènes (Figure 6) (Pearson and Peers, 

2006). 

En conditions physiologiques, l’activité enzymatique la plus importante est celle de 

l’α-sécrétase et la voie non amyloïdogénique est préférentielle ce qui limite la 

formation du peptide Aβ. Cette production physiologique du peptide Aβ serait 

essentielle au bon fonctionnement neuronal (Figure 6) (Kamenetz et al., 2003; Plant 

et al., 2003). Néanmoins, la surproduction du peptide Aβ en conditions 

pathologiques se traduit par une accumulation extracellulaire de celui-ci, conduisant 

à une neuroinflammation et des dysfonctionnements synaptiques (Wang et al., 

2012). L’accumulation d’Aβ aboutit à son agrégation et à la formation de plaques 

séniles (Figure 7a-b). Des résultats récents montrent que la situation est encore plus 

complexe avec la mise en évidence de nouveaux processus de clivage aboutissant à 

la formation de nouveaux produits cataboliques de l’APP, dont le rôle dans le 

développement de la pathologie reste à explorer (Andrew et al., 2016; Baranger et 

al., 2016). 

ii. La protéine Tau et les dégénérescences neurofibrillaires  (NFTs) 

La première observation par microscopie électronique des amas protéiques 

constituants les dégénérescences neurofibrillaires (NFTs) au sein de neurones de 

patients atteints de la MA a été réalisée au début des années 1960 (Figure 7c). 

L’analyse de ces amas a permis d’identifier la présence d’agrégats fibrillaires, 

adoptant une organisation structurale particulière nommés alors «  paired helical 

filaments » (PHFs) pour filaments hélicoïdaux appariés (Kidd, 1963). En 1985, Jean-

Pierre Brion et ses collaborateurs ont identifié la protéine Tau comme constituant 

majeur de ces PHFs (J.-P. Brion et al., 1985) (Figure 7d).  
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Figure 7 : Présentation des deux lésions histologiques qui caractérisent la maladie d’Alzheimer : les plaques 

séniles (a-b) constituées de peptides Aβ agrégés (Dickson et al., 1988) et les dégénérescences neurofibrillaires 

(c) constituées de protéines Tau sous forme de filaments hélicoïdaux appariés (d) (J. P. Brion et al., 1985). 

 

La protéine Tau au sein des PHFs est également retrouvée sous une forme 

hyperphosphorylée et il est déjà suggéré, à cette époque, un lien entre la 

phosphorylation et l’agrégation de Tau (Alonso et al., 1997; Grundke-Iqbal et al., 

1986). Néanmoins, la véritable structure de Tau composant les PHFs est restée 

inconnue pendant de nombreuses années. Les progrès en matière de technologies 

ont permis l’émergence de la cryo-microscopie électronique comme technique de 

choix pour étudier la structure atomique d’assemblage macromoléculaire. En 2017, 

la première structure de PHF provenant de fibres de Tau isolées à partir d’un cerveau 

de patient atteint de la MA a été résolue grâce à cette technique (Figure 8a-b) 

(Fitzpatrick et al., 2017). On retrouve dans cette structure principalement les sous-

domaines R3, R4 et une partie du domaine C-ter (V306-F378) (Figure 8c) composé 

d’une succession de 8 brins β perpendiculaires à l’axe hélicoïdal de la fibre (Figure 

8d). La liaison entre les deux protéines Tau dans la structure du PHF est localisée au 

niveau du brin β3 et forme le cœur de la proto-fibre. Ces nouvelles données 

représentent une avancée majeure dans la compréhension du mécanisme 

d’agrégation de Tau dans la MA mais également pour les autres tauopathies. 
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Figure 8 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de Tau contenue dans un PHF 

provenant d’un patient atteint de la maladie d’Alzheimer (code PDB : 5O3L) (Fitzpatrick et al., 2017). a : Image 

provenant d’un cliché de microscopie électronique de PHFs purifiés (flèches bleues). b : Densité électronique et 

modèle atomique du cœur fibrillaire composant les PHFs. c : Alignement de séquence des 4 domaines répétés 

du MTBD. d : Composition en structures secondaires du cœur fibrillaire. 

 

iii. Quel est le lien entre Tau et Aβ dans la Maladie d’Alzheimer ? 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, la maladie d’Alzheimer est caractérisée 

par la formation de deux types d’agrégats protéiques particuliers composés du 

peptide Aβ et de la protéine Tau. La majorité des tauopathies est uniquement 

définie par la présence d’agrégats de Tau ce qui fait de la MA une tauopathie 

particulière. Dès lors, la communauté scientifique s’est interrogée sur la connexion 

qu’il pourrait exister entre Aβ et Tau dans la MA. 

  

Au début des années 90, la théorie dominante défend l’idée que l’accumulation du 

peptide Aβ serait le point de départ de la pathologie (Hardy and Allsop, 1991; Hardy 

and Higgins, 1992). L’accumulation de Aβ entrainerait son agrégation formant ainsi 

les plaques séniles, provoquant des dysfonctionnements synaptiques et 

inflammatoires. Il s’ensuivrait une activation des protéines kinases induisant 

http://www.rcsb.org/structure/5O3L
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l’hyperphosphorylation et l’agrégation de Tau et enfin la formation des NFTs menant 

à la mort neuronale et à la perte des fonctions cognitives chez les patients. C’est 

l’hypothèse de la cascade amyloïde (Figure 9) (Hardy and Selkoe, 2002).  

 

 

Figure 9 : Hypothèse de la cascade amyloïde adaptée de (Hardy and Higgins, 1992) par (Morris et al., 2014). 

 

Certains travaux vont dans le sens de cette hypothèse. Des études génétiques ont 

révélées l’existence de formes familiales de la MA. En effet, des mutations 

retrouvées au niveau des gènes app et psen1 et psen2 codant pour deux sous unités 

formant la ϒ-secrétase entraînent une augmentation de la production d’Aβ 

(https://www.alzforum.org/mutations). Ceci supporte l’idée qu’une modification 

dans le métabolisme du peptide Aβ serait l’élément déclencheur de la maladie 

d’Alzheimer. De plus, différentes études ont montré que le peptide Aβ pouvait 

induire la phosphorylation de Tau en permettant l’activation de certaines kinases 

telles que la glycogène synthase kinase 3 GSK-3 et les « mitogen-activated protein 

kinase »(MAPK) dans des cultures primaires neuronales (Zheng et al., 2002). Plus 

récemment, un autre mécanisme de la toxicité du peptide Aβ a été suggéré. Il est 

connu que la protéine Fyn, appartenant à la famille des SRC kinases, possède des 

rôles majeurs dans les fonctions synaptiques des neurones (Ohnishi et al., 2011; 

https://www.alzforum.org/mutations
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Trepanier et al., 2012). Fyn pourrait agir par l’intermédiaire de Tau en permettant sa 

relocalisation au niveau des dendrites (Ittner et al., 2010). Dans cette nouvelle étude, 

les formes oligomériques d’Aβ induiraient l’hyperphosphorylation de Tau par la voie 

des MAPK au niveau du compartiment somato-dendritique. Cette 

hyperphosphorylation et relocalisation de Tau serait médiée par la kinase Fyn (Li and 

Götz, 2017). 

 

Ces travaux suggèrent que l’élément déclencheur de la MA serait Aβ et supportent 

l’hypothèse de la cascade amyloïde. Néanmoins de nombreux chercheurs s’opposent 

à cette hypothèse et proposent un rôle majeur de Tau dans la MA.   

Tout d’abord, les formes familiales ne représentent qu’environ 1% des cas de MA. La 

majorité des cas recensés sont des formes sporadiques bien que des facteurs de 

risques génétiques y soit également associés (2018 Alzheimer’s disease facts and 

figures, 2018). Il est donc difficile de relier l’hypothèse de la cascade amyloïde 

uniquement par l‘existence de ces formes familiales. De plus, de nombreux patients 

sains présentent de multiples plaques séniles au sein de leur cerveau (Edison et al., 

2007; Li et al., 2008). Il a également été montré que la sévérité du déclin cognitif 

chez les patients ayant développé une MA corrèle avec la pathologie Tau plutôt que 

Aβ (Nelson et al., 2012; Schwarz et al., 2016). Enfin, Oddo et ses collaborateurs ont 

réalisé une étude sur un modèle de souris développant les deux aspects de la 

maladie. Ils ont montré qu’une immunothérapie ciblant uniquement les plaques Aβ 

sans cibler la protéine Tau n’améliore pas la cognition, ce qui suggère qu’une 

réduction de la pathologie Tau est également essentielle pour rétablir la cognition 

(Oddo et al., 2006). L’ensemble de ces travaux est présenté à titre d’exemple. 

Toutefois, ils présentent la pathologie Tau comme l’élément responsable du déclin 

des fonctions cognitives chez les patients atteints de la MA.  

 

Les pathologies Tau et Aβ sont essentielles au développement de la maladie 

d’Alzheimer. Cependant, leurs liens et leurs contributions respectives dans la 

maladie restent débattus. La pathologie Tau est-elle l’élément central pouvant 

expliquer le déclin cognitif ? Aβ pourrait-il jouer un rôle dans le déclenchement de la 

maladie et exercer sa toxicité par l’intermédiaire de Tau ? De nouvelles études 
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focalisées sur la synergie entre Tau et Aβ seront nécessaires pour comprendre de 

façon plus précise les mécanismes de cette maladie, afin de pouvoir proposer des 

solutions thérapeutiques efficaces.   

B. Les tauopathies : caractéristiques générales 

Hormis la maladie d’Alzheimer qui se caractérise par la présence de ces deux dépôts 

protéiques, d’autres équipes de recherches ont également montré que Tau pouvait 

être observée et impliquée dans d’autres pathologies neurodégénératives, 

regroupées sous le terme de tauopathies. Les autres tauopathies, plus rares, ont 

cependant une évolution plus rapide, généralement inférieure à une dizaine 

d’années entre les premiers symptômes et la mort des patients (Magne and Courbon, 

2010). 

 

Les tauopathies sont caractérisées par la présence d’agrégats de protéines Tau. Il en 

existe plus d’une vingtaine et le diagnostic reste difficile. Toutefois, des éléments 

phénotypiques et biochimiques permettent de les dissocier. En effet, certaines 

tauopathies se caractérisent par le type d’isoforme de Tau qui est contenu dans les 

agrégats. Par exemple, les agrégats de Tau retrouvés dans la maladie de Pick sont 

principalement constitués d’isoformes 3R (Buée Scherrer et al., 1996; Delacourte et 

al., 1996), contrairement aux agrégats identifiés dans la paralysie supranucléaire 

progressive (PSP) ou la dégénérescence corticobasale (CBD) qui sont constitués 

majoritairement d’isoformes 4R (Sergeant et al., 1999). Tandis que dans la MA, les 

agrégats sont composés à la fois des isoformes 3R et 4R. Les tauopathies sont 

également caractérisées par certaines mutations du gène mapt codant pour la 

protéine Tau, comme les démences fronto-temporales avec parkinsonisme associées 

au chromosome 17 (FTDP-17) (Ghetti et al., 2015). Les tauopathies présentent 

également des différences morphologiques, les agrégats de Tau étant retrouvés sous 

différents formes et dans différents types cellulaires (Buée et al., 2000). 

 

La progression spatio-temporelle des agrégats de Tau évoluent selon un schéma 

spécifique à chaque tauopathie. En 1991, Braak et ses collaborateurs proposent un 

mécanisme de progression de la pathologie Tau pour la maladie d’Alzheimer et 
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définissent 6 stades (I à VI), le stade VI représentant la forme la plus avancée de la 

pathologie (Figure 10). Les NFTs se forment au niveau de la région trans-entorhinale 

(stades I et II) et progressent jusqu’à l’isocortex puis le cortex tout entier (stade V et 

VI) (Braak and Braak, 1991). Ces différents stades sont communément appelés 

« stades de Braak » et sont utilisés aujourd’hui comme critères diagnostiques post-

mortem de la maladie d’Alzheimer. Il en est de même pour la maladie à grains 

argyrophiles, les agrégats de Tau suivent un chemin spécifique au cours de 

l’évolution de la maladie (Saito et al., 2004). Ce n’est en revanche pas le cas pour la 

maladie de Pick qui se développe rapidement et présente une atrophie focalisée au 

niveau des lobes fronto-temporaux (Brion et al., 1991). 

 

 

 
Figure 10 : La maladie d’Alzheimer évolue suivant une progression spatio-temporelle spécifique allant du  

stade I à VI, appelés « stades de Braak » (Braak et al., 2006). 
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III. Tau et agrégation 

Nous avons vu précédemment que Tau est une protéine multifonctionnelle. En effet, 

elle est grandement impliquée dans la stabilité et le bon fonctionnement des 

neurones, mais également dans des fonctions moins bien définies, allant du noyau 

aux dendrites. Néanmoins, en conditions pathologiques, la protéine Tau passe d’un 

état soluble à un état agrégé et hyperphosphorylé, aboutissant à sa forme la plus 

stable : les filaments hélicoïdaux appariés (PHFs) formant eux-mêmes les 

dégénérescences neurofibrillaires (NFTs). Cette agrégation a des conséquences 

fonctionnelles importantes sur la viabilité et le bon fonctionnement des neurones 

(Figure 5) :  

- Dépolymérisation des microtubules et dysfonctionnement du transport 

axonal. 

- Atrophie des dendrites et altération de la transmission synaptique.  

- Perte de la protection à l’ADN au niveau nucléaire, participant à 

l’accumulation des dommages oxydatifs. 

L’agrégation de Tau entraînerait donc cette cascade d’évènements qui, cumulés, 

aboutiraient à la mort neuronale suivie d’un déclin cognitif chez les patients atteints 

d’une tauopathie.  

 

Depuis la fin des années 1980 et encore aujourd’hui, de nombreux scientifiques 

étudient les mécanismes moléculaires qui régissent l’agrégation de la protéine Tau. 

Nous nous intéresserons dans cette partie aux principaux facteurs impliqués dans 

l’agrégation de Tau ainsi qu’aux nouvelles hypothèses et concepts pouvant expliquer 

la propagation de la pathologie Tau chez les patients atteints d’une tauopathie. 

Des études principalement in vitro seront présentées et reposent sur deux 

techniques :  

- La première est une méthode spectroscopique de fluorescence. Elle permet 

de suivre de façon quantitative la cinétique d’apparition des fibres en 

utilisant une molécule appelée la thioflavine. La thioflavine T (ThT), la plus 

couramment utilisée, émet un signal de fluorescence lorsque le fluorophore 

est incorporé dans les fibres (Friedhoff et al., 1998) (Figure 11a). 
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- La seconde est la microscopie électronique, qui permet de visualiser la 

présence de fibres et d’observer leur morphologie (Figure 11b). 

 

Figure 11 : a : Suivi par fluorescence de la ThT de la cinétique d’agrégation in vitro de la protéine Tau 2N4R en 

absence d’héparine (courbe noire) et en présence d’héparine (courbe bleue). b : Cliché de microscopie 

électronique résultant de l’agrégation de la protéine Tau 2N4R sans héparine (cliché de gauche) ou avec 

héparine (cliché de droite) après 16 heures de réaction. 

A. Les inducteurs polyanioniques 

En 1996, Goedert et ses collaborateurs identifient une certaine classe de 

glycosaminoglycanes sulfatés (GAGs) telles que les héparanes sulfates ou l’héparine, 

présents dans la matrice extracellulaire et capable d’induire l’agrégation in vitro de la 

protéine Tau recombinante WT ou préalablement phosphorylée (Goedert et al., 

1996). La morphologie des fibres de Tau formées in vitro par la présence de ces 

GAGs diffère en fonction du type d’isoforme 3R ou 4R utilisé (Figure 12a). De 

manière intéressante, ces fibres de Tau synthétiques ne sont pas reconnues par un 

anticorps dirigé contre le MTBD (Figure 12b) et les mêmes résultats ont été obtenus 

à partir de fibres provenant de patients atteints de la MA (Goedert et al., 1992). Cela 

suggère à l’époque que ces deux types de fibres partagent une structure similaire et 

qui incluent le MTBD comme le principal constituant du cœur fibrillaire (Goedert et 
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al., 1996). Dans cette même étude, des marquages immunohistologiques réalisés sur 

des coupes de cerveaux de patients atteints de la MA révèlent un co-marquage de la 

Tau hyperphosphorylée avec les héparanes sulfates. A cette époque, il a été suggéré 

un rôle potentiel des GAGs dans le processus d’agrégation de Tau (Goedert et al., 

1996). Depuis ces travaux, d’autres macromolécules dîtes « polyanioniques » ont 

également été décrites comme facteurs pouvant induire l’agrégation de Tau in vitro. 

C’est notamment le cas de certains acides gras incluant l’acide arachidonique 

(Wilson and Binder, 1997), l’ARN (Kampers et al., 1996) et les chaînes de 

polyglutamate (Friedhoff et al., 1998).  

De plus, l’interaction entre Tau et l’héparine a été étudiée par RMN. Les résultats ont 

montré que l’héparine interagissait avec Tau principalement au niveau des sous 

domaines répétés R2 et R3, mais également au niveau de résidus localisés en N-ter 

et C-ter du MTBD. L’interaction avec l’héparine au niveau des régions R2 et R3 

induirait un repliement de ces régions en brins β et pourrait correspondre au site de 

nucléation de Tau nécessaire à son agrégation (Sibille et al., 2006).  

 

Figure 12 : a : Cliché de microscopie électronique de fibres de Tau résultant de l’agrégation de Tau 1N3R (A), 

2N4R (B) et 1N3R préalablement phosphorylée par la kinase neuronale Cdc2 (C) induite in vitro par de 

l’héparine. b : Cliché de microscopie électronique de fibres de Tau résultant de l’agrégation de Tau 1N3R 

induite in vitro par de l’héparine puis marquées par des anticorps dirigés contre le domaine N-ter (A), C-ter (B) 

et le domaine MTBD (C) (Goedert et al., 1996).  
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Par la suite, de nombreuses équipes de recherche ont communément utilisé les 

GAGs pour induire l’agrégation de Tau in vitro, afin d’en étudier les mécanismes mais 

également pour tester des molécules potentiellement inhibitrices de son agrégation 

dans un but thérapeutique. Cependant, certaines études mettent maintenant en 

doute le modèle de la protéine Tau agrégée avec de l’héparine. En utilisant la 

résonnance paramagnétique électronique (RPE) incluant la méthode DEER (pour 

« Double Electron–Electron Resonance spectroscopy »), Fichou et ses collaborateurs 

ont montré que les fibres de Tau induites par de l’héparine sont très hétérogènes et 

donc différentes, d’un point de vue structural, des fibres de Tau retrouvées dans la 

MA (Fichou et al., 2018). Ces nouvelles données suggèrent donc que l’utilisation de 

l’héparine et des autres molécules polyanioniques n’est pas adaptée pour l’étude 

d’agrégation de Tau.  

Toutefois, certains points de cette étude restent controversés car si la RPE permet 

de mesurer des distances intramoléculaires entre résidus, elle permet également de 

mesurer des distances intermoléculaires, c’est-à-dire dans ce cas précis entre des 

résidus provenant de molécules de Tau différentes au sein même de l’empilement 

de la fibre. La proportion de fibres marquées par rapport à la proportion de fibres 

non marquées utilisées pour réaliser cette étude peut donc introduire un biais dans 

la mesure des distances. 

Comme pour les fibres de Tau retrouvées dans la MA, l’utilisation de la cryo-

microscopie électronique pourrait permettre d’estimer l’homogénéité structurale 

des fibres de Tau agrégée à l’aide d’héparine (Fitzpatrick et al., 2017). 

 

Outre leur utilisation dans l’étude des mécanismes d’agrégation de Tau, un nouveau 

rôle des GAGs a été proposé récemment. Les GAGs pourraient être impliqués dans 

l’internalisation des formes pathologiques de Tau au sein des cellules et auraient 

donc un rôle important dans le phénomène de propagation de la protéine Tau de 

type prion (Holmes et al., 2013; Stopschinski et al., 2018). La propagation de type 

prion sera discutée de manière plus détaillée par la suite (cf Introduction, III, F : Tau 

et l’hypothèse de sa propagation de type prion, p55). 
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B. Implication du domaine de liaison aux microtubules dans 

le processus d’agrégation de Tau 

A la fin des années 1980, une étude réalisée par Wischick et ses collaborateurs 

montre que le cœur des PHFs est principalement composé du domaine de liaison aux 

microtubules (MTBD) de Tau (Wischik et al., 1988). A la suite de ces travaux, Wille et 

ses collaborateurs ont montré l’importance du MTBD dans le processus d’agrégation 

de Tau. Dans cette étude, différentes constructions de Tau ont été produites chez 

Escherichia coli et purifiées (Figure 13a). L’analyse des formes agrégées de Tau a été 

réalisée par microscopie électronique. Les seules constructions de Tau capables de 

s’agréger spontanément in vitro sont K11 et K12 et correspondent respectivement 

au MTBD avec (4R) ou sans (3R) la région répétée R3. Ces constructions forment des 

fibres de morphologie très similaire aux PHFs retrouvés chez les patients atteints de 

la MA (Figure 13b) (Wille et al., 1992).  

 

Figure 13 : a : Les différentes constructions de Tau utilisées pour l’étude d’agrégation. Les seules constructions 

capables d’agréger sans ajout d’inducteurs sont le K11 et le K12, qui correspondent respectivement au MTBD 

4R et 3R. b : Cliché de microscopie électronique de fibres purifiées provenant d’un patient atteint de la maladie 

d’Alzheimer  (A) et résultant de l’agrégation de la construction K12 (B). Figure adaptée de (Wille et al., 1992).  
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Ces études in vitro sont les prémices d’une description précise du domaine de liaison 

aux microtubules. Les motifs constituants le cœur d’agrégation de la protéine Tau 

ont été identifiés et correspondent à deux hexapeptides homologues nommés 

PHF6* (275VQIINK280) et PHF6 (306VQIVYK311) respectivement localisés dans les sous 

domaines R2 et R3 du MTBD (Figure 14) (von Bergen et al., 2000, 2001). Le PHF6 est 

retrouvé dans toutes les isoformes de Tau contrairement au PHF6* retrouvé 

uniquement dans les isoformes 4R. Par ailleurs, les isoformes 4R ont tendance à 

s’agréger plus rapidement in vitro que les isoformes 3R de par la présence du PHF6*.  

Une étude récente a également montré que le PHF6* aurait un effet pro-agrégant 

plus important que le PHF6. Pour montrer cet effet, les auteurs de l’étude ont 

ingénieusement remplacé dans le MTBD le PHF6 par le PHF6* et inversement. Trois 

constructions codantes pour le MTBD « wild-type » (WT), le MTBD comprenant 2 

PHF6* et enfin le MTBD comprenant 2 PHF6 ont été réalisées. La construction qui 

s’agrège le plus rapidement et de façon plus importante est le MTBD contenant les 2 

PHF6* (Figure 15) (Seidler et al., 2018).  

 

 

Figure 14 : Schéma du domaine de liaison au microtubule (MTBD). Les deux motifs PHF6* et PHF6 ainsi que les 

cystéines sont annotés. 

 

Ces fragments sont également capables de s’agréger spontanément en solution et 

forment des structures en brins β dans les PHFs. De manière intéressante, 

l’introduction de mutation de type proline dans le PHF6 inhibe complètement 

l’agrégation du MTBD ce qui montre aussi l’importance de ce peptide dans 
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l’agrégation de Tau. Il est également montré dans cette étude que des agrégats 

correspondant au MTBD sont capables d’accélérer le processus d’agrégation de la 

protéine Tau entière (von Bergen et al., 2000).  

D’autre part, une autre étude met en évidence l’importance des cystéines 291 

(Cys291) et 322 (Cys322) contenues dans le MTBD dans le processus d’agrégation de 

Tau (Figure 14). En effet, les cystéines pourraient être essentielles dans l’assemblage 

de dimères de Tau via la formation de ponts disulfures intermoléculaires. Ces 

dimères pourraient être à l’origine de la formation des agrégats de Tau et ainsi des 

PHFs (Bhattacharya et al., 2001). 

 

 

Figure 15 : Suivi par fluorescence de la ThT de la cinétique d’agrégation in vitro du MTBD (K18) WT (courbe 

noire), du K18 contenant 2 PHF6 (2*VY) (courbe bleue) et du K18 contenant 2 PHF6* (2*IN) (courbe verte) en 

présence d’héparine (Seidler et al., 2018). 

 

Grâce aux avancées technologiques, la première structure hautement résolue d’un 

PHF provenant d’un patient atteint de la MA a été  déterminée récemment (Figure 8) 

(Fitzpatrick et al., 2017). Comme décrit dans la partie précédente, on y retrouve 

principalement les sous-domaines R3 incluant le PHF6, R4 et une partie du domaine 

C-ter (V306-F378) (Figure 8c) qui forment une structure très organisée en brins β. De 

manière intéressante, on note l’absence du R2 contenant le PHF6* dans cette 

structure, pourtant décrit comme étant impliqué dans l’agrégation. Néanmoins, 

cette absence peut expliquer la présence des 6 isoformes composant les PHFs dans 

la MA, le cœur des fibres étant composé uniquement des régions R3, R4 et d’une 
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partie du C-ter de Tau (Fitzpatrick et al., 2017). De plus, la manière dont Tau passe 

d’un état soluble à un état agrégé jusqu’à obtenir sa forme finale sous forme de PHF 

n’est toujours pas connue à ce jour. Le fait que le PHF6* ne soit pas retrouvé dans les 

PHFs de Tau dans la MA ne signifie pas qu’il ne contribue pas à leur formation. La 

résolution par cryo-microscopie électronique de structures de PHF de tauopathies de 

type 4R telles que la PSP, la CBD ou les FTDP-17 pourrait permettre d’éclaircir le rôle 

et la contribution de ces deux motifs dans l’agrégation de Tau. Des travaux récents 

ont également mis en évidence la structure du cœur des fibres 3R de Tau retrouvées 

dans la maladie de Pick (Falcon et al., 2018). On y retrouve cette fois ci une structure 

complètement différente qui comprend les régions répétées R1, R3 et R4 toujours 

organisés en une succession de brins β. La présence de la région R1 dans cette 

structure confirme également des résultats obtenus auparavant. En effet, on note 

une absence totale de marquage sur des coupes de cerveau de patients atteints 

d’une maladie de Pick par des anticorps dirigés contre la sérine 262 phosphorylée 

(pS262) (Ikeda et al., 2002). La résolution de la structure a permis de montrer qu’en 

présence de la pS262, le R1 ne serait plus capable de former le cœur du PHF (Falcon 

et al., 2018). Ces résultats démontrent que les agrégats de Tau composant les PHFs 

pourraient avoir une conformation qui serait spécifique à chaque tauopathie.  

La détermination des structures composant le cœur des PHFs de différentes 

tauopathies permettra de comprendre les mécanismes d’agrégation de Tau et 

ouvrira la voie vers de nouvelles stratégies thérapeutiques plus spécifiques à chaque 

tauopathie, ou bien permettra de proposer une thérapie commune à toutes. 

 

Nous avons pu voir le rôle essentiel du MTBD et des deux motifs PHF6* et PHF6, 

dans l’agrégation de Tau. Une grande partie de ce MTBD compose le cœur des fibres 

de Tau et est retrouvé dans les cerveaux de patients atteints de tauopathies. 

Cependant, bien que les peptides PHF6* et PHF6 ainsi que les fragments du MTBD 

utilisés dans ces études peuvent présenter une tendance spontanée à l’agrégation, la 

protéine Tau entière seule ne s’agrège pas en conditions in vitro. Cela suggère que 

d’autres facteurs génétiques et/ou environnementaux sont également impliqués. Les 

trois prochains sous chapitres présenteront ces différents facteurs et leurs 

contributions dans le processus d’agrégation de Tau. 
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C. Mutations et agrégation de Tau 

A la fin des années 1990, une communauté de chercheurs travaillant sur les 

tauopathies a découvert plusieurs mutations intervenant sur le gène mapt, et 

provenant de patients atteints d’une FTDP-17 (M. G. Spillantini et al., 1998). Ces 

résultats ont permis de découvrir la première tauopathie familiale associée à des 

mutations sur mapt, appelée par la suite FTDP-17 mapt. Aujourd’hui, plus de 53 

mutations exoniques et introniques sont connues pour être associées aux FTDP-17 

mapt (Figure 16). La majorité de ces mutations sont retrouvées dans les exons 9, 10, 

11 et 12 qui composent les domaines répétés du MTBD. De manière intéressante, la 

forme des agrégats de Tau et les phénotypes neuropathologiques diffèrent en 

fonction des mutations (Ghetti et al., 2015). 

Les mutations introniques sont majoritairement observées au niveau de l’intron qui 

suit l’exon 10. Ces mutations jouent un rôle important dans la production 

d’isoformes de Tau 4R lors de l’épissage alternatif (D’Souza et al., 1999; Maria Grazia 

Spillantini et al., 1998). Une augmentation de la production de l’isoforme 4R pourrait 

notamment modifier le ratio 4R/3R intracellulaire et impacter la régulation de la 

stabilité des microtubules mais également agir directement sur son agrégation 

(Adams et al., 2010). 

 

 

Figure 16 : Les différentes mutations introniques et exoniques qui interviennent sur mapt et qui sont 

aujourd’hui connues comme mutations associées à la tauopathie familiale FTDP-17 (Ghetti et al., 2015). 
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L’effet des mutations exoniques sur la pathologie Tau a largement été étudié (Ghetti 

et al., 2015). La mutation la plus fréquente est la substitution de la proline 301 en 

leucine (P301L). Mais il en existe de nombreuses autres telles que la substitution de 

la proline 301 en sérine (P301S) ou la délétion de la lysine 280 (ΔK280) (Figure 16). 

De nombreuses études ont montré que certaines mutations réduisaient la capacité 

de Tau à promouvoir l’assemblage des microtubules (Hasegawa et al., 1998; Hong et 

al., 1998) via une dérégulation de sa phosphorylation (Dayanandan et al., 1999). Il a 

également été suggéré que ces mutations pouvaient induire une 

hyperphosphorylation de Tau conduisant à son agrégation (Alonso et al., 2004). 

De manière intéressante, certaines de ces mutations sont localisées au niveau des 

cœurs de nucléation de Tau : les substitutions P301L et P301S sont localisées à 

l’intersection des sous-domaines R2-R3 et la délétion ΔK280 est même retrouvée 

dans le PHF6*. La différence des phénotypes des fibres de Tau retrouvées chez les 

patients FTDP-17 mapt suggère un lien direct entre ces mutations et l’agrégation de 

Tau. Les mutations ΔK280 et P301L exacerbent l’agrégation de Tau, l’effet le plus 

important étant retrouvé pour la mutation ΔK280 (von Bergen et al., 2001).  

 

Afin de comprendre les mécanismes d’agrégation de Tau, de nombreux scientifiques 

ont également développé des modèles cellulaires et murins exprimant une protéine 

Tau humaine et portant une à plusieurs mutations FTDP-17 mapt. 

 

Le premier modèle cellulaire d’agrégation de Tau a été développé à partir de cellules  

de neuroblastomes de souris (N2A). Ces cellules expriment le MTBD (souvent 

nommé K18 dans la littérature) de Tau non modifié ou portant la mutation ΔK280. Le 

pourcentage d’agrégats retrouvé est plus important pour les cellules exprimant le 

MTBD ΔK280, prouvant une fois de plus l’effet pro-agrégant de la mutation ΔK280 

(Figure 17a). Ces premières études ont également montré que ces agrégats sont 

toxiques pour les cellules (Khlistunova et al., 2006). 

Des modèles cellulaires basés sur la technique de FRET ont également été créés. 

Dans ces modèles, différentes constructions de Tau portant des mutations ΔK280 ou 

P301S sont fusionnées à des protéines fluorescentes de type CFP (pour cyan 

fluorescent protein) et YFP (pour yellow fluorescent protein). Lorsque ces 
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constructions agrègent, un transfert de fluorescence est observé de la CFP vers la 

YFP, traduisant un signal FRET correspondant à une agrégation (Holmes et al., 2014; 

Kfoury et al., 2012) (Figure 17b). Cette lignée cellulaire est maintenant 

commercialisée et est utilisée comme modèle intracellulaire de « seeding ». 

 

 

Figure 17 : Modèles cellulaires d’agrégation de la protéine Tau. a : modèle d’induction à la tétracycline. Le 

pourcentage de cellules positives à la Thioflavine S (ThS) est plus important pour les cellules qui surexpriment 

le MTBD ΔK280. L’insertion de mutations de type proline dans le motif PHF6* (K18ΔK280/2P) inhibe 

l’agrégation de la construction de Tau dans ce modèle (Khlistunova et al., 2006). b : Modèle d’agrégation 

intracellulaire reposant sur la méthode FRET. Lorsque les protéines MTBD P301S agrègent, un signal FRET est 

détecté et permet de quantifier le pourcentage d’agrégats par microscopie confocale ou cytométrie de flux 

(Figure 17b adaptée de (Holmes et al., 2014; Lim et al., 2014).  
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D’autre part, des modèles de souris ont été développés afin de mimer la pathologie 

Tau au sein du cerveau ainsi que les déclins cognitifs retrouvés dans les tauopathies. 

Les premiers modèles développés étaient des modèles de surexpression de Tau WT 

sans mutation. On observait dans la plupart de ces modèles une 

hyperphosphorylation de Tau, mais aucun changement neuropathologique telles que 

les dégénérescences neurofibrillaires (NFTs) (Brion et al., 1999; Götz et al., 1995). 

Afin de modéliser les tauopathies, des modèles de souris transgéniques 

surexprimant Tau ont été générés , possédant des mutations FTDP-17 et en 

particulier les mutations dans l’exon 10 (Denk and Wade-Martins, 2009). 

Une grande quantité de lignées transgéniques ont été générées avec la mutation 

P301L. La plupart de ces modèles développent des dégénérescences neurofibrillaires 

(NFTs). La localisation de ces NFTs est dépendante du type de promoteur utilisé ainsi 

que de l’isoforme de Tau surexprimé (Lewis et al., 2000; Murakami et al., 2006; 

Pennanen et al., 2006). 

Deux types de modèles ont également été développés au sein du laboratoire. Ces 

modèles surexpriment la protéine Tau 1N4R portant deux mutations FTDP-17 G272V 

et P301S, sous le contrôle du promoteur Thy1.2. Le premier modèle appelé THY-

Tau22 présente une hyperphosphorylation de cette protéine Tau, la formation de 

nombreuses NFTs ainsi que l’apparition de déficits cognitifs dès l’âge de trois mois 

(Schindowski et al., 2006). Le second modèle est appelé THY-Tau30. Dans ce modèle, 

la surexpression de Tau est cérébrale mais également spinale. La particularité de ce 

modèle réside dans l’apparition de lésions neuronales et de déficits cognitifs, mais 

également dans la formation de NFTs dans la moelle épinière suivie par l’apparition 

de troubles moteurs (Leroy et al., 2007). 

 

Ces études réalisées à l’aide de modèles cellulaires et murins montrent l’importance 

des mutations FTDP-17 dans le processus d’agrégation de Tau et donc dans le déclin 

cognitif que l’on observe chez les patients.  

Mais qu’en est-il des tauopathies sporadiques telles que la MA ? En effet, à ce jour, 

aucune mutation n’a été découverte sur le gène mapt pour ces patients. Ces 

informations suggèrent que d’autres facteurs doivent être impliqués dans le 

processus d’agrégation de Tau. 
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D. Modifications post-traductionnelles et agrégation de Tau 

En raison de son caractère désordonné, la protéine Tau est la cible de nombreuses 

modifications post-traductionnelles (MPTs) comprenant la phosphorylation, 

l’acétylation, la troncation, l’O-GlcNacylation et bien d’autres (Figure 18). Dans cette 

partie, nous présenterons ces principales MPTs ainsi que leurs potentiels rôles dans 

le processus d’agrégation de Tau. 

 

 

Figure 18 : Tau et ses nombreuses modifications post-traductionnelles (Guo et al., 2017). 

i. Tau et phosphorylation 

 La phosphorylation de Tau est la MPT la plus décrite dans la littérature. Tau contient 

en effet 85 sites potentiels de phosphorylation incluant 45 sérines, 35 thréonines et 

5 tyrosines (Hanger et al., 2009), pouvant influencer et réguler de façon 

physiologique ses fonctions.  

En effet, de nombreuses études ont montré que la phosphorylation de Tau régule sa 

propre affinité pour les microtubules et agit ainsi sur leur stabilité (Drewes et al., 

1995; Sengupta et al., 1998). La phosphorylation de Tau agirait également sur son 

propre transport axonal notamment en modulant son affinité pour les kinésines 

(Cuchillo-Ibanez et al., 2008). 

Dans de nombreuses tauopathies, la protéine Tau est agrégée sous une forme 

hyperphosphorylée (Grundke-Iqbal et al., 1986). Depuis cette découverte, certains 

scientifiques ont suggéré que l’hyperphosphorylation de Tau serait le mécanisme 

déclencheur de son agrégation. 
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En 2001, Alonso et ses collaborateurs ont montré que les formes phosphorylées et 

solubles de Tau retrouvées chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer sont 

capable d’agréger in vitro. De plus, l’hyperphosphorylation de différentes 

constructions recombinantes de Tau par de l’extrait de cerveau de rat induirait 

également leur agrégation in vitro. Ils ont donc proposé un mécanisme où 

l’hyperphosphorylation de Tau serait suffisante pour déclencher son agrégation 

(Alonso et al., 2001). A partir de ces résultats, une autre équipe de recherche a tenté 

d’identifier certaines kinases qui pourraient potentiellement être impliquées dans la 

phosphorylation de Tau déclenchant son agrégation. Ils ont notamment identifié 

deux kinases, Dyrk1A et GSK-3β qui phosphorylent des sites de Tau différents. Après 

phosphorylation in vitro par ces enzymes, la protéine Tau est observée sous une 

forme agrégée, suggérant qu’une dérégulation des kinases phosphorylant Tau 

pourrait être à l’origine de son agrégation (Liu et al., 2007). 

Au laboratoire, nous avons également étudié l’impact de la phosphorylation sur 

l’agrégation de Tau. Nous avons utilisé la kinase ERK2 (pour « Extracellular Signal-

regulated Kinase ») pour phosphoryler la protéine Tau in vitro. Il a en effet été 

reporté que la protéine ERK est surexprimée chez les patients atteints de la MA 

(Arendt et al., 1995). De manière intéressante, les résidus phosphorylés par ERK2 

correspondent pratiquement aux mêmes résidus phosphorylés par l’extrait de 

cerveau de rat (Qi et al., 2016). Tau phosphorylée par ERK2 ou par l’extrait de 

cerveau de rat est plus sensible à l’agrégation que la protéine non modifiée, 

suggérant de nouveau que la phosphorylation de Tau pourrait induire son agrégation. 

Néanmoins, la proportion de ces fibres agrégées reste très faible, et la détection des 

fibres de Tau par la thioflavine T s’est révélée négative (Qi et al., 2016). A partir de 

ces résultats contradictoires, il est difficile de conclure sur la contribution de la 

phosphorylation dans l’initiation de l’agrégation de Tau. 

Toutefois, une autre étude récente réalisée au laboratoire a permis d’identifier un 

motif spécifique de phosphorylation induisant l’agrégation de Tau. En présence des 

résidus sérine 202, thréonine 205 et sérine 208 phosphorylés ainsi qu’en absence de 

phosphorylation sur la sérine 262, la protéine Tau agrège spontanément in vitro 

(Despres et al., 2017) (Figure 19). 
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Figure 19 : a : Suivi par fluorescence de la ThT de la cinétique d’agrégation in vitro de la protéine Tau 2N4R 

S262A non phosphorylée (courbe bleue) , phosphorylée par la protéine ERK (courbe rouge) et phosphorylée 

par de l’extrait de cerveau de rat (courbe verte) (A). Clichés de microscopie électronique résultant de 

l’agrégation de la protéine Tau 2N4R S262 phosphorylée par de l’extrait de cerveau de rat (B, C) et 

phosphorylée par la protéine ERK (D). b : Suivi par fluorescence de la ThT de la cinétique d’agrégation in vitro 

de la protéine Tau 2N4R AT8 non phosphorylée (courbe grise) et phosphorylée par de l’extrait de cerveau de 

rat (courbe verte) (A). La protéine Tau 441 AT8 correspond à Tau 2N4R mutée en alanine sur tous les sites 

théoriquement phosphorylés par l’extrait de cerveau de rat excepté la sérine 202, la thréonine 205 et la sérine 

208. Clichés de microscopie électronique résultant de l’agrégation de la protéine Tau 2N4R AT8 phosphorylée 

par de l’extrait de cerveau de rat (B,C) (Despres et al., 2017). 

 

Ces résultats démontrent pour la première fois une relation spécifique entre 

phosphorylation et agrégation. Certaines phosphorylations pourraient être 

activatrices de l’agrégation. A l’inverse, d’autres phosphorylations pourraient avoir 

un rôle de protection contre l’agrégation comme la phosphorylation de la sérine 262 

notamment absente dans la maladie de Pick (Ikeda et al., 2002). 

ii. Tau et acétylation 

L’acétylation est la deuxième MPT la plus importante après la phosphorylation. La 

protéine Tau contient en effet 44 lysines susceptibles d’être acétylées. En 2010, Min 

et ses collaborateurs ont montré que la protéine Tau acétylée était notamment 

observée de manière plus importante à certains stades de Braak chez des patients 

atteints de la MA. De plus, l’acétylation de Tau réduirait sa propre dégradation 

quand elle est phosphorylée, suggérant ainsi un lien entre hyperphosphorylation, 

accumulation et agrégation de Tau dans les tauopathies (Min et al., 2010). Par la 

suite, Cohen et ses collaborateurs se sont intéressés au rôle de l’acétylation sur 
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l’agrégation de Tau. Ils ont observé que la protéine Tau acétylée ne polymérise plus 

la tubuline en microtubules et agrège plus rapidement in vitro (Figure 20a) (Cohen et 

al., 2011). Néanmoins le rôle réel de l’acétylation sur la pathologie Tau reste encore 

mal défini. D’autres études ont d’ailleurs montré l’effet inverse où la protéine Tau 

non acétylée agrègerait plus rapidement in vitro que la protéine Tau acétylée (Figure 

20b) (Cook et al., 2014; Kamah et al., 2014).  

 

Figure 20 : a : Suivi par fluorescence de la ThT de la cinétique d’agrégation in vitro par de l’héparine du MTBD 

(K18) non acétylé (courbe rose), préalablement acétylé par la « CREB binding protein » (CBP) (courbe bleue) et 

du MTBD (K18) portant la mutation K311D préalablement acétylé par la CBP (courbe turquoise) (A). Clichés de 

microscopie électronique résultant de l’agrégation du MTBD non acétylé (B)et préalablement acétylé (C) 

(Cohen et al., 2011). b : Suivi par fluorescence de la ThT de la cinétique d’agrégation in vitro par de l’héparine 

de la protéine Tau 2N4R non acétylée (courbe bleue), acétylée de façon non enzymatique (courbe verte) et 

acétylée par la CBP (courbe rouge) (A) (Kamah et al., 2014). Clichés de microscopie électronique résultant de 

l’agrégation de la protéine Tau non acétylée (B) et acétylée par la protéine p300 (C) (Cook et al., 2014).  

 

Tout comme pour la phosphorylation, il est possible que certains résidus acétylés 

spécifiques contribuent à l’agrégation de Tau et inversement (Cook et al., 2014). En 

utilisant un anticorps ciblant la protéine Tau acétylée sur la lysine 280, Cohen et ses 

collaborateurs ont montré que cette acétylation était étroitement associée aux 

agrégats de Tau retrouvés en conditions pathologiques in vivo (Cohen et al., 2011). 
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Et de manière intéressante, l’acétylation de la lysine 280 exerce également une 

neurotoxicité in vivo, dans un modèle de drosophile transgénique (Gorsky et al., 

2016) ce qui suggère un rôle important de la lysine 280 acétylée dans la pathologie 

Tau. De même, l’acétylation de la lysine 174 exercerait une toxicité de la protéine 

Tau associée à des déclins cognitifs importants in vivo (Min et al., 2015). 

Il est également possible que s’opère une synergie entre différentes MPTs, et que 

cet ensemble contrôle l’agrégation de Tau. Récemment, Carlomagno et ses 

collaborateurs ont proposé un mécanisme dans lequel l’acétylation de Tau pourrait 

inhiber la phosphorylation spécifique de certains résidus, et ainsi contribuer à 

inhiber son agrégation (Carlomagno et al., 2017). 

iii. Tau et troncations 

Le clivage protéolytique intervenant sur les protéines n’est pas toujours considéré 

comme une MPT à part entière. Néanmoins, ce type de modification est souvent 

associé à des maladies neurodégénératives telle que la MA, la maladie de Pick ou 

encore la PSP. Une analyse du cerveau de patients atteints de ces maladies 

démontre la présence de nombreux fragments tronqués de Tau (Arai et al., 2004; 

Derisbourg et al., 2015; Gamblin et al., 2003; Guillozet-Bongaarts et al., 2007). De 

plus, certaines de ces formes tronquées semble être spécifiques à certaines 

tauopathies comme la maladie d’Alzheimer (Novak et al., 1993; Vechterova et al., 

2003). La génération de certaines formes tronquées de Tau pourrait être réalisée par 

des caspases qui sont des enzymes protéolytiques qui interviennent majoritairement 

lors du processus d’apoptose (Cohen, 1997). C’est le cas pour la forme tronquée de 

Tau en position C-terminale Asp421 qui est notamment retrouvée dans la MA et 

semble être directement liée au développement de la pathologie Tau (Rissman et al., 

2004). Des études réalisées in vitro ont montré que certaines formes tronquées en 

position C-terminale de Tau ont tendance à agréger plus rapidement que la protéine 

Tau entière (Abraha et al., 2000; Berry et al., 2003). La contribution de ces formes 

tronquées de Tau dans la pathologie a également été étudiée in vivo. Des rats 

exprimant différentes formes tronquées de Tau développent une phosphorylation 

importante de Tau ainsi que des dégénérescences neurofibrillaires (Zilka et al., 2006).  
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iv. Autres modifications post-traductionnelles de Tau 

Hormis les trois MPTs discutées précédemment, Tau est la cible d’autres MPTs qui 

interviennent dans la régulation de ses fonctions physiologiques. Certaines de ces 

MPTs pourraient également contribuer à la pathologie Tau. 

 

La glycosylation est une MPT associée à la maladie d’Alzheimer (Wang et al., 1996). 

Le rôle de la glycosylation dans le processus d’agrégation reste inconnu mais des 

travaux ont tout de même montré que la glycosylation de Tau pourrait moduler sa 

phosphorylation sur certains résidus et ainsi contribuer à son hyperphosphorylation  

(Liu et al., 2002).  

A l’inverse, l’O-GlcNAcylation de Tau, au niveau de résidus Ser/Thr, est diminuée 

dans la maladie d’Alzheimer. Tau O-GlcNAcylée est en effet moins phosphorylée (Liu 

et al., 2004) et protège contre son agrégation dans des études réalisées in vitro  

(Yuzwa et al., 2014). De plus, des modèles de souris transgéniques ayant une 

déficience pour l’O-GlcNActransferase spécifique du cerveau induit une 

dégénérescence progressive, accompagnée d’une hyperphosphorylation de Tau 

(Wang et al., 2016). La glycation, la déamidation, la nitration et l’isomérisation sont 

également des MPTs de Tau observées pour des patients atteint de la MA, et 

pourraient avoir un rôle dans l’agrégation de Tau (Reyes et al., 2012; Watanabe et al., 

2004). 

 

La majorité de ces MPTs sont dérégulées dans la maladie d’Alzheimer ainsi que dans 

d’autres tauopathies. Certaines de ces MPTs semblent avoir un rôle essentiel dans le 

processus d’agrégation de Tau. Inversement, d’autres semblent avoir un rôle de 

protection contre l’agrégation. Néanmoins, conclure sur le rôle précis de chacune de 

ces MPTs sur l’agrégation de Tau reste difficile.  

La contribution de chacune de ces MPTs ainsi que la chronologie des évènements 

restent également totalement inconnue. Toutefois, il est possible que l’association 

de certaines MPTs puisse déclencher l’agrégation. On peut imaginer qu’une 

dérégulation conjointe de MPTs telles que la phosphorylation de certains résidus, la 
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déacétylation sur d’autres, ainsi que la contribution d’autres MPTs, finissent par 

déclencher l’agrégation de Tau en conditions pathologiques.   

E. Les formes oligomériques : espèces pathologiques de 

Tau ? 

En conditions pathologiques, Tau est agrégée sous forme de PHFs qui constituent 

majoritairement les NFTs. Les PHFs ont été considérés pendant de nombreuses 

années comme le facteur principal de toxicité conduisant à la mort neuronale et au 

déclin cognitif chez les patients atteints d’une tauopathie telle que la MA 

(Giannakopoulos et al., 2003). 

Cependant, des études très récentes et réalisées in vivo chez le rat ont montré que 

les espèces fibrillaires de Tau ne sont pas forcément les formes les plus toxiques à 

l’inverse des formes solubles et phosphorylées de Tau. Ces données suggèrent que la 

formation des formes agrégées de Tau pourrait résulter d’un mécanisme intrinsèque 

de protection cellulaire (d’Orange et al., 2018).  

Ces travaux appuient l’émergence d’une nouvelle hypothèse suggérant que les 

formes les plus toxiques de Tau seraient en réalité des espèces intermédiaires entre 

formes solubles et formes fibrillaires appelées oligomères.  

Toutefois, la difficulté d’étudier les oligomères de Tau réside dans la capacité à 

pouvoir les isoler et les détecter. Ce sont des formes intermédiaires et elles ont donc 

une tendance à évoluer au cours du temps. Toutefois, une équipe de recherche a 

réussi à développer un anticorps dirigé contre une forme dimérique de Tau mais 

également capable de reconnaitre des formes oligomériques. Avec l’aide de cet 

anticorps, ils ont détecté la présence spécifique de ces oligomères dans des 

échantillons de cerveaux provenant de patients Alzheimer (Patterson et al., 2011). 

En 2014, des études ont montré qu’une hyperphosphorylation de Tau permettrait sa 

conversion vers un état oligomérique alors que les formes non-phosphorylées 

évolueraient vers des formes fibrillaires. Le rôle de la phosphorylation sur 

l’agrégation de Tau étant toujours débattu, ces résultats permettent de proposer un 

nouveau rôle pour la phosphorylation dans la formation des oligomères de Tau 

(Kumar et al., 2014; Tepper et al., 2014). 
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La toxicité des oligomères de Tau a été démontrée dans des expériences in vivo, 

dans des modèles de souris WT ou surproduisant la protéine Tau humaine. Après 

injection de ces oligomères préparés in vitro, les souris présentent des déficiences 

synaptiques et mitochondriales ainsi que des troubles de la mémoire (Fá et al., 2016; 

Lasagna-Reeves et al., 2011). 

Néanmoins, l’étude de ces oligomères de Tau reste délicate de par leur 

hétérogénéité en solution et leur constante évolution au cours du temps. Il est 

d’ailleurs possible que les oligomères évoluent pendant les expériences et 

principalement dans les études in vivo. De nouveaux outils seront nécessaires dans le 

futur pour étudier et évaluer l’importance de ces formes oligomériques de Tau dans 

les processus neurodégénératifs observés dans les tauopathies. 

F. Tau et l’hypothèse de sa propagation de type prion  

La protéine prion a été découverte en 1982 par Prusiner et ses collaborateurs, au 

cours de travaux réalisés pour comprendre la maladie de la tremblante du mouton. 

Ils ont en effet découvert que le principal agent infectieux de cette maladie est 

uniquement composé de protéines. Ainsi, il a été défini une nouvelle classe d’agents 

infectieux appelée désormais protéines prions qui, contrairement aux virus ou aux 

bactéries, sont uniquement composés de protéines dites « infectieuses », capable de 

se répliquer et d’infecter en absence d’ADN ou d’ARN (Prusiner, 1982).  

La maladie de Creutzfeldt-Jakob est la première maladie neurodégénérative à prions 

découverte chez l’Homme. Cette maladie principalement sporadique se caractérise 

par la conversion de la protéine prion PrPc dite « normale » en conditions 

physiologiques, en une protéine pathologique et infectieuse nommée PrPsc formant 

des agrégats capables d’induire l’agrégation de protéines PrPc saines (Head and 

Ironside, 2012). Bien que provenant du même gène, et possédant la même structure 

primaire, ces deux protéines sont structuralement différentes. La protéine PrPc est 

principalement composée d’hélice α (Zahn et al., 2000) tandis que la protéine PrPsc 

est organisée en brin β et pourrait s’associer sous forme de trimères, qui lui 

permettraient de servir de base pour recruter les protéines PrPc (Govaerts et al., 

2004). 
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La maladie à prions est mondialement connue suite au scandale médiatisé des 

farines animales, au milieu des années 1990. Des patients ont en effet développé 

une maladie très proche de la maladie de Creutzfeldt-Jakob suite à une 

consommation de viande bovine nourrie aux farines animales. Les animaux avaient 

contracté l’encéphalopathie spongiforme bovine, une maladie à prions touchant les 

bovins. De nombreux travaux scientifiques ont suggéré par la suite que cette 

transmission s’est ensuite répercutée à l’Homme (Prusiner, 1997).  

 

Pendant de nombreuses années, il était admis que la formation des agrégats de Tau 

était un processus autonome et indépendant résultant d’une dérégulation 

d’évènements intracellulaires. Toutefois, le fait que la pathologie Tau suive une 

progression spatio-temporelle stéréotypée dans certaines maladies 

neurodégénératives telles que la MA ou la maladie à grains argyrophiles laisse à 

supposer que les formes toxiques de Tau pourraient se propager via un mécanisme 

de transfert intercellulaire (Braak and Braak, 1991; Saito et al., 2004).  

La propagation de type prion se définie par deux phénomènes : la transmission entre 

deux cellules de l’espèce pathologique en question (phénomène de propagation 

également appelé « spreading » en anglais) et le recrutement par l’espèce 

pathologique de l’espèce saine et sa conversion en espèce pathologique 

(phénomène de nucléation ou encore de « seeding ») (Figure 21). Les plus récentes 

études montrent aujourd’hui que les agrégats de Tau sont capables de se propager 

de cellule en cellule et peuvent recruter la nouvelle Tau intracellulaire et provoquer 

son agrégation. Ces nouvelles études suggèrent fortement que Tau pourrait adopter 

un comportement de type prion en conditions pathologiques (Mudher et al., 2017). 
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Figure 21 : Modèle de la propagation de type prion pour la protéine Tau. ① Sous l’influence de différents 

facteurs (mutations, MPTs, …) Tau s’agrège en conditions pathologiques. ② La protéine Tau agrégée est par la 

suite sécrétée dans le milieu extracellulaire puis ③ internalisée par la cellule receveuse. ④ Tau sous forme 

pathologique est capable de recruter la Tau endogène et d’induire son agrégation. 

 

i. La propagation intercellulaire de Tau  

Tau est une protéine majoritairement intracellulaire. Néanmoins, Tau peut être 

sécrétée et observée dans le milieu extracellulaire (Chai et al., 2012; Saman et al., 

2012).  

Les mécanismes par lesquels les espèces pathologiques de Tau sont sécrétées puis 

internalisées par de nouvelles cellules restent débattus. Des études ont montré que 

Tau pouvait se propager via la voie ectosomale (Dujardin et al., 2014a), exosomale 

(Wang et al., 2017), par un mécanisme de transfert synaptique (Dujardin et al., 
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2014b) et par la formation de nanotubes directement entre les cellules (Tardivel et 

al., 2016) (Figure 22). Une étude récente a également montré que Tau pouvait être 

secrétée par translocation directe à la membrane plasmique, et que cette sécrétion 

était augmentée quand Tau était hyperphosphorylée. La translocation de Tau à la 

membrane serait médiée par des protéoglycanes sulfatées (Katsinelos et al., 2018). 

 

 

Figure 22 : Les différents mécanismes de propagation proposés pour la protéine Tau. Des questions restent 

néanmoins en suspens. Quelle est la contribution de chacun de ces mécanismes dans la pathologie ? Existe-t-il 

un mécanisme préférentiel pour la forme physiologique ou pathologique de Tau ? Adapté de (Mudher et al., 

2017). 

 

ii. Internalisation de Tau et phénomène de nucléation 

Les mécanismes par lesquels Tau sous forme libre ou agrégée entre dans les cellules 

restent méconnus. Toutefois, des études ont notamment montré que Tau pouvait 

être internalisée par macropinocytose (Falcon et al., 2015) (Figure 22) et que cette 

internalisation serait médiée par les héparanes sulfates présents dans la matrice 

extracellulaire (Holmes et al., 2013; Stopschinski et al., 2018). Nobuhara et ses 

collaborateurs ont montré que des anticorps ciblant le domaine N-ter de Tau 

permettent d’inhiber de façon plus importante son internalisation, ce qui suggère un 
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rôle important du domaine N-ter dans le processus d’internalisation (Nobuhara et al., 

2017).  

En revanche de nombreuses études dans des modèles cellulaires et in vivo ont 

montré le potentiel de nucléation de la protéine Tau, que ce soit sous sa forme 

agrégée par de l’héparine (Frost et al., 2009; Holmes et al., 2014; Kfoury et al., 2012), 

dans une transition de phase liquide-liquide (Wegmann et al., 2018), provenant 

d’homogénats de cerveau de souris (Clavaguera et al., 2009) ou de patients atteints 

d’une tauopathie (Clavaguera et al., 2013) et plus surprenant encore sous sa forme 

libre WT (Michel et al., 2014).  

De manière intéressante, la délétion des motifs PHF6* et PHF6 de Tau supprime 

également son potentiel de nucléation, montrant le rôle essentiel de ces deux motifs 

dans ce processus (Falcon et al., 2015). De plus, Mirbaha et ses collaborateurs ont 

par la suite caractérisé la forme monomérique de Tau capable de recruter et de 

provoquer l’agrégation de la Tau endogène. Ils ont suggéré que, contrairement à la 

forme monomérique dite « normale » de Tau où les motifs PHFs seraient très peu 

accessibles au solvant, les motifs PHFs d’une Tau pathologique seraient beaucoup 

plus exposés et pourraient ainsi servir de « plateforme » pour recruter la Tau 

endogène (Mirbaha et al., 2018). 

IV. Les thérapies ciblant la protéine Tau 

Actuellement, il n’existe malheureusement aucun traitement efficace pour lutter 

contre la maladie d’Alzheimer et les autres tauopathies. Les seuls médicaments 

disponibles aujourd’hui pour les patients sont des inhibiteurs d’acétylcholine 

estérases. Ils permettent de traiter les symptômes, mais ne sont en aucun cas 

curatifs. Dans cette partie, nous décrirons les différentes stratégies thérapeutiques 

qui ont été imaginées et mises en place mais également les échecs d’une grande 

partie de ces thérapies et les espoirs portés par d’autres.  

 

Nous avons pu voir dans la partie précédente les différents facteurs potentiellement 

impliqués dans l’agrégation et la toxicité exercée par Tau en conditions 

pathologiques. Suite à ces études, différentes stratégies thérapeutiques ont donc été 
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envisagées pour évaluer leur efficacité dans le traitement des tauopathies (Figure 

23). Bien que certaines de ces thérapies se soient révélées inefficaces, certaines sont 

toujours en essai clinique. Nous présenterons dans cette partie les différentes 

approches qui ont été imaginées et celles actuellement en cours pour tenter de 

réduire la pathologie Tau dans la MA et les autres tauopathies.  

A. Les différentes stratégies thérapeutiques 

i. Réduction de la phosphorylation de Tau 

Tau est hyperphosphorylée dans les PHFs (Grundke-Iqbal et al., 1986) et une 

dérégulation de sa phosphorylation a été l’une des premières hypothèses proposées 

pour expliquer son agrégation (Alonso et al., 2001). Une des stratégies 

thérapeutiques envisagées a donc été de diminuer la phosphorylation de Tau pour 

réduire sa toxicité et son agrégation.  

 

La première stratégie a été de cibler les kinases directement impliquées dans la 

phosphorylation de Tau telle que la protéine kinase GSK-3β, que nous avons 

précédemment décrite comme potentiellement impliquée dans la phosphorylation 

pathologique de Tau (Liu et al., 2007).  

Un inhibiteur de cette enzyme appelé tideglusib a été développé. Cet inhibiteur a 

montré des effets bénéfiques dans des modèles transgéniques de souris en 

réduisant la phosphorylation de Tau mais également le nombre de plaques Aβ, la 

mort neuronale et le déclin cognitif associé (Serenó et al., 2009). Suite à ces résultats, 

des essais cliniques ont été poursuivis. Le premier essai clinique en phase I a montré 

une diminution des déficits cognitifs sur une petite cohorte de patients atteints de la 

MA (del Ser et al., 2013). Néanmoins, ces améliorations n’ont pas été confirmées par 

la suite en phase II, sur une cohorte plus importante (Lovestone et al., 2015).  

Le chlorure de lithium, un autre inhibiteur de la GSK-3β, a également été étudié. 

Dans des modèles de souris transgéniques, le chlorure de lithium diminue le niveau 

de phosphorylation de Tau et le développement des NFTs (Leroy et al., 2010; Noble 

et al., 2005) et réduit l’accumulation d’Aβ (Su et al., 2004; Yu et al., 2012). Les 

premiers résultats en phase clinique sont encourageants. Sur de petites cohortes de 
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patients, il a été observé une diminution du niveau de phosphorylation de Tau dans 

le liquide céphalo-rachidien (LCR), et une stabilisation ou une amélioration de 

certaines performances cognitives (Forlenza et al., 2011; Nunes et al., 2013). De 

nouveaux essais sont maintenant en cours de préparation (Congdon and Sigurdsson, 

2018). 

 

Une autre possibilité pour réduire la phosphorylation de Tau est d’augmenter 

l’activité de certaines phosphatases et notamment la protéine phosphatase PP2A. 

PP2A est une phosphatase dont le niveau d’expression est réduit dans la MA (Sontag 

et al., 2004). Cette enzyme représente plus de 70 % de l’activité totale de 

déphosphorylation de la protéine Tau, ce qui suggère que la dérégulation de son 

activité est importante dans la MA (Liu et al., 2005).  

Le sélénite de sodium est une molécule qui, en se fixant à une des sous-unités de la 

PP2A, permet d’augmenter son activité phosphatase. Ce composé a montré des 

effets bénéfiques sur la pathologie Tau et le déclin cognitif dans des modèles de 

souris transgéniques (Corcoran et al., 2010; van Eersel et al., 2010). Cependant 

aucun effet bénéfique n’a été relevé en phase II pour le traitement de la MA (Malpas 

et al., 2016). 
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Figure 23 : Les différentes stratégies thérapeutiques qui ont été développées pour cibler la protéine Tau 

(Congdon and Sigurdsson, 2018). 

 

ii. Inhibition d’autres modifications post-traductionnelles 

L’acétylation est la deuxième MPT la plus décrite pour la protéine Tau et certaines 

ont été décrites comme potentiellement toxiques (Cohen et al., 2011; Min et al., 

2015). Certaines molécules ont notamment été développées pour inhiber l’action de 

certaines acétylases. Une de ces molécules, le salsalate, est capable d’inhiber 

l’acétylation de la lysine 174 par la protéine p300 et est associée à une diminution du 

déclin cognitif in vivo (Min et al., 2015). Une première étude clinique en phase I sur 

une cohorte de patients atteints de la PSP a été réalisée mais les résultats n’ont pas 

encore été publiés. 

L’O-GlcNAcétylase est une enzyme dont la fonction est de déglycosyler les protéines, 

et notamment la protéine Tau. Des études réalisées sur un modèle de souris 
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développant une tauopathie ont montré qu’une inhibition de cette enzyme permet 

de réduire la pathologie Tau (Hastings et al., 2017). Une molécule inhibitrice de cette 

enzyme, appelée MK-8719 est maintenant en phase de développement clinique pour 

la PSP (Congdon and Sigurdsson, 2018). 

iii. Inhibition de l’agrégation de Tau  

Une autre stratégie a été de bloquer l’agrégation de Tau pour empêcher la formation 

des NFTs et ainsi réduire la pathologie. Une des premières molécules utilisées est le 

bleu de méthylène. Cette molécule inhibe l’agrégation de la Tau in vitro (Wischik et 

al., 1996) et a montré une réduction de la pathologie Tau et des déclins cognitifs 

associées dans des modèles de souris développant une tauopathie (Melis et al., 

2015). Par la suite, des dérivées de cette molécule ont été développés et testés 

jusqu’en phase III pour la MA. Malheureusement, les résultats n’ont pas montré 

d’effet bénéfique significatif (Gauthier et al., 2016). 

Le curcumin est une molécule naturelle qui, comme le bleu de méthylène, inhibe 

l’agrégation de Tau in vitro et montre une amélioration cognitive dans des modèles 

in vivo (Ma et al., 2013). Cette molécule est allée jusqu’en phase II pour la MA, mais 

n’a pas montré d’effet bénéfique sur les fonctions cognitives (Congdon and 

Sigurdsson, 2018).  

iv. Les autres stratégies thérapeutiques 

D’autres stratégies sont en cours de développement et visent par exemple à 

augmenter la stabilité des microtubules (Boxer et al., 2014; Magen and Gozes, 2013), 

ou à réduire l’expression de Tau par l’utilisation d’ARNs interférents (Manczak and 

Reddy, 2013; Xu et al., 2014). 

B. L’immunothérapie anti-Tau 

L’immunothérapie ciblant les protéines intrinsèquement non structurées a émergé 

ces dernières années et représente une nouvelle approche thérapeutique. Les 

premiers essais immunothérapeutiques ont été réalisés en ciblant le peptide Aβ car il 

était considéré comme l’élément déclencheur de la MA d’après l’hypothèse de la 

cascade amyloïde (Hardy and Higgins, 1992). De nombreuses études ont montré 
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qu’une immunisation ciblant les agrégats constitués de peptides Aβ réduisait le 

nombre de plaques Aβ dans les cerveaux de souris (Bard et al., 2000; Schenk et al., 

1999) et diminuait le déclin cognitif dans un modèle transgénique de souris 

Alzheimer qui produit uniquement des plaques Aβ (Janus et al., 2000; Morgan et al., 

2000). Des essais cliniques ont été réalisés mais ont dû être arrêtés pour cause de 

toxicité (Orgogozo et al., 2003) ou d’inefficacité (Doody et al., 2014; Salloway et al., 

2014). Il est également probable que les patients inclus dans les cohortes soient déjà 

à un stade trop avancé de la maladie pour permettre de voir un effet bénéfique 

(Congdon and Sigurdsson, 2018). 

 

Bien que d’autres essais soient actuellement en cours, de nouvelles études se sont 

ensuite concentrées sur la protéine Tau. En partie du fait que la MA n’est pas la seule 

tauopathie, mais également parce que la sévérité des déclins cognitifs est corrélée 

avec le nombre de NFTs, sans pour autant exclure le rôle important que la pathologie 

Aβ doit jouer dans la MA (Nelson et al., 2012; Schwarz et al., 2016). Ces résultats 

suggèrent qu’une réduction de la pathologie Tau est également essentielle au 

rétablissement des fonctions cognitives chez les patients atteints de la MA. De plus, 

le fait que Tau puisse se propager de cellule en cellule en adoptant un 

comportement de type prion permet une approche thérapeutique différente. 

L’immunothérapie anti-Tau pourrait être adaptée pour cibler les formes 

extracellulaires de Tau et ainsi ralentir la progression de la pathologie (Figure 23).  

Les résultats des études précliniques sont pour le moment prometteurs. Les études 

ciblant différents épitopes de Tau avec des anticorps ont montré qu’il était possible 

de réduire la pathologie Tau et le déclin cognitif dans différents modèles de souris 

développant une tauopathie (Asuni et al., 2007; Boutajangout et al., 2010; Troquier 

et al., 2012) mais aussi de réduire la pathologie Aβ dans un modèle développant les 

deux aspects de la MA (Dai et al., 2017).  
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Figure 24 : Essais cliniques en cours en immunothérapie active et passive dirigées contre la protéine Tau. Les 

épitopes de Tau ciblés sont également annotés 

 

Des essais cliniques en immunothérapie active et passive ciblant la protéine Tau chez 

des patients atteints de la MA et de la PSP sont actuellement en cours (Figure 24). Le 

choix de l’épitope semble être un paramètre essentiel car les mécanismes ciblés par 

les différents anticorps générés sont très probablement différents. Des études 

récentes ont montré par exemple que l’utilisation d’anticorps dirigés contre la région 

N-ter de Tau permet de bloquer son internalisation ainsi que son transfert entre les 

neurones (Nobuhara et al., 2017) et peut réduire l’accumulation de Tau dans un 
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modèle de souris développant une tauopathie (Spencer et al., 2018). A l’inverse, 

l’anticorps développé par UCB Biopharma, actuellement en essai clinique de phase I, 

est dirigé contre un épitope localisé au niveau du PRD (Figure 24). Cet anticorps a 

démontré qu’il était capable non seulement d’inhiber l’agrégation in vitro de Tau 

induite par de l’héparine (données du laboratoire), mais également de bloquer le 

phénomène de « seeding » de Tau dans un modèle cellulaire (Courade et al., 2018). 

 

Les essais cliniques pour l’immunothérapie anti-Tau sont récents. Les premiers 

résultats sont attendus d’ici quelques années. Ces résultats détermineront si cette 

méthode est concluante et permettront le cas échéant de comprendre le mécanisme 

à cibler pour que le traitement soit le plus efficace possible. 

V. Les anticorps à domaine unique ou VHHs 

A. Origine des anticorps à domaine unique 

C’est en 1989, lors de travaux pratiques réalisés par des étudiants à l’Université de 

Bruxelles en Belgique, que fut découvert des anticorps particuliers présents dans le 

sérum provenant d’un chameau (Pain et al., 2015). Trois types d’anticorps ont été 

identifiés dans le sérum de cet animal : 

- Les Immunoglobuline G de type 1 (IgG1) qui présentent toutes les 

caractéristiques des IgGs conventionnelles. Elles sont constituées de 2 

chaines dites « lourdes » composées de 4 domaines (VH, CH1, CH2 et CH3) 

liées à deux chaines dites « légères » composées de 2 domaines (CL et VL). 

Les domaines variables VH et VL constituent ensemble le domaine de 

reconnaissance capable de se lier à l’antigène (Figure 25). 

- Contrairement aux IgGs I, les IgG de type 2 et 3 (IgG2 et IgG3) ont une masse 

moléculaire moins importante car elles sont dépourvues des chaines légères 

(CL et VL) et du domaine CH1. Elles sont en effet constituées d’un unique 

domaine variable appelé VHHs (pour « Variable Heavy Chain of the Heavy 

chain only antibody ») qui est la plus petite unité suffisante pour la 

reconnaissance de l’antigène (Figure 25) (Hamers-Casterman et al., 1993). La 
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seule différence retrouvée entre les IgG2 et 3 est la longueur du segment qui 

relie le domaine VHH au domaine CH2 du fragment Fc (Figure 25). Ces 

anticorps sont nommés anticorps à chaine lourde unique (HCAbs). 

 

D’autres espèces appartenant à la famille des Camelidae telles que les lamas ou les 

dromadaires possèdent ces HCAbs. Leur proportion dans le sérum de ces animaux 

varie en fonction de chaque espèce. Les HCAbs représentent environ 50 % des IgGs 

chez le dromadaire et le chameau (Hamers-Casterman et al., 1993) et entre 25 et 45 % 

chez le lama (van der Linden et al., 2000). Des HCAbs ont également été découverts 

chez certaines espèces de requin. De façon similaire, ces anticorps appelés Ig-NAR 

(pour « Immunoglobulin New Antigen Receptor ») sont également dépourvus de 

chaines légères et possèdent un seul domaine appelé V-NAR capable de reconnaitre 

son antigène (Greenberg et al., 1995). Toutefois, des études phylogéniques ont 

montré que les séquences variables des HCAbs IgG2, IgG3 et des Ig-NAR sont très 

différentes, ce qui suggère donc que les HCAbs de ces deux familles ont évolué de 

manière indépendante. Les gènes qui codent pour les HCAbs des Camelidae 

proviennent d’une évolution des gènes codant pour les anticorps conventionnels 

(Nguyen et al., 2002; Roux et al., 1998). L’origine de ces nouveaux gènes remonte à 

environ 25 millions d’années alors que les gènes codant pour les Ig-NARs remontent 

à plus de 220 millions d’années (Flajnik et al., 2011). 

 

 

Figure 25 : Représentation des différents types d’anticorps observés chez les Camelidae (Muyldermans, 2013). 
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B. Structure et propriétés des VHHs 

Le domaine de la chaine lourde constituant le domaine de reconnaissance de 

l’antigène pour les IgG2 et IgG3 est également appelée anticorps à domaine unique, 

nanobody ou VHH. Le domaine VH est le nom utilisé pour la chaine lourde variable 

présente dans les anticorps conventionnels.  

Afin de créer des anticorps plus courts, différentes constructions effectuées à partir 

des anticorps conventionnels ont été développées telles que les « single-chain 

variable fragment » (scFv), constitué des domaines VH et VL (Figure 1). Cependant, 

suite à la découverte des HCAbs, le domaine VHH est aujourd’hui la plus petite entité 

connue capable de reconnaître un antigène. C’est pourquoi elle présente des 

propriétés structurales et fonctionnelles intéressantes.  

 

i. Caractéristiques et différences structurales entre les domaines 

VH et VHH 

Les VHs et VHHs présentent une homologie importante avec notamment plus de 80 % 

d’identité de séquence dans certains cas (Vu et al., 1997). L’organisation structurale 

d’un VHH est par conséquent proche du domaine VH. Ils sont tous deux constitués 

de 4 régions constantes appelées « Framework » (FR) et de 3 boucles variables 

appelées « Complementary Determining Region » (CDR) (Figure 26a). Les régions FR 

représentent le cœur de la structure du VHH et du VH. Ils sont composés de 9 brins β, 

interconnectés par des boucles. L’ensemble de cette structure est également 

maintenu par un pont disulfure localisé entre les régions FR1 et FR3. Les CDRs quant 

à eux correspondent aux boucles variables indispensables pour la reconnaissance 

des antigènes (Figure 26b), le CDR3 étant la boucle variable majoritairement 

impliquée dans la reconnaissance de l’épitope (De Genst et al., 2005). 
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Figure 26 : a : Structure des domaines VH et VHH. b : Structure tridimensionnelle d’un VHH. c : Structure 

tridimensionnelle du lysozyme en interaction avec le VHH (Code PDB : 1MEL). 

 

Malgré une très forte homologie, des différences structurales sont toutefois 

observées pour les VHHs, leur conférant des propriétés particulières.  

Quatre acides aminés à caractère hydrophobe et très conservés chez les VHs sont 

substitués par des acides aminés plus hydrophiles au niveau du domaine FR2 chez les 

VHHs (Figure 26a). Le domaine FR2 du VH interagit avec le domaine VL dans un 

anticorps conventionnel. Sans interaction avec le VL, le domaine FR est exposé au 

solvant. La substitution de ces résidus permet donc d’augmenter la solubilité du VHH 

(Chothia et al., 1985; Muyldermans et al., 1994). 

Des différences sont également observées au niveau des CDR1 et 3 (Figure 26a). Les 

CDR3 sont en moyenne plus longs pour le VHH (16 à 18 acides aminés) (Nguyen et al., 

2000; Vu et al., 1997) par rapport au VH (9 à 12 acides aminés selon l’espèce) (Wu et 

al., 1993). L’augmentation de la taille des CDRs permettrait de compenser l’absence 

des CDRs du VL retrouvés dans les anticorps conventionnels et ainsi de fournir une 
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interface antigénique similaire (De Genst et al., 2006). De plus, les CDRs du VHH sont 

capables d’adopter une plus grande variété de conformation et donc d’avoir accès à 

une plus grande diversité d’épitopes, dont certains sont inaccessibles pour des 

anticorps conventionnels (De Genst et al., 2006; Decanniere et al., 2000; Desmyter et 

al., 2002; Mitchell and Colwell, 2018).   

Enfin, un deuxième pont disulfure, généralement localisé entre le CDR1 et le CDR3 

est également retrouvé pour les VHHs (Conrath et al., 2003). Ce pont disulfure 

permettrait de réduire la flexibilité du CDR3 afin de maintenir une interaction forte 

avec son antigène (Govaert et al., 2012). De manière intéressante, les VHHs 

retrouvés chez le lama ont une probabilité plus faible d’avoir un deuxième pont 

disulfure mais ils possèdent en moyenne des CDR3 plus courts (15 acides aminés en 

moyenne) (Vu et al., 1997). Cet équilibre entre flexibilité/rigidité est essentiel pour 

maintenir une diversité très importante des épitopes reconnus, tout en gardant une 

affinité importante pour l’interaction (Muyldermans, 2013).  

ii. Génération et sélection des VHHs 

La méthode de phage display est une des techniques les plus utilisées pour 

sélectionner des VHHs spécifiques (Figure 27). Les VHHs sont générés en réalisant 

une immunisation avec l’antigène d’intérêt sur une espèce appartenant à la famille 

des Camelidae. Suite à cette immunisation, les lymphocytes provenant du sang 

périphérique sont isolés. Les ARNm sont extraits puis une RT-PCR est réalisée pour 

obtenir les ADN complémentaires (ADNc). Les ADNc codants pour les VHHs sont 

identifiés par PCR puis clonés dans des vecteurs de type phagemide, pour permettre 

leur expression au niveau de la protéine M13, qui est une protéine de surface 

formant l’enveloppe du phage. Grâce à ce système, les phages présentent à leur 

surface externe le VHH. Les phages sont passés sur une puce sur laquelle l’antigène 

d’intérêt est immobilisé. Les phages positifs sont ensuite utilisés pour infecter une 

souche recombinante de Escherichia coli. Ce cycle est répété deux à trois fois dans le 

but de sélectionner les VHHs les plus spécifiques et affins possible (Vincke et al., 

2012) (Figure 27).  
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Figure 27 : Protocol général de génération et de sélection des VHHs (Wan et al., 2018). 

 

Néanmoins la génération de VHHs par immunisation peut présenter certains 

inconvénients. Pour un antigène d’intérêt qui présente une toxicité trop importante, 

une très faible immunogénicité ou une production en trop faible quantité, 

l’immunisation peut s’avérer difficile à réaliser. L’utilisation d’une banque de VHH 

synthétique peut représenter une bonne alternative à ces limitations puisqu’elle ne 

requiert pas d’immunisation au préalable (Muyldermans, 2001). Ces banques 

contiennent 100 fois plus de clones (3*109) que les banques réalisées après 

immunisation (3*107) pour obtenir des VHHs avec une affinité et une spécificité 

suffisante lors de la sélection (Muyldermans, 2013). 

iii. Propriétés biochimiques des VHHs 

Les VHHs : des anticorps faciles à produire  

De par leur grande taille (150 kDa) et leur complexité, les anticorps monoclonaux 

utilisés en laboratoire ou pour des applications thérapeutiques sont généralement 

produits dans des hybridomes. De nombreux efforts ont été réalisés pour améliorer 
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l’expression dans ce système. Cependant, cela représente un coût important et les 

méthodes de purification ne sont pas toujours applicables. L’élution à l’acide après 

fixation sur une colonne d’affinité à la protéine A peut dans certains cas réduire voire 

abolir l’activité des anticorps produits. A l’inverse, les VHHs sélectionnés par phage 

display peuvent être facilement produits dans des souches recombinantes 

bactériennes de type E. coli et à moindre coût. Les ADNc codants pour les VHHs 

d’intérêts peuvent être insérés dans un vecteur permettant l’expression dans le 

périplasme ou favorisant la formation de ponts disulfures dans le cytoplasme. Ils 

sont généralement purifiés à l’aide d’une étiquette histidine sur une colonne 

d’affinité au nickel et les rendements peuvent atteindre des dizaines de mg par litre 

de culture bactérienne (Arbabi-Ghahroudi et al., 2005). 

Les VHHs : des anticorps extrêmement stables 

De nombreuses études sur la stabilité des VHHs en solution ont été conduites. Les 

VHHs peuvent être conservés durant plusieurs mois à 4°C ou à -20°C sans perte 

d’activité (Muyldermans, 2013). Les VHHs sont par ailleurs extrêmement résistants à 

la température. Ils peuvent notamment être incubés à 37°C pendant plus d’une 

semaine et préserver l’intégralité de leur activité (Arbabi Ghahroudi et al., 1997). 

Une autre étude réalisée sur la stabilité des VHHs a montré qu’ils sont généralement 

dénaturés à une température comprise entre 60 et 80°C et à une concentration de 

guanidinium comprise entre 2,5 et 3,3M et entre 5,8 et 9 M d’urée (Dumoulin et al., 

2002). Certains VHHs ont même été décrits comme étant capable de maintenir une 

activité à une température de 90°C (van der Linden et al., 1999). Les VHHs sont 

également très stables après concentration par ultrafiltration à des concentrations 

de 10 mg/mL (Muyldermans, 2013). De manière intéressante, et en absence ou non 

de pont disulfure intramoléculaire, les VHHs peuvent dans certains cas être exprimés 

de façon stable dans le cytoplasme des cellules et exercer leur activité de manière 

efficace (Li et al., 2016a) (Danis et al., 2018, in preparation). 
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Les VHHs : des anticorps de haute affinité 

Un des avantages majeurs des anticorps conventionnels est leur très haute affinité 

apparente pour leur antigène. De par leur double domaine de reconnaissance (deux 

unités VH-VL), l’affinité apparente avec leur partenaire est généralement supérieure 

au nM et plus souvent de l’ordre du pM. De manière intéressante, les VHHs, qui ne 

comportent qu’un seul domaine, ont également des constantes d’équilibre (KD) de 

l’ordre du nM voire inférieurs pour leur antigène (Dumoulin et al., 2002). 

Les VHHs : des anticorps moins immunogènes 

Pour les anticorps conventionnels utilisés dans des études in vivo ou en thérapie, la 

clairance ainsi que la réponse inflammatoire sont des paramètres essentiels à 

évaluer. Contrairement aux anticorps conventionnels produits en système cellulaire, 

la production des VHHs en bactéries permet d’éviter la formation de MPTs telles que 

les glycosylations, qui peuvent être immunogènes (Jefferis, 2005). De plus, de par 

leur petite taille (environ 13 kDa), leur clairance dans le système sanguin est plus 

rapide que pour les anticorps conventionnels ce qui peut également permettre de 

limiter les réactions inflammatoires (Batra et al., 2002; Holliger and Hudson, 2005). 

Pour diminuer l’immunogénicité d’un VHH, il est aussi possible d’introduire ses CDRs 

dans un nouveau « corps » composé de régions FRs « humanisés », c’est-à-dire 

proches des FRs retrouvés dans le domaine VH des IgG d’origine humaine (Moutel et 

al., 2016). Ces caractéristiques font des VHHs des anticorps faiblement 

immunogènes très adaptés pour réaliser des études in vivo (Cortez-Retamozo et al., 

2004; Li et al., 2016a). 

Amélioration des propriétés des VHHs par ingénierie moléculaire 

Grâce à leur petite taille, il est également beaucoup plus facile d’améliorer les 

propriétés d’affinité et de stabilité des VHHs. Pour augmenter la stabilité d’un VHH, il 

est possible d’associer les CDRs à des régions FRs plus robustes (Saerens et al., 2005). 

Une autre étude a également montré qu’en ajoutant un simple pont disulfure dans 

les domaines FRs d’un VHH, il était possible d’augmenter sa thermostabilité 

(Shinozaki et al., 2017). Pour améliorer l’affinité, une des méthodes utilisées consiste 

à réaliser une nouvelle banque du VHH d’intérêt, contenant des mutations réalisées 

aléatoirement. Les nouveaux mutants peuvent être par la suite criblés par double 



74 
 

hybride, afin de déterminer les mutants les plus affins (Danis et al., in preparation). 

Enfin, une autre stratégie consiste à fusionner deux VHHs pour augmenter de façon 

exponentielle l’affinité apparente. Ces nouvelles constructions sont généralement 

appelés « diabody », et apportent de nouvelles possibilités intéressantes notamment 

pour le traitement de maladies par immunothérapie. (Els Conrath et al., 2001; 

Emmerson et al., 2011; Krishnamurthy and Jimeno, 2018). Pour réaliser des études 

intracellulaires, les VHHs peuvent être optimisés pour pénétrer à l’intérieur des 

cellules et cibler différents compartiments cellulaires (Herce et al., 2017; Li et al., 

2016a). 

C. Les VHHs : des outils pour l’étude des interactions 

protéiques 

Les VHHs sont aujourd’hui des outils de choix pour l’étude de nombreux 

phénomènes biologiques que ce soit dans des systèmes in vitro ou dans des modèles 

animaux. Dans cette partie, nous illustrerons l’utilisation des VHHs dans deux 

applications majeures : la cristallisation des protéines et l’étude des mécanismes 

d’agrégation des protéines de type amyloïde. 

i. Etude structurale par cristallographie aux rayons X 

La cristallographie aux rayons X est, avec la RMN et la cryo-microscopie électronique, 

une des trois méthodes permettant de résoudre la structure d’une protéine à 

l’échelle atomique. La résolution de la structure d’une protéine par rayons X passe 

par plusieurs étapes critiques. Une de ces étapes consiste à réaliser des cristaux de la 

protéine d’intérêt. Néanmoins, cette expérience relève de l’empirisme car les 

paramètres de cristallisation d’une protéine dépendent de ses propres propriétés 

intrinsèques (solubilité, point isoélectrique, masse moléculaire, dynamique…).  

Les VHHs sont aujourd’hui de plus en plus utilisés comme outils pour favoriser la 

cristallisation de protéines d’intérêt (Pardon et al., 2014; Steyaert and Kobilka, 2011). 

Grâce à leur petite taille et leur faculté à reconnaître une plus grande diversité 

d’épitopes, les VHHs sont plus adaptés à l’étude structurale que les anticorps 

conventionnels. La première structure d’un complexe VHH-protéine a été résolue en 
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1996. Dans cette étude, les auteurs ont développé un VHH dirigé contre le lysozyme 

et qui se fixe dans la cavité catalytique de l’enzyme via son CDR3 (Figure 26c) 

(Desmyter et al., 1996). L’utilisation d’un VHH servant de protéine agoniste a permis 

de résoudre la structure d’un récepteur couplé à la protéine G (RCPG) appelé 

récepteur adrénergique β2 sous une conformation active (Figure 28a) (Søren G. F. 

Rasmussen et al., 2011). Par la suite, la structure de ce RCPG en complexe avec les 

trois sous-unités de la protéine G a également été résolue à l’aide d’un VHH qui a 

permis de favoriser la cristallisation du complexe en se liant aux sous-unités α et β de 

la protéine G (Figure 28b) (Søren G.F. Rasmussen et al., 2011). Les VHHs ont en effet 

une fonction de chaperonne et permettent de maintenir l’assemblage multimérique 

de protéine, favorisant ainsi la cristallisation des complexes. (Figure 28 c,d) 

(Baranova et al., 2012; Park et al., 2012; Søren G.F. Rasmussen et al., 2011). Une 

étude très récente a également permis de résoudre la structure du médiateur 23 

(MED23), une protéine impliquée dans la régulation de la transcription chez 

l’Homme. Le VHH utilisé dans cette étude se fixe à l’interface de trois sous-domaines 

de la protéine, ce qui rigidifie probablement cette région et permet la cristallisation 

du complexe (Figure 28e) (Monté et al., 2018). Enfin, les VHHs ont également prouvé 

leur utilité pour réussir à cristalliser certaines formes intermédiaires de protéines 

amyloïdes afin de pouvoir étudier leurs mécanismes d’agrégation (Figure 28f) 

(Domanska et al., 2011). 

 

De nombreuses études ont également permis la cristallisation d’anticorps ou de 

fragments conventionnels (de type Fab) en complexe avec des peptides non 

phosphorylés ou phosphorylés de Tau (code PDB : 5mp3, 5mp5, 5mo3, 5mp1, 5zia, 

5dmg,…). Un fragment d’anticorps Fab en complexe avec le peptide doublement 

(202, 205) ou triplement phosphorylés (202, 205, 208) AT8 a également été décrit 

(Code PDB : 5e2v et 5e2w). Des études biochimiques ont montré que l’anticorps anti 

AT8 reconnaissait avec une affinité trente fois plus importante l’épitope triplement 

phosphorylés (Malia et al., 2016). 

Toutefois, aucune structure cristallographique constituée d’un VHH en complexe 

avec un peptide de Tau n’a pour le moment été décrite. 
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Figure 28 : Différentes structures tridimensionnelles de protéines qui ont été résolues à l’aide de VHHs. a : 

Structure d’un VHH en complexe avec le récepteur humain adrénergique β2 (code PDB: 3P0G). b : Structure 

d’un VHH en complexe avec le récepteur β2 lié au complexe protéine G (code PDB : 3SN6). c : Structure d’un 

VHH en complexe avec la protéine SdsB bactérienne (code PDB : 4AQ1). d : Structure de deux VHHs en 

complexe avec deux sous-unités protéiques du complexe macromoléculaire de transcription de Trypasonama 

brucei (code PDB : 3STB). e : Structure d’un VHH en complexe avec la protéine MED23 (code PDB : 6H02). f : 

Structure de trois VHHs en complexe avec un fragment de la β2 microglobuline humaine sous une forme 

intermédiaire pro-agrégante (code PDB : 2X89). 

 

ii. Etude des mécanismes d’agrégation des protéines 



77 
 

L’agrégation de Tau ainsi que d’autres protéines dîtes amyloïdes passe par des 

mécanismes moléculaires impliquant différentes formes monomériques, dimériques, 

oligomériques, jusqu’au stade final des formes fibrillaires (Figure 29). L’étude de ces 

mécanismes reste difficile en raison de la stabilité des différents intermédiaires du 

processus d’agrégation. Toutefois, les VHHs peuvent se révéler être de formidable 

outils pour en étudier le mécanisme.  

 

Figure 29 : Schéma résumant les VHHs qui ont été générés contre différentes protéines amyloïdes et qui 

ciblent différentes espèces intermédiaires participant à leurs processus d’agrégation (Pain et al., 2015). 

 

Une des premières études a été réalisée sur le mécanisme d’agrégation du lysozyme. 

Le lysozyme est principalement associé à un certain nombre d’amyloïdoses 

héréditaires (Dumoulin et al., 2006). En conditions pathologiques, le lysozyme 

s’agrége sous forme fibrillaire et s’accumule dans différents organes (Dumoulin, 

2010). Certains mutants identifiés dans ces maladies et produits de manière 

recombinante sont capables d’agréger spontanément in vitro (Booth et al., 1997). En 

2003, Dumoulin et ses collaborateurs ont étudié le mécanisme d’agrégation de l’un 

de ces mutants appelé D67H. Ils ont notamment identifié un VHH capable d’inhiber 

l’agrégation in vitro de ce mutant (Dumoulin et al., 2003) (Figure 30). La résolution 

de la structure du complexe VHH-lysosyme WT a montré que ce VHH , nommé cAb-
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HuL6 dans l’étude, se fixe au niveau d’une région qui a été décrite comme 

principalement déstabilisée par la mutation D67H (Canet et al., 2002). Cependant, 

seulement 11 résidus sur 60 impliqués dans l’agrégation de ce mutant sont en 

contact direct avec le VHH. Ces résultats suggèrent que le mécanisme d’inhibition de 

l’agrégation serait plus complexe et ne résulterait pas d’un recouvrement par le VHH 

de l’interface nécessaire à l’agrégation, mais d’une stabilisation globale de la 

structure du D67H (Dumoulin et al., 2003).  

 

Figure 30 : Suivie par diffusion de lumière du processus d’agrégation du lysozyme sauvage (courbe verte), du 

mutant D67H (courbe bleue), et du même mutant en présence du VHH Cab-Hul6 à un ratio molaire 1 : 0,5 

(courbe rose) et à un ratio molaire 1 : 1 (courbe rouge) (Dumoulin et al., 2003). 

 

A la suite de cette étude, d’autres VHHs dirigés contre le lysozyme mais avec des 

épitopes reconnus différents ont été développés et ont montré des capacités 

d’inhibition de l’agrégation de différents mutants (Chan et al., 2008; De Genst et al., 

2013). Les VHHs, au regard de leur épitope, peuvent inhiber la formation des fibres 

amyloïdes en agissant à différents stades du processus d’agrégation (Figure 29). 

 

Plus récemment, les VHHs ont été utilisés pour étudier les mécanismes d’agrégation 

des protéines amyloïdes impliquées dans les maladies neurodégénératives telles que 

l’α-synucléine dans la maladie de Parkinson et le peptide Aβ dans la MA. 

Deux VHHs dirigés contre l’α-synucléine ont notamment été développés contre la 

forme WT de la protéine et la forme mutée A53T. Ces VHHs, appelés NbSyn2 et 
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NbSyn87 se fixent au niveau du domaine C-terminal de la protéine (De Genst et al., 

2010; Guilliams et al., 2013). Le NbSyn2 n’affecte pas le processus d’agrégation in 

vitro de l’α-synucléine et est capable de se lier aux formes solubles comme aux 

formes agrégées (Figure 29). Ces résultats suggèrent que le domaine C-terminal de 

l’α-synucléine n’est pas directement impliqué dans son processus d’agrégation (De 

Genst et al., 2010). 

Différents VHHs dirigés contre des espèces diverses d’Aβ ont également été 

développés. De manière intéressante, certains de ces VHHs sont spécifiques d’une 

forme intermédiaire prise par Aβ lors du processus d’agrégation (Figure 29). Deux 

VHHs, appelés B10 et KW1, ont été générés à partir de différentes formes du peptide 

Aβ40. Le VHH B10 est spécifique des formes fibrillaires et est capable d’inhiber la 

formation des fibres in vitro en maintenant le peptide dans un stade protofibrillaire 

(Figure 31a,c) (Habicht et al., 2007). Contrairement au VHH B10, le VHH KW1 est 

spécifique des formes oligomériques du peptide Aβ 40. KW1 inhibe également la 

formation des fibres in vitro en maintenant le peptide Aβ 40 sous une forme agrégée 

mais non fibrillaire (Figure 31b,c) (Morgado et al., 2012).  
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Figure 31 : a : Suivi par fluorescence de la ThT et par microscopie électronique de l’agrégation in vitro du 

peptide Aβ en présence du VHH B10 (courbe noire) (Habicht et al., 2007). b : Suivi par fluorescence de la ThT et 

par microscopie électronique de l’agrégation in vitro du peptide Aβ en présence du VHH KW1 (Morgado et al., 

2012). c : Schéma du mécanisme d’action des VHHs B10 et KW1 sur le processus d’agrégation du peptide Aβ 

(Pain et al., 2015). 

 

Ces études démontrent l’efficacité des VHHs comme outils pour étudier les 

mécanismes d’agrégation des protéines amyloïdes. Nous avons pu voir qu’il est 

possible de cibler des états intermédiaires tels que les formes oligomériques d’une 

protéine amyloïde afin de pouvoir mieux étudier son mécanisme d’agrégation. Enfin 

les VHHs sont également très efficaces pour maintenir certaines de ces espèces 

intermédiaires sous une conformation stable permettant par la suite leur étude au 

niveau moléculaire (Guilliams et al., 2013). 
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D. Vers une utilisation diagnostique et thérapeutique des 

VHHs 

Outre leur utilisation dans le domaine de la recherche, les VHHs sont maintenant de 

plus en plus considérés comme une alternative aux anticorps conventionnels en 

immunothérapie et en diagnostic. L’entreprise pharmaceutique Ablynx© est 

aujourd’hui la compagnie la plus avancée dans l’utilisation des VHHs en thérapie. 

Plus de 30 programmes sont en cours de développement avec différents partenaires 

et ciblent principalement des cancers. Deux de leur VHHs sont actuellement en essai 

clinique pour traiter la maladie de Moschowitz, une forme grave de 

microangiopathie thrombotique (Caplacizumab, ClinicalTrials.gov identifier: 

NCT02553317) et pour lutter contre l’infection par le virus respiratoire syncytial qui 

touche les nouveaux nés (ALX-0171, Ablynx, ClinicalTrials.gov identifier: 

NCT02979431).  

i. L’utilisation des VHHs en oncologie 

Depuis maintenant plus d’une trentaine d’années, l’immunothérapie est utilisée 

pour soigner les cancers. Contrairement aux traitements conventionnels comme la 

radiothérapie et la chimiothérapie, l’utilisation d’anticorps spécifiques permet de 

proposer des thérapies ciblées pour mieux lutter contre le développement de 

différents types de cancers. Certains de ces anticorps sont par ailleurs aujourd’hui 

disponibles pour soigner certains cancers du sein ainsi que des cancers colorectaux 

(Oldham and Dillman, 2008). Les anticorps sont également utilisés comme 

« protéines cargo » d’une molécule ou d’un principe actif, pour permettre son 

transport et son activation sur sa cible spécifique (Alley et al., 2010). Enfin, des 

anticorps sont en développement dans le but de détecter différentes tumeurs par 

imagerie moléculaire (Zhao et al., 2008). 

Néanmoins, leur grande taille (plus de 150 kDa) représente parfois un obstacle. La 

pénétration des anticorps dans les tissus tumoraux est souvent irrégulière et limitée 

(Minchinton and Tannock, 2006). C’est pourquoi de nombreuses optimisations ont 

été réalisées pour développer des anticorps plus petits tels que les fragments 
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« fragment antigen binding » (Fab, 50 kDa) ou scFv (28 kDa) (Gong et al., 2012; Miller 

et al., 2012).  

Dans ce contexte, les VHHs représentent une très bonne alternative aux anticorps 

conventionnels. De par leurs propriétés, les VHHs sont extrêmement modulables et 

peuvent être plus facilement modifiés si nécessaire. 

Des études ont été réalisées pour évaluer l’effet direct de VHHs dirigés contre les 

protéines EGFR (pour « epidermal growth factor receptor »), responsables de la 

croissance et du développement de nombreux type de tumeurs. Un VHH bivalent et 

monospécifique (2 VHHs fusionnés ciblant le même antigène) ciblant la protéine 

EGFR a été généré par phage display et inhibe la croissance des tumeurs dans un 

modèle in vivo (Roovers et al., 2011). Une autre étude a montré que des VHHs 

seraient efficaces pour réduire l’activité de l’anhydrase carbonique, une enzyme 

impliquée dans la survie des cellules tumorales en conditions hypoxiques. La 

réduction de l’activité de cette enzyme se traduit par une diminution de la survie des 

cellules cancéreuses (Araste et al., 2014). 

Les VHHs sont majoritairement utilisés comme protéine cargo pour permettre le 

transport et la livraison d’un composé ou d’une drogue vers sa cible spécifique. 

Différentes études ont notamment montré qu’il était possible de réduire la 

croissance tumorale dans un modèle in vivo en utilisant un VHH ciblant la protéine 

oncogène CEA (pour « carcino embryonic antigen ») fusionnée à une β-lactamase, 

permettant l’activation ciblée de la drogue administrée par la suite (Cortez-

Retamozo et al., 2004). Behdani et ses collaborateurs ont développé un VHH dirigé 

contre la protéine VEGFR2, surexprimée dans les tumeurs, avec l’exotoxine A (eA), 

qui est un inhibiteur de la traduction. Ils ont pu montrer que cette construction VHH-

eA cible de manière spécifique la protéine VEGFR2 et inhibe la prolifération du 

modèle cellulaire étudié (Behdani et al., 2013). 

L’utilisation des nanoparticules est maintenant devenue une des stratégies les plus 

importantes dans le domaine de la cancérologie. Les nanoparticules permettent 

d’encapsuler le principe d’intérêt dans une particule sphérique qui peut être 

composée de liposomes, micelles ou polymères organiques et inorganiques. Ces 

particules sont ensuite délivrées à la population cellulaire ciblée. Les nanoparticules 

protègent ainsi la drogue contre sa dégradation, ou peuvent permettre de la 
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maintenir soluble. L’encapsidation de la drogue permet également de limiter sa 

toxicité et ainsi de réduire certains effets indésirables. Aujourd’hui, les VHHs sont 

utilisés dans ces systèmes comme protéines cargo pour transporter ces 

nanoparticules aux cellules tumorales ciblées, afin de libérer spécifiquement la 

drogue (Hu et al., 2017). Un groupe de recherche a par ailleurs développé un VHH 

spécifique de EGFR associé à des nanoparticules liposomales contenant un inhibiteur 

de IGF-1R (pour « insulin-like growth factor 1 receptor »). IGF-1R est étroitement 

associé à la cascade de signalisation induite par EGFR dans le mécanisme de 

résistance tumorale (van der Veeken et al., 2009). De manière intéressante, la 

nanoparticule résultante permet d’inhiber de façon combinée l’activité de EGFR par 

le VHH et de IGF-1R par l’inhibiteur. Une forte réduction de la croissance tumorale 

est également observée dans les modèles cellulaires et in vivo, ce qui prouve la 

robustesse de ce type de système (van der Meel et al., 2013, 2012). 

ii. Les VHHs dans les maladies neurodégénératives 

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer ou la maladie de 

Parkinson sont caractérisées par la formation et l’accumulation d’agrégats 

protéiques dans le cerveau. Comme nous avons pu le voir précédemment, les VHHs 

sont de formidables outils pour étudier les mécanismes qui régissent l’agrégation de 

ces protéines. Nous allons à présent voir que ces VHHs ont également un potentiel 

important dans le traitement et le diagnostic de ces maladies. 

La barrière hémato-encéphalique  

La barrière hémato-encéphalique (BHE) correspond à l’interface entre le système 

nerveux central (SNC) et la circulation périphérique sanguine et permet de réguler le 

transport des molécules entre ces deux systèmes. Elle est composée de trois types 

cellulaires : les cellules endothéliales formant la paroi interne des vaisseaux sanguins, 

les péricytes qui sont des cellules musculaires lisses pouvant contrôler le diamètre 

des vaisseaux et enfin les astrocytes qui sont des cellules gliales du SNC et qui font le 

lien entre la communication sanguine et neuronale (Daneman and Prat, 2015). Grâce 

à ses propriétés uniques, la BHE permet de protéger le SNC contre l’intrusion de 

toxines et divers pathogènes.  
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Néanmoins, cette protection représente également un défi majeur pour le 

traitement des maladies neurodégénératives, car les molécules thérapeutiques 

utilisées comme les anticorps doivent également être capables de traverser la BHE 

pour exercer leur activité. En conditions physiologiques, seulement 0,1% des 

anticorps traversent la BHE. Toutefois, le pourcentage d’anticorps retrouvé dans le 

liquide céphalo rachidien (LCR) est plus important pour les patients atteints par 

certaines maladies neurodégénératives dont la maladie d’Alzheimer, suggérant que 

la BHE est altérée en conditions pathologiques (Bowman et al., 2007). 

Les VHHs et la BHE  

Afin de proposer des solutions immunothérapeutiques efficaces, des efforts sont 

réalisés pour améliorer la capacité des anticorps conventionnels à traverser la BHE. 

Une des solutions alternatives est d’utiliser des VHHs qui, de par leur petite taille et 

leur modularité, sont facilement optimisés pour traverser la BHE et exercer 

directement leur activité biologique ou servir de protéines cargo. 

En 2002, Muruganandam et ses collaborateurs ont développé une méthode de 

phage display permettant la sélection directe de VHHs capables de traverser la BHE. 

Les phages provenant d’une banque synthétique de VHHs sont directement 

appliqués sur un modèle de cellules endothéliales. Les cellules sont par la suite 

lysées pour récupérer les phages internalisés qui sont déposés sur un modèle de BHE 

in vitro. Les phages dans le milieu sont récupérés et les VHHs correspondants sont 

identifiés par séquençage. Cette méthode a permis à l’équipe de sélectionner deux 

VHHs appelés FC5 et FC44 pour leur capacité à traverser la BHE in vitro mais 

également dans des modèles in vivo (Muruganandam et al., 2002). Cette méthode 

constitue un moyen efficace de sélectionner des VHHs faisant office de protéines 

cargo pour transporter d’autres composés dans le SNC. Par la suite, cette même 

équipe a exploré les mécanismes cellulaires qui régissent la capacité du VHH FC5 à 

traverser la BHE. Les études in vitro ont montré que le transport de FC5 se ferait par 

un mécanisme d’endocytose actif clathrine-dépendant (Abulrob et al., 2005). 

Différents VHHs ont également montré leur capacité à traverser la BHE de manière 

intrinsèque. En 2011, Rutgers et ses collaborateurs ont montré que le VHH ni3A , 

spécifique du peptide Aβ, est capable de traverser la BHE en conditions in vitro et in 
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vivo (Rutgers et al., 2011). En 2016, Li et ses collaborateurs ont sélectionné un VHH 

dirigé contre la protéine acide fibrillaire gliale (« glial fibrillary acidic protein » ou 

GFAP), spécifique des astrocytes. Ils ont réalisé différentes constructions incluant le 

VHH seul, avec ou sans étiquette à caractère acide ou basique, fusionné à une 

protéine de fluorescence verte (« green fluorescent protein » ou GFP) ou sous forme 

de diabody. De manière intéressante, les constructions protéiques capables de 

traverser la BHE et de marquer de manière spécifique les astrocytes ont toutes un 

point isoélectrique basique supérieur à 9. De plus, le passage de la BHE par les VHHs 

n’est pas dépendant de la température suggérant un mécanisme passif d’endocytose 

(Li et al., 2016a). 

Les VHHs comme outils diagnostique et thérapeutique 

Les VHHs représentent des outils intéressants dans l’étude des maladies 

neurodégénératives. Comme nous l’avons vu précédemment, différents VHHs ont 

été utilisés pour étudier les mécanismes d’agrégation de l’α-synucléine et du peptide 

Aβ de manière in vitro. Mais d’autres VHHs ont également été générés pour étudier 

certains mécanismes dans des modèles in vivo. En 2015, Dorresteijn et ses 

collaborateurs ont développé des VHHs dirigés contre la β-sécrétase BACE1, 

responsable du clivage protéolytique de l’APP et de la formation par la suite du 

peptide Aβ (Figure 6). Certains VHHs ont été sélectionnés pour leur effet inhibiteur 

de l’activité enzymatique de BACE1 en conditions in vitro et ont été injectés dans un 

modèle de souris développant une pathologie Aβ. L’injection du VHH conduit à une 

réduction significative de la proportion d’Aβ dans le plasma ainsi que dans le cerveau 

(Dorresteijn et al., 2015).  

 

A notre connaissance, un seul VHH dirigé contre Tau a été décrit dans la littérature. 

Ce VHH a été développé en 2016 par Li et ses collaborateurs. Il a été généré en 

immunisant un alpaga avec des PHFs purifiés à partir d’extraits de cerveaux de 

patients atteints de la MA et reconnait spécifiquement un épitope phosphorylé dans 

le domaine C-ter de Tau. De manière intéressante, ce VHH appelé A2 marque de 

façon spécifique les NFTs dans un modèle de souris développant une tauopathie de 

la même façon que l’anticorps AT8, utilisé en routine pour les analyses de coupes de 
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cerveaux par immunomarquage (Figure 8). Plus encore, A2 détecte spécifiquement 

les NFTs dans des expériences en temps réel d’imagerie in vivo (Li et al., 2016b). Des 

résultats similaires ont également été obtenus à partir d’un VHH dirigé contre Aβ (Li 

et al., 2016b). 

 

Figure 32 : Révélation par immunomarquage des NFTs retrouvés sur des coupes de cerveaux de patients 

Alzheimer (a) et de souris transgéniques Tg4510 (b) en utilisant l’anticorps AT8, reconnaissant un épitope 

doublement phosphorylé de Tau (pS202 pT205) et le VHH A2, reconnaissant un épitope phosphorylé en 

position C-terminale. c : Double marquage AT8/A2 et révélation par immunofluorescence de coupes de souris 

transgéniques Tg4510 montrant une forte colocalisation des deux anticorps (Li et al., 2016b). 

 

Les marqueurs développés aujourd’hui pour suivre la pathologie Aβ et Tau dans la 

MA par imagerie reposent sur l’utilisation de traceurs PET (pour « Positron-emission 

tomography») (Clark et al., 2011; Kimura et al., 2015; Maruyama et al., 2013). 

Néanmoins, certains traceurs PET et notamment ceux développés pour suivre la 

pathologie Tau ne sont pas encore d’une sensibilité et spécificité optimale. De plus, 

le coût d’utilisation de ces traceurs est extrêmement élevé. Ces résultats ouvrent la 

voie vers une utilisation diagnostique de ces VHHs qui pourrait permettre, à moindre 

coût, de mieux suivre le développement et la progression des NFTs et des plaques Aβ 

chez les patients atteints de la MA ainsi que des autres tauopathies dans le futur. 
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Comme nous avons pu le voir, Tau est une protéine intrinsèquement désordonnée et 

multifonctionnelle car impliquée dans un grand nombre de fonctions biologiques. 

Tau est également observée dans de nombreuses maladies neurodégénératives 

regroupées sous le nom de tauopathies et caractérisées par l’accumulation 

d’agrégats de cette protéine dans les neurones. De plus, l’évolution de ces agrégats 

corrèle avec l’évolution du déclin cognitif pour certaines de ces tauopathies 

Malheureusement, il n’existe actuellement aucun traitement efficace pour lutter 

contre ces maladies. 

De nombreuses études ont été réalisées pour tenter de comprendre le processus 

d’agrégation de Tau dans de nombreux modèles. Bien que des progrès aient été 

réalisés dans la compréhension de ce processus, de nombreux points restent obscurs 

et, à ce jour, le mécanisme régissant la formation de ces agrégats reste inconnu.  

De nombreux travaux ont été réalisés dans différents modèles pour tenter de 

réduire la formation des agrégats de Tau et une des approches qui semble avoir eu le 

plus de succès dans cette entreprise est l’utilisation d’anticorps spécifiques dirigés 

contre cette protéine. Des essais par immunothérapie ont en effet été réalisés dans 

des modèles de souris transgéniques et ont montré des effets bénéfiques. 

Aujourd’hui, plusieurs essais cliniques sont en cours dans l’espoir de proposer les 

premiers traitements efficaces pour lutter contre ces maladies. Toutefois, l’étude 

des mécanismes d’agrégation de Tau et de la propagation de la pathologie au sein du 

cerveau des patients reste essentielle afin de proposer de nouvelles solutions 

thérapeutiques dans le futur. 

Les anticorps à domaine unique, également appelés VHHs, représentent une très 

bonne alternative aux anticorps conventionnels pour étudier les mécanismes 

d’agrégation des protéines amyloïdes mais également en tant qu’outil diagnostique 

et thérapeutique. Leur petite taille et leur stabilité leur confèrent des propriétés 

biochimiques intéressantes pour leur utilisation dans différentes expériences in vitro 

et in vivo. Ils sont facilement modifiables en utilisant la biologie moléculaire pour 

leur ajouter de nouvelles propriétés, telles que la capacité de franchir la BHE, de 

pénétrer à l’intérieur des cellules ou d’améliorer leurs propriétés de spécificité et 

d’affinité par rapport à leur antigène cible. Récemment, des VHHs ont même 
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démontré leur potentiel en tant qu‘outil de diagnostic dans des expériences in vivo 

pour cibler les plaques Aβ et la Tau hyperphosphorylée retrouvée dans les NFTs. 

C’est dans ce contexte que nous avons décidé de générer, sélectionner et 

caractériser des VHHs dirigés contre différentes formes de la protéine Tau. Ceci 

toujours dans le but de comprendre les mécanismes régissant son agrégation, sa 

propagation entre cellules, et enfin identifier certains VHHs qui pourraient avoir un 

intérêt thérapeutique ou diagnostique.  

En collaboration avec Hybrigenics services, des VHHs dirigés contre la protéine Tau 

recombinante non modifiée, phosphorylée in vitro et agrégée par de l’héparine ont 

été obtenus. Les VHHs ont été produits in vitro et les interactions Tau-VHHs ont été 

caractérisées par RMN pour déterminer l’épitope et par SPR pour évaluer l’affinité. 

Par la suite, les VHHs ont été testés dans un test d’agrégation de Tau in vitro et 

sélectionnés pour leur capacité à interférer avec son agrégation. Suite à ces premiers 

tests et toujours en collaboration avec Hybrigenics service, certains de ces VHHs ont 

été optimisés pour améliorer leur affinité pour Tau ou pour permettre leur 

expression intracellulaire. Enfin, les VHHs « anti-agrégants » ont ensuite été 

exprimés dans un modèle cellulaire d’agrégation de Tau et dans un modèle de souris 

transgénique afin de confirmer leur effet dans des modèles d’une complexité 

supérieure. 
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I. Caractérisation biochimique des interactions 

VHH-Tau 

 

Préambule : génération des VHHs dirigés contre différentes espèces de Tau 

Au départ du projet, des VHHs dirigés contre les différentes formes de Tau ont été 

générés en collaboration avec la société Hybrigenics services. Cette entreprise a 

récemment participé à la génération d’une banque synthétique de VHHs humanisés 

codants pour plus de 3 milliards de VHHs différents. Cette banque a été 

principalement développée par le Dr. Frank Perez de l’instut Curie à Paris et le Dr. 

Aurélien Olichon à l’université de Toulouse III (Moutel et al., 2016).  

 

15 VHHs dirigés contre la protéine Tau 2N4R recombinante ont été obtenus. Suivi à 

une date ultérieure par les VHHs C3-1, G1-1, E4 et E6 (septembre 2017). Un second 

criblage de la bibliothèque de phages contre de la protéine Tau phosphorylée in vitro 

par de l’extrait de cerveau de rat (Tau-P) s’est également révélé positif et a permis la 

sélection de 11 clones additionnels. Une contre-sélection a été effectuée de telle 

sorte que ces clones ne reconnaissent pas la protéine non-phosphorylée. Enfin nous 

avons ensuite réalisé au laboratoire une agrégation in vitro de la protéine Tau 

préalablement biotinylée et en présence d’héparine. La protéine Tau agrégée a par 

la suite été utilisée pour un criblage qui a permis la sélection d’un unique clone 

positif, que nous n’avons pas encore étudié. Leur capacité à reconnaître la protéine 

Tau a été validée en première étape par la technique d’ELISA. Les différents clones 

ont été par la suite insérés dans un vecteur pHEN2 permettant l’expression 

périplasmique du VHH en fusion avec une étiquette histidine et trois étiquettes c-

Myc. Nous avons validé la capacité d’exprimer ces clones sous forme de protéine 

recombinante dans une souche d’expression bactérienne E. coli (BL21 DE3) pour une 

production périplasmique.  
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A. Identification des épitopes de Tau reconnus par les VHHs 

i. Identification des épitopes de chaque VHH dirigé contre Tau 

2N4R non modifiée par expérience de RMN 2D HSQC 

Une analyse de séquence révèle une famille de VHH  

La capacité des VHHs à reconnaitre leur antigène est déterminée par leur CDRs. Nous 

avons donc procédé à une première analyse de ces VHHs en réalisant un alignement 

de séquence des 19 clones obtenus par le crible (Figure 33). Suite à cet alignement, 

nous avons noté que les VHHs possèdent tous des CDR1 et CDR2 différents mais de 

mêmes tailles, à l’exception du VHH E4 qui lui possède un résidu de moins dans son 

CDR2. De manière intéressante, les VHHs B10-2, C9-2, D4-2, E12-1, F8-2 et H4-2 

possèdent strictement le même CDR3. Ceci suggère que l’épitope de Tau reconnu 

par ces VHHs leur soit commun (Figure 33) (De Genst et al., 2005). 

 

 

Figure 33 : Alignement des séquences des 19 VHHs dirigés contre la protéine Tau 2N4R non modifée. Les FRs 

sont représentés en verts, les CDR1 en rose, les CDR2 en bleu et les CDR3 en rouge. Les VHHs B10-2, C9-2, D4-2, 

E12-1, F8-2 et H4-2 possèdent strictement le même CDR3. 
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Les expériences de RMN 2D HSQC révèlent différents épitopes  

Comme nous l’avons mentionné précédemment, la RMN est une technique de choix 

pour l’étude des interactions protéiques et plus particulièrement l’expérience de 1H, 

15N HSQC, qui est souvent utilisée pour identifier les sites d’interaction entre deux 

partenaires. Un spectre 1H, 15N HSQC d’une protéine permet d’obtenir une 

cartographie de celle-ci dans laquelle chaque fonction amide de la chaine peptidique 

de l’ensemble de ses résidus est identifiée par une résonnance (avec une valeur de 

déplacement chimique et une intensité). L’interaction de cette protéine avec une 

autre non marquée modifie l’environnement des acides aminés impliqués dans 

l’interaction se traduisant par une perturbation des valeurs de déplacements 

chimique et/ou une perte d’intensité des résonances correspondantes. Ainsi, il est 

possible de déterminer le site d’interaction d’une protéine avec une autre.  

 

Afin de déterminer les différents sites d’interactions de chaque VHH dirigé contre 

Tau, la protéine Tau 2N4R recombinante marquée à l’azote 15N a été mélangée avec 

chaque VHH non marqué et à un rapport équimolaire (ratio 1 : 1) dans un tube pour 

analyse RMN. L’analyse des déplacements chimiques a permis de déterminer le site 

d’interaction  pour chaque VHH de manière relativement précise. Par exemple, si on 

analyse l’interaction Tau/VHH A5-2, on observe une disparition des résonances qui 

correspondent principalement à des résidus localisés au niveau de la région répétée 

R4 de Tau (Figure 34a,b). Il est également possible de localiser plus précisément 

l’interaction en réalisant un graphe correspondant au rapport des intensités des 

résonances du spectre de Tau en interaction avec le VHH (I) sur les intensités du 

spectre de Tau contrôle (I0). Ainsi, on peut observer la région totale qui est affectée 

par l’interaction avec A5-2 et qui correspond à plus de trente résidus de la région 

répétée R4 (Figure 34c). A partir de ces données, on peut en conclure que le VHH A5-

2 reconnait et interagit principalement avec la région répétée R4 de Tau.  
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Figure 34 : a : Superposition des spectres RMN de 2D HSQC 1H, 15N de la protéine 15N Tau 2N4R (en rouge) et de 

la protéine 15N Tau 2N4R en interaction avec le VHH A5-2 (bleu). b : Agrandissement des régions des spectres 

superposés montrant la disparition des résonnances associées aux acides aminés de Tau impliqués dans 

l’interaction avec A5-2. c : Ratio des intensités (I/I0) correspondant aux résonnances associées à chaque résidu 

de Tau du spectre Tau + A5-2 (I) avec le spectre Tau contrôle (I0). La double flèche rouge indique la région de 

Tau en interaction avec A5-2. 

 

Nous avons ainsi pu déterminer par RMN l’épitope de 15 VHHs sur les 19 obtenus 

par le crible (Figure 35). On observe notamment la présence d’épitope commun à 

certains VHHs possédant des CDR3 différents. C’est le cas pour G1-1 et A5-2 qui 

reconnaissent tous deux la région répétée R4, et pour H3-2, E2-2 et E4 qui 

reconnaissent le domaine C-ter de Tau (Figure 35). Les résultats obtenus par analyse 

des séquences sont également confirmés par les données RMN, puisque les 6 VHHs 
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ayant le même CDR3 reconnaissent strictement le même épitope localisé dans le 

domaine C-ter de Tau (Figure 35).  

 

Figure 35 : Vue d’ensemble des différents épitopes de Tau reconnus par les VHHs. Le tableau révèle la région 

maximale contenant les épitopes de chaque VHH obtenus par RMN. Les VHHs partageants le même CDR3 sont 

annotés en violet. 

Affinage des épitopes en utilisant des fragments de Tau 

En revanche, pour les VHHs B1-1 et E4-1, il fut plus difficile de déterminer l’épitope 

avec précision. Les profils d’intensités des résonnances indiquent que plusieurs 

régions semblent affectées par l’interaction avec les VHHs. Le VHH B1-1 semble 

interagir au niveau du PRD mais on observe également une disparition de 

résonnances qui correspondent aux premiers résidus du domaine répété R3 (Figure 

36a). En ce qui concerne le VHH E4-1, une baisse d’intensité des résonnances est 



96 
 

observée pour les deux régions constituants le cœur des PHFs, localisées au niveau 

des régions répétées R2 et R3 (Figure 36b).  

Pour lever l’ambiguïté, nous avons réalisé les mêmes expériences mais en utilisant 

des fragments de la protéine Tau comme partenaire d’interaction. Le fait que Tau 

soit une protéine intrinsèquement désordonnée lui confère certains avantages pour 

les analyses en RMN. En effet, il est possible de produire de façon recombinante 

uniquement certains des domaines de Tau et ainsi faciliter l’analyse des spectres. 

Nous avons donc réalisé des expériences de 2D HSQC avec les fragments 15N F208-

324 (appelé F3), F245-368 (correspond au MTBD) en interaction avec les VHHs B1-1 

et E4-1 respectivement. L’analyse des profils d’intensité des résonnances montre 

cette fois-ci la disparition d’une seule région spécifique correspondant au site 

d’interaction pour B1-1, localisée au niveau du PRD de Tau (Figure 36c). En revanche, 

pour le E4-1, on observe toujours la disparition des deux régions au niveau des sous 

domaines R2 et R3 incluant les PHF6* et PHF6 (Figure 36d).  

 

Figure 36 : Ratio des intensités (I/I0) correspondant aux résonnances associées à chaque résidu de Tau du 

spectre Tau + B1-1 (I) avec le spectre Tau contrôle (I0) (a), du spectre Tau + E4-1 avec le spectre Tau contrôle (b), 

du spectre du fragment F208-324 (F3) + B1-1 avec le spectre du fragment F208-324 (F3) contrôle (c) et du 

spectre du fragment F245-368 (RD) + E4-1 avec le spectre du fragment F245-368 (RD) contrôle (d). La double 

flèche rouge montre la région de Tau en interaction avec chaque VHH. 

 

La RMN s’est révélée efficace pour déterminer le site d’interaction de Tau avec les 

VHHs. Nous avons ainsi déterminé les épitopes de 15 VHHs, qui reconnaissent des 
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régions localisées au niveau du PRD, du MTBD et du domaine C-ter de Tau (Figure 

35). Nous n’avons pas obtenu de VHH dirigé contre le domaine N-ter de Tau, qui 

correspond à la partie acide de la protéine. L’interaction de Tau avec les VHHs 

semble parfois affecter l’environnement chimique de certains résidus localisés au 

niveau des sous domaine R2 et R3 et qui ne font pas partie du domaine d’interaction. 

C’est notamment le cas pour le VHH B1-1, mais cela a également été observé pour 

les VHHs C3-2, G1-1, H3-2, E4, D4-2, B10-2, H4-2 et E12-1. Dans ces sous domaines 

sont retrouvés les PHF6* et PHF6. Ces motifs ont notamment été décrits comme 

pouvant former des structures secondaires de type brin β en solution (Mukrasch et 

al., 2009). Il est possible que l’interaction de Tau entière avec le VHH puisse favoriser 

ces repliements locaux qui se traduisent par une disparition des résonnances 

correspondantes sur les spectres.  

ii. Identification de l’épitope du VHH E5-1 dirigé contre Tau 

phosphorylée in vitro par de l’extrait de cerveau de rat 

Comme nous avons pu le voir dans l’introduction, la phosphorylation de Tau joue un 

rôle essentiel dans la régulation de la polymérisation des microtubules. Dans les 

tauopathies, la phosphorylation anormale de Tau pourrait jouer un rôle important 

dans son agrégation (Alonso et al., 2001; Despres et al., 2017). Elle est également 

largement étudiée par le biais d’anticorps spécifiques de certains épitopes 

phosphorylés pour détecter les NFTs dans les études précliniques et pour réaliser les 

diagnostics post-mortem (Braak et al., 2006; Saito et al., 2004). Nous avons donc 

décidé de générer également des VHHs spécifiques de sites phosphorylés de Tau.  

Nous avons obtenu 11 VHHs dirigés spécifiquement contre la protéine Tau 

phosphorylée. L’analyse par alignement multiple de séquences montre que les VHHs 

diffèrent tous au niveau de leurs CDRs.  

Nous avons produit la protéine Tau 2N4R marquée 15N que nous avons par la suite 

phosphorylée in vitro (Tau-P). La caractérisation des résidus phosphorylés par 

l’extrait de cerveau de rat a été réalisée au laboratoire auparavant (Qi et al., 2016). 

Environ une vingtaine de résidus sont retrouvés phosphorylés par l’extrait de 

cerveau de rat. Les résonnances correspondantes sont déplacées à gauche (à bas 

champs) sur le spectre (Figure 37a). On retrouve notamment de nombreux épitopes 
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phosphorylés dans la MA et reconnus par des anticorps utilisés régulièrement dans 

des études d’immunomarquages tels que AT8 (pS202, pT205 et pS208), AT180 

(pT231, pS235) et PHF1 (pS396, pS404) (Figure 37b) (Hanger et al., 2009; Qi et al., 

2016). 

 

 

Figure 37 : a : Spectre de 2D HSQC 1H, 15N de la protéine 15N Tau 2N4R phosphorylée par de l’extrait de cerveau 

de rat. Le carré rouge correspond à la position des résidus phosphorylés sur le spectre. La phosphorylation des 

résidus induit en effet un déplacement des résonnances, comparé aux résidus non phosphorylés, sur la gauche 

du spectre. b : Agrandissement du spectre présentant les résonnances associées aux résidus phosphorylés qui 

sont annotées avec le résidu phosphorylé correspondant dans la séquence. 

 

Nous avons mélangé de la protéine Tau-P recombinante marquée 15N dans un tube 

de RMN avec un premier VHH appelé E5-1 non marqué et à un rapport équimolaire 

pour chaque. Après superposition des spectres RMN, on peut observer une 

différence de déplacement chimique des résidus phosphorylés entre le spectre de 

Tau contrôle et le spectre de Tau en interaction avec E5-1. Les groupements 

phosphates sont sensibles à d’infimes variations de pH car les pKa des résidus sérine 

et thréonine phosphorylés sont proches du pH de l’expérience et c’est pourquoi les 

résidus phosphorylés ne sont pas toujours complètement superposés sur le spectre 

(Figure 38a). Cela ne nous empêche pas d’observer la disparition spécifique de deux 

résidus phosphorylés qui sont la phospho-sérine 46 (pS46) et la phospho-thréonine 

50 (pT50) (Figure 38a). Ces données sont également confirmées par analyse des 

profils d’intensité des résonnances qui valident l’identification de pS46–pT50 comme 

l’épitope reconnu par E5-1 (Figure 38b). Ces deux sites de phosphorylation ont été 
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identifiés dans des cerveaux de patients Alzheimer (Noble et al., 2013), mais aucun 

anticorps dirigé contre cet épitope n’a encore été décrit. 

 

 

 

Figure 38 : a : Superposition des spectres RMN de 2D HSQC 1H, 15N de la protéine 15N Tau 2N4R phosphorylée 

(en rouge) et de la protéine 15N Tau 2N4R phosphorylée en interaction avec le VHH E5-1 (bleu). Les cercles 

noirs sur le spectre représentent la disparition des résidus impliqués dans l’interaction. b : Profil des intensités 

pour chaque résonnance correspondant aux résidus phosphorylés de Tau pour les deux spectres. 

 

Ces résultats démontrent qu’il est également possible de déterminer les épitopes 

des VHHs anti Tau-P par RMN 2D HSQC. Le développement et la caractérisation des 

VHHs dirigés contre des épitopes phosphorylés de Tau représentent un potentiel 

important en termes de diagnostique. Moins couteux à produire, les VHHs 

pourraient être une bonne alternative aux anticorps pour les analyses réalisées par 

immunohistochimie (Li et al., 2016b), mais pourrait également permettre de 
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déterminer de nouveaux épitopes phosphorylés plus spécifiques à chaque 

tauopathie. 

 

De nombreux travaux restent à réaliser pour caractériser ces VHHs anti-Tau-P. 

Toutefois, au cours de ma thèse, nous nous sommes principalement concentrés sur 

l’étude des VHHs dirigés contre la protéine Tau 2N4R non modifiée. Les résultats qui 

vont suivre portent maintenant exclusivement sur la caractérisation de ces VHHs.  

B. Détermination des affinités VHHs/Tau 

Une fois les épitopes identifiés par RMN, nous avons par la suite déterminé les 

affinités des interactions entre Tau 2N4R et chaque VHH. Cette affinité se traduit par 

la valeur de la constante d’équilibre également appelé KD. Le KD correspond à la 

force de l’interaction entre deux partenaires moléculaires. Plus l’interaction est forte, 

plus le KD est faible. Le KD est un paramètre très souvent déterminé car il permet de 

comprendre la régulation des systèmes biologiques et d’estimer le potentiel 

thérapeutique de molécules dans les études cliniques. 

 Au sein du laboratoire, nous avons à notre disposition un large panel de techniques 

nous permettant d’évaluer l’affinité de l’interaction entre Tau et les VHHs, telles que 

la spectroscopie de fluorescence, la calorimétrie de titration isotherme et la 

résonance plasmonique de surface.  

Dans un premier temps, nous avons décidé d’utiliser la spectroscopie de 

fluorescence en utilisant les propriétés intrinsèques de la protéine Tau. La protéine 

Tau ne contient pas de résidu tryptophane. Cela constitue une caractéristique 

avantageuse pour réaliser une titration du VHH qui lui, possède des résidus 

tryptophanes au sein de la boucle CDR3 et /ou dans l’environnement proche de la 

boucle (Figure 33). Nous avons été capables par cette méthode de détecter les 

interactions Tau-VHH. Cependant, le système utilisé ne permettait pas d’estimer de 

façon précise les KDs de chaque interaction. Nous avons également essayé d’autres 

méthodes comme la calorimétrie de titration isotherme et la polarisation de 

fluorescence qui se sont malheureusement soldées par un échec. 

Enfin, nous avons réalisé des essais en utilisant la résonnance plasmonique de 

surface (ou SPR pour « Surface Plasmon Resonance »). La SPR est une méthode 
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biophysique permettant de déterminer les affinités régissant l’interaction entre deux 

partenaires moléculaires et qui se base sur le principe de transfert de masse. 

Brièvement, un des partenaires est immobilisé sur une puce. Sur cette même puce, 

un flux passe en continu et contient le second partenaire libre en solution. Les 

changements de masse sur la puce résultant de l’interaction entre les deux 

partenaires sont mesurés et permettent d’enregistrer un sensorgramme. En 

augmentant de façon croissante la quantité de partenaire libre dans le flux, il est 

possible de déterminer les constantes d’association (kon) et de dissociation (koff) du 

complexe et ainsi d’en déduire le KD résultant de l’interaction (Figure 39). 

 

 

Figure 39 : Sensorgramme typique obtenu suite à une mesure d’interaction entre deux partenaires par SPR. t = 

100s : Contact entre la solution de l’analyte dans le flux avec le ligand immobilisé sur la puce. L’augmentation 

du signal correspond à l’association du complexe. t = 320s : La solution contenant l’analyte est remplacée par 

du tampon dans le flux. On peut ainsi observer la dissociation du complexe. Si la concentration de l’analyte 

injectée est connue, il est alors possible d’en déduire les constantes d’association (kon) et de dissociation (koff) 

du complexe et ainsi de déterminer la constante d’équilibre KD par l’équation : KD = koff / kon (Cooper, 2002). 

 

Dans notre cas, nous avons utilisé une puce fonctionnalisée avec de la streptavidine. 

L’idée a été dans un premier temps d’immobiliser la protéine Tau 2N4R 

préalablement biotinylée sur la puce. Cette première étape s’est révélée être 

critique, car une trop forte biotinylation de Tau (huit molécules de biotine pour une 

molécule de Tau) ne nous a pas permis de mesurer les interactions. Après différents 

essais, nous avons préparé une puce contenant Tau2N4R biotinylée (environ trois 

molécules de biotines par molécule de Tau) fonctionnelle. Nous avons utilisé la 
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méthode de « Single Cycle Kinetics » (SCK) qui permet de mesurer sur le même 

sensorgramme les kon et koff pour chaque concentration de VHHs injectée (Figure 40). 

Cette méthode à l’avantage de ne pas avoir à attendre la dissociation complète qui 

résulte de la précédente mesure. Nous avons remarqué que la présence de 

l’étiquette c-Myc pouvait faiblement moduler l’affinité entre les VHHs et la protéine 

Tau. Les paramètres d’affinité pour le VHH A5-2 n’ont pas pu être déterminés avec la 

construction c-Myc (Table 1). Toutefois, la majorité des KD on put être déterminé 

avec ces constructions. De plus, nous avons également observé que les étiquettes c-

Myc améliorent la solubilité des VHHs, et ont par ailleurs été utilisées comme 

épitopes pour réaliser des immunomarquages par la suite. Dans un souci 

d’uniformité des expériences, la caractérisation biochimique des VHHs a donc été 

réalisée avec des constructions c-Myc. 

 

Grâce à cette puce, nous avons pu cribler la majorité des VHHs et ainsi déterminer 

les kon, koff et KD des différents complexes Tau-VHH (Table 1). Pour les différents 

VHHs mesurés, les KD sont compris entre 30 nM et 4,5 μM (Figure 40). Certains de 

ces VHHs, tels que H3-2, E2-2 et C3-1 possèdent une affinité très forte pour Tau, 

tandis que d’autres comme H4-2, D4-2 et E6 ont une affinité beaucoup moins élevée 

et dont le KD se situe au-dessus du μM (Table 2).  
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Figure 40 : Détermination des KD par résonnance plasmonique de surface. Représentation des sensorgrammes 

obtenus pour les VHHs E4-1, E6, C9-2, D4-2, E2-2 et H3-2. Les KD ont été obtenus en utilisant la méthode Single 

Cycle Kinetics (SCK) où le retour à l’équilibre (étape de régénération) après chaque dissociation n’est plus 

nécessaire.  

 

Globalement, les valeurs de KD obtenues sont plus faibles que les affinités 

généralement mesurées pour les VHHs dirigés contre des protéines structurées, qui 

se situent plus souvent dans des valeurs inférieures à la centaine de nM et proches 

du nM (Dumoulin et al., 2002). Toutefois, les VHHs sont généralement plus utilisés 

pour reconnaitre des épitopes de type conformationnel et le mécanisme 

d’interaction n’est pas le même que pour un VHH dirigé contre une protéine 

désordonnée. Les épitopes de Tau reconnus par nos VHHs sont probablement de 
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type linéaire, ce qui peut expliquer les valeurs de KD plus faibles obtenues. De plus, 

les valeurs de KD pour 8 de nos 19 VHHs sont proches de celles obtenues pour le 

VHH NbSyn2 qui reconnait la partie C-terminale de la protéine intrinsèquement 

désordonnée α-synucléine et dont le Kd est compris entre 100 et 260 nM (De Genst 

et al., 2010). 

 

Table 1 : Constantes d’association (kon), de dissociation (koff) et constantes d’équilibre (KD) obtenues par SPR 

pour les différents complexes VHHs/Tau. Les VHHs annotés en violets sont les VHHs qui partagent le même 

CDR3. Les VHHs annotés en rouge sont les VHHs pour les épitopes n’ont pas été déterminés. 

 

On observe également des différences de KD entre les VHHs partageant le même 

CDR3. Par exemple, C9-2 a une affinité 7 fois plus grande pour Tau que H4-2 (Table 

1). Les CDR1 et CDR2 qui sont eux uniques à chaque VHH (Figure 33) pourraient 

jouer un rôle dans leur affinité avec leurs partenaires et pourrait expliquer les 

différences observées. 

C. Optimisation des VHHs 

La caractérisation des affinités par SPR a révélé des KDs supérieurs au μM pour 

certains VHHs, traduisant plutôt une faible affinité pour une interaction antigène-

VHH. Toutefois, il existe des méthodes biomoléculaires permettant d’optimiser leur 

affinité pour leur antigène.  

Hybrigenics service a par ailleurs développé une méthode de mutagénèse aléatoire 

combinée  à un criblage en double hybride permettant la sélection de mutants de 

VHH          kon (1/Ms)             koff (1/s)     KD (nM) SE (nM)

A5-2 23198 0.0065 278 6.7

G1-1 694 0.0028 4089 155.7

B1-1 6586 0.0048 735 26.9

C3-2 13853 0.0038 275 2.3

E4-1 4983 0.0017 345 9.2

E6 2472 0.0059 2407 82.9

H3-2 20664 0.0007 32 1.2

E4 4866 0.0036 731 27.7

E2-2 5500 0.0008 137 4.2

B10-2 19425 0.0358 1845 42.5

C9-2 9839 0.0073 738 12.9

D4-2 956 0.0042 4421 84.1

E12-1 6635 0.0054 819 18.2

H4-2 1455 0.0066 4502 848.8

F8-2 3170 0.0042 1332 31.3

G12-2 5100 0.0030 583 10.2

C3-1 17582 0.0018 100 2.5

E1-2 27462 0.0086 313 6.5

A2-2 23380 0.0030 130 5.6
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VHHs plus affins et qui conservent la reconnaissance du même épitope. Toutefois, 

cette méthode se base sur l’expression intracellulaire des VHHs dans un modèle de 

levure et requiert donc l’utilisation de VHH stable et fonctionnel après expression 

intracellulaire. Certains des VHHs obtenus suite au crible de phage display 

présentent une activité intracellulaire naturelle. C’est le cas pour le VHH F8-2 qui, 

une fois exprimé de manière intracellulaire dans un modèle cellulaire N2A, est 

capable de se fixer à la protéine Tau (Figure 41). 

 

Figure 41 : F8-2 est exprimé et interagit avec Tau dans le modèle cellulaire N2A. Des cellules N2A ont été 

transfectées par un plasmide pMcherry permettant l’expression intracellulaire du VHH F8-2 fusionné à la m-

Cherry ou co-transfectées avec le plasmide pEM15 permettant l’expression de la protéine Tau fusionnée à la 

GFP et son adressage à la membrane plasmique des cellules. Les images ont été réalisées à l’aide d’un 

microscope confocal (grossissement 20X). a : Pour les cellules qui ont été uniquement tranfectées avec le 

plasmide pMcherry, le VHH F8-2 est localisé principalement dans le noyau et un peu dans le cytoplasme. b : En 

revanche, pour les cellules qui ont été co-transfectées avec les deux plasmides, le VHH F8-2 est localisé au 

niveau de la membrane plasmique des cellules tout comme la protéine Tau. Ces résultats suggèrent fortement 

que F8-2 est fonctionnel et interagit avec Tau dans la cellule. 

F8-2 pourrait être un outil efficace pour réaliser des études se basant sur 

l’expression intracellulaire. Toutefois, avec un KD estimé à 1,3 μM (Figure 40), le VHH 

F8-2 ne possède pas une haute affinité pour Tau ce qui peut rendre les études plus 

difficiles. Nous avons donc réalisé en collaboration avec Hybrigenics service, la 

sélection et caractérisation de nouveaux mutants F8-2, reconnaissant le même 

épitope et possédant une meilleure affinité. Pour cela, une banque de mutants a été 

réalisée par mutagénèse aléatoire à partir de la totalité de la séquence codant pour 
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F8-2. Cette banque a par la suite été criblée par double hybride levure et a permis de 

sélectionner quatre clones positifs : les mutants S54L, R111C, C24F G60D et F8-2 

S54L T128A (Figure 42).  

 

 
Figure 42 : Sélections des mutants optimisés par double hybride réalisé par Hybrigenics service. Le contrôle 

négatif utilisé dans l’expérience est F8-2. Les interactions entre Tau et les mutants par double hybride sont 

évaluées par dilution des levures sur milieu sélectif dépourvu d’histidine et contenant des concentrations 

croissantes de 3-aminotriazole (3AT). Le crible double hybride a permis de sélectionner quatre clones positifs. 

 
Les mutations sont localisées dans les domaines FR du VHH excepté pour le mutant 

R111C, où la substitution de l’arginine par la cystéine est localisée dans le CDR3. 

Nous avons également confirmé par RMN l’épitope reconnu qui reste strictement 

identique au VHH F8-2 et qui reconnait l’épitope 369KIETHKLTFRENAKAKT386 localisé 

dans le domaine C-ter de Tau. 

Par la suite, nous avons validé l’optimisation en déterminant les KDs par SPR pour 

trois des quatre mutants obtenus par double hybride. Nous avons de la même 

manière que précédemment utilisé la méthode de SCK qui permet de mesurer sur le 

même sensorgramme les kon et koff pour chaque concentration de VHHs injectés 

(Figure 43). 
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Figure 43 : Détermination des KDs par SPR. Représentation des sensorgrammes obtenus pour les VHHs F8-2 

ainsi que pour les trois mutants. Les KDs ont été obtenus en utilisant la méthode SCK. Tableau représentant les 

constantes d’association (kon), de dissociation (koff) et constantes d’équilibre (KD) obtenues par SPR pour les 

différents complexes F8-2-mutants/Tau.  

 

Nous avons ainsi validé par SPR l’optimisation réalisée à partir de F8-2. Les trois 

mutants présentent une meilleure affinité que le VHH F8-2 avec notamment un KD 

six fois plus faible pour le mutant R111C (Figure 43). Toutefois, il est difficile 

d’associer l’optimisation du KD mesuré par SPR avec le phénotype observé lors du 

double hybride. On aurait pu en effet s’attendre à une meilleure affinité avec le 

double mutant S54L T128A. Les constructions VHHs utilisées dans ces deux 

expériences possèdent probablement des propriétés intrinsèques d’expression et de 

solubilité distinctes, ce qui peut expliquer ces différences. 
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Les résultats obtenus sur l’optimisation du VHH F8-2 ainsi que ses mutants vont faire 

l’objet d’un article qui est actuellement en cours de rédaction. Le mutant R111C sera 

utilisé prochainement dans de nouvelles expériences cellulaires pour étudier les 

mécanismes de propagation de Tau. 

II. Inhibition de l’agrégation de Tau par 

l’utilisation des VHHs 

Suite à notre introduction, nous avons pu voir que la protéine Tau est observée dans 

les tauopathies sous une forme agrégée de type fibrillaire très ordonnée appelé PHF, 

composant eux même les NFTs (J.-P. Brion et al., 1985). Les mécanismes 

d’agrégation de Tau sont méconnus, mais il est aujourd’hui admis que les cœurs des 

PHFs sont principalement composés des régions répétées du MTBD, et que 

l’organisation structurale des PHFs dépend du type d’isoforme et de la tauopathie 

dont elles sont issus (Falcon et al., 2018; Fitzpatrick et al., 2017). De plus, de 

nombreux chercheurs suggèrent aujourd’hui que Tau pourrait également adopter un 

comportement de type prion. Tau pourrait se propager entre les cellules nerveuses, 

recruter la Tau endogène afin d’induire son agrégation, conduisant par la suite à la 

formation de nouvelles NFTs (Mudher et al., 2017). 

Au vue de ces hypothèses, notre but a été de déterminer les effets que pourraient 

avoir ces différents VHHs au regard de leurs épitopes et de leurs affinités sur certains 

mécanismes pathologiques de Tau. Est-il possible de cibler l’agrégation avec un VHH 

dirigé contre le MTBD ? Peut-on bloquer le recrutement intracellulaire de Tau par 

des espèces fibrillaires et ainsi inhiber le phénomène de nucléation ? Peut-on 

bloquer la transmission de différentes formes de Tau pouvant transmettre la 

pathologie entre les cellules et par quels mécanismes ? Nous nous sommes dans un 

premier temps concentrés sur l’agrégation de Tau et l’utilisation des VHHs pour 

interférer avec ce processus.  

A. E4-1, E6 et H3-2 inhibent l’agrégation de Tau in vitro 

Afin d’évaluer le potentiel d’inhibition de l’agrégation de Tau par les VHHs, nous 

avons réalisé des expériences d’agrégation de Tau in vitro, en présence d’héparine et 
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en présence ou absence de VHH. L’héparine que nous avons précédemment décrit 

est un glycosaminoglycane sulfaté présent dans la matrice extracellulaire et 

communément utilisé pour induire l’agrégation de Tau in vitro (Goedert et al., 1996). 

Nous avons réalisé les expériences d’agrégation en présence de la ThT afin de 

pouvoir suivre les cinétiques d’agrégation. Afin de visualiser l’effet des VHHs sur la 

cinétique d’agrégation, différents ratio Tau/VHH ont été réalisés (Figure 41).  

Les VHHs utilisés dans cette expérience sont A5-2, C3-2, B1-1, E4-1, F8-2, B10-2, E6 

et H3-2. Les VHHs E2-2, E4, G1-1, C9-2, H4-2, E12-1, D4-2 qui partagent le même 

épitope que les autres VHHs, ainsi que ceux dont l’épitope n’a pas pu être 

précisément déterminé par RMN n’ont pas été testés. De manière générale, on 

observe un effet plus ou moins marqué de l’ensemble des VHHs testés sur 

l’agrégation de Tau en présence d’une quantité de VHH importante (ratio Tau/VHH 

1 : 1) (Figure 41). Toutefois, à ce même ratio, les VHHs H3-2, E4-1 et E6 ont un effet 

bien plus prononcé et inhibent l’agrégation de Tau, avec une diminution du signal 

d’agrégation à 40% pour E4-1 et à moins de 10% pour E6 et H3-2 après 16h de 

réaction. L’effet le plus important est retrouvé avec le VHH E6. A un ratio de 1 : 0,5, 

le signal d’agrégation n’est qu’à 6% en fin de réaction et n’évolue pas, signifiant qu’il 

n’y a pas de formation de fibres de Tau et donc aucune agrégation (Figure 41). Nous 

nous sommes donc par la suite demandé par quels mécanismes H3-2, E4-1 et E6 

inhibent l’agrégation de Tau ? 
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Figure 44 : Suivi par fluorescence de la ThT de la cinétique d’agrégation in vitro à l’héparine de la protéine Tau 

en absence ou en présence de 8 différents VHHs. Le nom des VHHs utilisés pour chaque expérience est annoté 

au-dessus de chaque graphe. Des ratios de Tau/VHH 1 : 0 (courbe bleu), 1 : 0,25 (courbe verte), 1 / 0,5 (courbe 

mauve) et 1 : 1 (courbe orange) ont été réalisés. La courbe noire correspond au suivi de la cinétique 

d’agrégation de Tau sans héparine. Afin de faciliter l’analyse, l’émission de fluorescence de la ThT est 

présentée en pourcentage et a été normalisée par rapport au contrôle positif (courbe bleu) qui correspond à 

100 % d’agrégation. 
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Une possibilité qu’il faut considérer dans cette expérience in vitro est que l’inhibition 

provient d’une perturbation de l’interaction de Tau avec l’héparine. Cette interaction 

a été étudiée par RMN et révèle que l’héparine se fixe principalement au niveau du 

MTBD et du motif PHF6, mais il a également été décrit que l’héparine se fixe aussi à 

des résidus localisés au début du domaine C-ter de la protéine Tau (Sibille et al., 

2006).  

Pour les VHHs A5-2, C3-2 et B10-2, l’effet sur l’agrégation reste modéré. Ces VHHs 

n’affectent pas fortement l’agrégation probablement en raison de l’épitope qui se 

trouve en dehors du cœur des fibres. Par contre, les VHHs E4-1 et E6 ciblent les 

cœurs d’agrégation de la protéine Tau et pourraient empêcher les interactions 

intermoléculaires de Tau nécessaires à la nucléation. E6 reconnait le motif PHF6. 

Pour E4-1, l’épitope est moins bien défini mais il se lie à l’intersection des sous 

domaines R2 et R3 et semble inclure comme site d’interaction les deux motifs PHF6* 

et PHF6 (Figure 35). E4-1 et E6 pourraient néanmoins aussi gêner l’agrégation de Tau 

par phénomène de compétition avec l’héparine, au niveau des motifs PHFs. Ces deux 

VHHs interviennent à la première étape du processus d’agrégation de Tau, qui est 

l’étape de nucléation en séquestrant la Tau monomérique (Figure 29). En termes 

d’affinité, le temps de résidence sur Tau est normalement plus important, pour E4-1. 

Cependant, nous observons une meilleure inhibition de l’agrégation avec E6. Nous 

n’avons donc pas une corrélation parfaite entre les affinités déterminées et les 

capacités d’inhibition des VHHs. En revanche, l’inhibition de l’agrégation de Tau par 

le VHH H3-2 reste difficile à interpréter. Les VHH H3-2 et B10-2 reconnaissent le 

même épitope au niveau du domaine C-ter. Pourtant la réponse est sensiblement 

différente. Plusieurs hypothèses sont donc à explorer pour pouvoir interpréter cette 

forte inhibition exercée par H3-2 : 

- Le VHH H3-2 cible le domaine C-ter et entrerait en compétition au niveau des 

sites secondaires à l’héparine. Ceci combiné à une forte association et une 

faible dissociation du complexe, entraîne une inhibition importante de 

l’agrégation de Tau. 

- Le VHH H3-2 inhibe l’agrégation de Tau en la maintenant sous une forme 

oligomérique non détectée par émission de fluorescence  la ThT. Pour tester 
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cette hypothèse, il sera nécessaire de réaliser des analyses par microscopie 

électronique. 

 

Cette expérience nous a permis de caractériser trois VHHs capables d’inhiber de 

manière importante l’agrégation de Tau. Nous avons présentés les résultats sous 

forme de crible pour chaque expérience de RMN, SPR et d’agrégation in vitro 

Toutefois, les résultats n’ont pas été obtenus au cours de la même période pour 

chaque VHH. C’est le cas pour les VHHs E6 et H3-2, dont les résultats ont été obtenus 

bien après les résultats obtenus pour le VHH E4-1. C’est pourquoi nous nous sommes 

concentrés par la suite sur l’étude du VHH E4-1. Bien évidemment, les VHH E6 et H3-

2 sont d’intérêts et toujours en cours d’étude au laboratoire. 

B. Inhibition de l’agrégation de Tau par l’utilisation du 

mutant Z70 optimisé et dérivé du VHH E4-1 

Dans cette partie seront décrits les résultats obtenus avec le VHH Z70, un mutant qui 

a été généré à partir du VHH E4-1. Les résultats obtenus au cours de cette étude ont 

fait l’objet d’une demande de dépôt de brevet (IT BIO18023) ainsi que d’un article en 

cours de soumission. Pour éviter une présentation des résultats redondants à 

l’article, nous avons fait le choix de vous présenter un résumé de l’article en français 

suivi par l’article.  

i. Résumé de l’article : 

La protéine neuronale Tau est observée sous une forme agrégée et 

hyperphosphorylée dans le cerveau des patients atteints par la maladie d’Alzheimer 

et par d’autres maladies neurodégénératives communément appelées tauopathies. 

L’évolution et la propagation de ces agrégats de Tau sont étroitement associées au 

déclin cognitif observé chez les patients atteints par la maladie d’Alzheimer. Les 

mécanismes moléculaires déclenchant l’agrégation de Tau en conditions 

pathologiques restent aujourd’hui peu connus, mais le domaine de liaison au 

microtubule comprenant les deux motifs PHF6* 275VQIINK280 et PHF6 306VQIVYK311  a 

été décrit à de nombreuses reprises comme essentiel au processus d’agrégation et 
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de nucléation de Tau.  Dans cette optique, le but de cette étude a été de développer 

et sélectionner des VHHs dirigés contre Tau afin de moduler son agrégation.  

Les épitopes de chaque VHH ont été identifiés par RMN, permettant la sélection du 

VHH E4-1, dirigé contre les sous-domaines R2 et R3 contenants les 2 motifs PHFs. Par 

la suite, ce VHH a été optimisé par mutagénèse aléatoire pour permettre son 

expression intracellulaire. Le VHH Z70 a été obtenu et la conservation de l’épitope a 

été validée par RMN. De manière intéressante, le VHH Z70 présente une affinité plus 

haute pour Tau que le VHH E4-1. Afin de déterminer de manière plus précise 

l’épitope de Z70, une banque de fragments de Tau a été générée puis criblée par 

double hybride. Les résultats ont permis de définir l’épitope minimal du VHH Z70 

correspondant à 305SVQIVYKPV313 qui inclut le motif PHF6 (R3). Le VHH Z70, en 

ciblant ce motif, inhibe de façon plus importante l’agrégation de la protéine Tau que 

le VHH E4-1 dans un système in vitro et bloque le phénomène de nucléation du 

MTBD de Tau dans un modèle cellulaire de « seeding ». Ces travaux démontrent le 

potentiel des VHHs en tant qu’outils thérapeutiques pour traiter les tauopathies. 
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Abstract  

Tau proteins aggregate into filaments in brain cells in Alzheimer’s disease and 

related disorders referred to as tauopathies. Here, we used fragments of camelid 

heavy-chain-only antibodies (VHHs) targeting Tau as immuno-modulators of its 

aggregation. A synthetic phage-display library of VHHs was screened against Tau. 

The epitopes recognized by the selected VHHs were defined using Nuclear Magnetic 

Resonance spectroscopy, allowing the selection of a VHH targeting the microtubule-

binding domain, composing the core of Tau fibrils. This lead VHH was optimized 

using yeast two-hybrid to improve its biochemical properties, resulting in VHH Z70. 

VHH Z70 was more efficient than the lead and fully inhibited in vitro Tau aggregation 

in heparin-induced assays. Finally, expression of VHH Z70 in a cellular model of Tau 

seeding decreased the fluorescence-reported aggregation. VHH Z70, by targeting 

Tau aggregation, provides a new tool to explore strategies of immunotherapy in 

tauopathies.  
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Introduction 

Aggregation of the intrinsically disordered neuronal Tau protein to form fibrilar 

amyloid structures is related to neurodegenerative disorders called tauopathies, including the 

most prevalent, Alzheimer’s disease (AD). AD is characterized by both extracellular amyloid 

deposits made of Aß (amyloid) peptides and intraneuronal neurofibrillary tangles (NFTs) 

formed by Tau protein aggregates (Goedert and Spillantini 2006). Intervention strategies 

based on the Aß hypothesis had, up to date, limited success despite their being the primary 

target of clinical assays (Cummings et al. 2017). In AD, the severity of cognitive decline is 

better correlated with the evolution of neurofibrillary tangles (NFTs) than amyloid deposits 

(Nelson et al. 2012; Schwarz et al. 2016; Wilcock and Esiri 1982). This emphasizes the need 

to pursue other biological hypotheses, including the Tau pathway, in search for disease-

mitigating treatments for AD and the others tauopathies. 

In the pathological context, Tau is the principal component of paired helical filaments (PHFs) 

and straight filaments (SFs), which form the intracellular fibrillar deposits leading to the 

NFTs and ultimately to neurofibrillary degeneration. The longest Tau isoform constituted of 

441-amino acid residues can be divided into 4 domains comprising the N-terminal domain 

(N1-N2), the proline-rich domain (P1-P2), the microtubule-binding domain (MTBD) 

constituted itself of 4 partially repeated regions, R1 to R4, and the C-terminal domain (Fig. 

1C). Two homologous hexapeptides named PHF6* (275VQIINK280) and PHF6 (306VQIVYK311) 

located at the start of R2 and R3 repeat regions (Fig. 1C) of Tau MTBD are nuclei of Tau 

aggregation (von Bergen et al. 2000), PHF6* being the stronger driver of aggregation (Seidler 

et al. 2018). PHF6* and PHF6 peptides spontaneously aggregate in solution contrary to the 

full-length Tau that is a highly soluble protein. Their atomic structures reveal the capacity of 

these segments to form interdigitated steric-zipper interfaces that seed Tau aggregation 

(Sawaya et al. 2007; Seidler et al. 2018). In addition, the first structures of PHF and SF 

coming from Tau fibers isolated from AD’s brain patients were resolved by cryo-electron 

microscopy. The core of these fibrillary structures are composed of the subdomains R3 



117 
 

including the PHF6, R4 and a part of the C-terminal domain (V306-F378) that mainly form a 

β-sheet structure (Fitzpatrick et al. 2017). Although the mechanisms leading to these 

pathological Tau species is not clearly understood, different molecular features have been 

identified as involved in the aggregation process including specific mutations identified in 

frontotemporal dementia (Ghetti et al. 2015), specific pattern(s) of phosphorylation (Despres 

et al. 2017), acetylation (Cohen et al. 2011) and Tau N- and C-terminal truncations 

(Derisbourg et al. 2015; Guillozet-Bongaarts et al. 2007; Novak, Kabat, and Wischik 1993). 

Tau aggregates are toxic at several levels. First, the PHFs disrupt the cellular function upon 

accumulation at the disease late stages. In addition, it has also become clear in recent years 

that extracellular Tau aggregates are taken up in cells, leading to intracellular Tau seeding 

(Clavaguera et al. 2009; Evans et al. 2018; Frost, Jacks, and Diamond 2009; Sanders et al. 

2014). Finally aggregation depletes Tau protein from its physiological function. The neuronal 

Tau protein has been historically described as a cytosolic protein principally localized in 

axons and involved in the regulation of tubulin polymerization and microtubule stability 

(Weingarten et al. 1975). This early view has been amended by studies that revealed the 

multifunctional character of this protein, which is involved in many biological processes, 

showed various sub-localization including the nuclear compartment, extracellular medium 

and dendrites (Hoover et al. 2010; Katsinelos et al. 2018; Sultan et al. 2011; Wang et al. 

2017). In pathological conditions, the formation of Tau aggregates leads to the dysregulation 

of all its relative functions. These new findings generated new hypotheses in the 

understanding of the pathological consequences of Tau aggregation. However, the related 

search for in-depth comprehension of the Tau physiopathology and effective therapies 

remains a challenging task. Advances in the field of neurodegeneration require development 

of new experimental tools that may help to decipher key aspects of tauopathies. 

Here, we used VHHs (Variable Heavy-chain of the Heavy-chain-only antibody), also called 

fragments of camelid heavy-chain-only antibodies, for targeting Tau and preventing its 

aggregation. VHHs are constituted of an unique heavy-chain that corresponds to the variable 

heavy-chain from Camelidae immunoglobulin G (Hamers-Casterman et al. 1993). They can 
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be modified to penetrate into the cytoplasm of cells, or expressed inside the cells, and bind 

specifically to their target epitope (Herce et al. 2017; Li, Bourgeois, et al. 2016). In addition, 

due to their small size, VHHs have been described to cross the blood-brain-barrier more 

easily than classical antibodies. We generated, optimized and characterized a VHH targeted 

against Tau MTBD, obtained by screening from a naive synthetic library. The optimized 

version of this lead VHH inhibits Tau aggregation in vitro and in HEK 293 aggregation-

reporting cellular model, providing a new tool to define the best strategies in Tau 

immunotherapies. 
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Results 

Identification of a synthetic VHH directed against Tau microtubule-binding 

domain 

A synthetic phage-display library of humanized llama single-domain antibody (Moutel et al., 

2016) was screened against a preparation of biotinylated recombinant full-length Tau protein, 

corresponding to its longest isoform (Tau 2N4R, designated as Tau). After validation with 

non-absorbed phage ELISA, 20 clones were selected from the screen for further analysis. We 

used nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy to identify the epitope site recognized 

by each of the validated VHHs, based on resonance perturbation mapping in 1H, 15N HSQC 

spectra of 15N-Tau. Interaction was visualized as a perturbation of resonance that can be a 

modification of the chemical shift value or of the peak intensity when comparing spectra of 

Tau alone in solution or in the presence of a VHH. As most of the resonances from the 1H, 

15N spectrum of Tau have been assigned (Lippens et al. 2006; Mukrasch et al. 2009), each 

perturbation can be linked to a specific amino acid residue in Tau sequence. One VHH, 

named VHH E4-1, affected resonances in Tau spectrum corresponding to residues in the 

MTBD (Fig.1). In the spectrum of Tau in the presence of VHH E4-1, a number of resonances 

are broadened beyond detection compared to the Tau control spectrum (Fig. 1A-B). Intensity 

ratios of corresponding resonances in these two spectra, plotted along the Tau sequence, 

allowed the identification of the Tau MTBD domain as the target of VHH E4-1 interaction 

(Fig. 1C). The epitope mapping was refined using a Tau fragment that corresponded to the 

isolated MTBD. The smaller size of this Tau fragment resulted in less resonance overlap in 

the corresponding Tau[245-368] 1H, 15N spectrum and made identification of the binding site 

easier (Supplementary Fig. 1-2). The affected resonances corresponded to amino acid residues 

located in a stretch expanding from residue V275 to K317 (Supplementary Fig. 2B). VHH 

E4-1 thus bound within the R2-R3 repeats of the MTBD.  
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Fig. 1 VHH E4-1 binds to the MTBD of Tau. A: Overlay of two-dimensional 1H, 15N HSQC spectra of 

Tau (in red) with Tau mixed with non-labelled VHH E4-1 (overlayed in blue) (n=1). B: Spectra 

enlargements showing broadened resonances corresponding to residues implicated in the interaction. C: 

Normalized intensities I/I0 of corresponding resonances in the two-dimensional spectra of Tau with 

equimolar quantity of VHH E4-1 (I) or free in solution (I0) for residues along the Tau sequence. 

Overlapping resonances are not considered (x-axis is not scaled). A red double-arrow indicates the 

region containing the corresponding major broadened resonances, which was mapped to the R2-R3 

repeats in the MTBD. 
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Optimization of lead VHH E4-1 into variant VHH Z70 

An important property of a VHH is its capacity to be produced and to recognize its targets in 

the cytoplasmic environment, inside the cells. However, VHHs might not all be efficient once 

expressed in a cell, due to improper folding and/or poor stability. Indeed, VHH E4-1 proved 

to be a poor binder of Tau when using Yeast 2-Hybrid to test its intracellular binding capacity 

(Tanaka and Rabbitts 2003; Vielemeyer et al. 2010) (Fig. 2A).VHH E4-1 was thus next 

submitted to a round of optimization, using yeast two-hybrid system, to maximize its capacity 

to recognize its target when expressed in a cellular environment. First, we built a cDNA 

mutant library by random mutagenesis, targeting the whole sequence of VHH E4-1 to 

produce a variety of VHH preys (C-terminal Gal4-activation domain fusion) against the Tau 

bait (N-terminal LexA fusion). The library was transformed in yeast and screen by cell-to-cell 

mating to get positive colonies in conditions corresponding to undetected VHH E4-1-Tau 

interaction (Fig. 2A). An optimized mutant, named VHH Z70, was selected, resulting from 4 

mutations G12V, P16S, T81M and W114G located in the framework domains, outside the 

recognition loops or CDR (Fig. 2A-B), suggesting that the epitope recognized by this mutant 

is unaltered. Conservation of the epitope was confirmed by resonance perturbation mapping, 

using labelled MTBD in the same manner as for the lead VHH E4-1 (Supplementary Fig. 3A-

B). Interaction of VHH E4-1 and VHH Z70 with Tau were further characterized using surface 

plasmon resonance spectroscopy (SPR) with biotinylated-Tau immobilized at the surface of a 

streptavidin-functionalized chip. The assay provided the kinetic parameters of the interaction, 

characterized by dissociation constants Kd of 345 nM for VHH E4-1 (Fig. 2C) and of 147 nM 

for mutant VHH Z70 (Fig. 2D). VHH Z70, optimized for intracellular activity, had a better 

affinity for its target than VHH E4-1, the major optimization concerning the association 

constant (kon) (Supplementary Fig. 4). SPR was additionally performed with VHH Z70 

immobilized on the chips. A fusion protein corresponding to a SUMO domain fused at its C-

terminus to a Tau peptide [273-318], corresponding to the identified VHH binding site, was 

injected into the flux. VHH Z70 interacted with the fused peptide with a Kd of 85 nM (Fig. 
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2E, Supplementary Fig. 4), confirming that the region 275 to 317 in Tau sequence was 

sufficient for VHH-Z70 binding. 
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Fig. 2 VHH Z70 is optimized for intracellular activity and has a better affinity for Tau than VHH E4-1. A: Results 

from yeast two-hybrid. A growth test on non-selective medium (left panel, lacking only leucine and tryptophane) 

or on selective medium (right panel, lacking leucine, tryptophane and histidine) was performed with dilutions 1/10, 

1/100, 1/1000 and 1/10000 (top to bottom) of the diploid yeast culture expressing both bait and prey constructs. 

Positive and negative controls of interaction consist respectively in Smad/Smurf interaction (Zhang et al. 2001) 

and Tau alone (empty vector). VHH E4-1 did not interact with Tau in yeast whereas VHH Z70 did. B: Structure of 

the VHHs and sequence alignment between VHH E4-1 and VHH Z70 resulting in 4 mutations in the framework 

domains : G12V, P16S, T81M and W114G. C, D: Sensorgrams (reference subtracted data) of single cycle kinetics 

analysis performed on immobilized biotinylated Tau, with five injections of VHH at 0,125 µM, 0,25 µM, 0,5 µM, 

1 µM, and 2 µM. C of VHH E4-1 and D of VHH Z70 (n=1). Dissociation equilibrium constant Kd were calculated 

from the ratio of off-rate and on-rate kinetic constants koff/kon (Supplementary Fig. 4). E: Sensorgram (reference 

subtracted data) of single-cycle kinetics analysis performed on immobilized VHH Z70 on a CM5 chip, with five 

injections of SUMO-Tau peptide Tau[273-318] (n=1). Tau peptide sequence and, kon, koff and Kd are included in 

the table in Supplementary Fig. 4. Red line corresponds to the fit curve, black line to the measurement. 

 

 



124 
 

Identification of the minimal Tau epitope recognized by VHH Z70 

The binding site identified by NMR for both lead VHH E4-1 and optimized VHH Z70 was 

larger than expected for an epitope, about 40 contiguous amino-acid residues showing strong 

reduction of their resonance intensities (275 to 317). However, the NMR epitope mapping by 

resonance intensity decrease does not allow identification of the residues in a direct 

interaction. The decrease in resonance intensity can result from local immobilization of the 

disordered protein due to the binding, decreasing local tumbling and increasing relaxation. 

Accordingly, the Tau domain involved in the VHH interaction, which contained the PHF6 

and PHF6*, was described as presenting local extended secondary structure (Mukrasch et al. 

2009) and thus represented a relatively rigid stretch that could explain the extended region of 

immobilization upon binding. Alternatively, decrease resonance intensity can be due to 

chemical exchange between bound and unbound states that can result in line broadening, 

depending on the affinity and chemical shift change resulting from the interaction. In this case, 

the observed binding in the repeat region of Tau, given the level of sequence redundancy, 

could correspond to binding to R2 or R3 repeats, even if one is a secondary site of low 

affinity. To lift the ambiguity, and determine the minimal epitope that VHH Z70 can 

recognize, an epitope mapping was performed using yeast 2-hybrid (267.103 tested 

interactions) with a library of Tau fragments as preys (GAL4_activation domain-

Tau_fragments), and VHH Z70 as bait (LexA-VHH fusion). 90 positive clones were selected 

from a small-scale cell-to-cell mating screen. Comparison of the Tau prey fragment sequences 

corresponding to these 90 interactions identified peptide 305SVQIVYKPV313 as the minimal 

recognition sequence of Tau that VHH Z70 can bind (Supplementary Fig. 5). The sequence is 

localized in the R3 repeat of the MTBD domain and contains the PHF6 peptide VQIVYK. 

We next used Tau2N3R isoform, which lacks the R2 repeat and so does not contain the 

PHF6* peptide, to confirm that the R3 repeat, containing the PHF6 peptide, was sufficient for 

the interaction. As observed in the resonance intensity profile, the interaction of VHH Z70 

with Tau2N3R is maintained, and the most affected resonances in the Tau spectrum 

corresponded to the PHF6 residues in the R3 repeats (Supplementary Fig. 6). 
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Inhibition of in vitro Tau aggregation  

VHHs E4-1 and VHH Z70 recognizing Tau peptide PHF6, known to nucleate the aggregation 

and to form the core of Tau fibers, were assayed for their capacity to interfere with Tau in 

vitro aggregation. The assays were carried out with Tau recombinant protein in the presence 

of heparin, using thioflavin T as a dye whose fluorescence is increased in presence of 

aggregates (Fig. 3). Negative and positive controls consisted in Tau without or with heparin, 

respectively. An additional control was performed in the presence of VHH F8-2, a VHH 

issued from the initial phage-library screen, which targeted Tau C-terminal domain 

(Supplementary Fig. 7). At 10µM of Tau, the observed amount of aggregates was maximal 

(defined as 100%) for the positive control after 8 h of incubation at 37°C, while no 

fluorescence change was detected for the negative control (Fig. 3A-C). At equimolar 

concentration of Tau:VHH F8-2, the fluorescence signal reached 91,2 % (± 3.8%), showing 

that VHH F8-2 did not affect the aggregation of Tau (Fig. 3A). In contrast, at a molar ratio of 

1:0.25 Tau:VHH E4-1, the maximal fluorescence signal reached 86,9 % (± 2.4%). 

Additionally, about 3.8h were needed to gain 50% of maximal signal, compare to 2.5h for the 

positive control, showing a slower aggregation kinetic in the presence of VHH E4-1 (Fig. 3B). 

At a 1:1 Tau:VHH E4-1 molar ratio, the fluorescence signal only reached 58.3 % (± 3.9%) 

and more than 12.8h were necessary to gain 50% of maximal signal (Fig. 3B). VHH Z70 had 

an even stronger inhibition effect on the aggregation of Tau than the lead VHH E4-1. At a 1:1 

Tau:VHH Z70 molar ratio, the maximal fluorescence signal barely reached above the 

negative control level, at 4.1 % (± 0.1%) (Fig. 3C). The link between the thioflavin T 

fluorescence measurements in our assays and the formation of Tau aggregates at the end point 

of each aggregation assay was confirmed by Transmission Electron Microscopy (TEM) 

imaging that allowed direct visualization of typical Tau fibers, whether present (Fig. 3D-H). 

Large amounts of fibrils were observed for Tau in the presence of heparin only (Fig. 3E) or in 

the additional presence of VHH F8-2 (Fig. 3F), but shorter filaments with VHH E4-1 (Fig. 3G) 

and practically none with VHH Z70 (Fig. 3H). In conclusion, lead VHH E4-1 and its 
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optimized variant VHH Z70 had both the capacity to inhibit the aggregation of Tau in vitro 

and their relative activity is related to their affinity for Tau. 

 

 

Fig. 3 VHH E4-1 and VHH Z70 inhibit in vitro Tau aggregation. Aggregation of Tau (10 µM) in the absence of 

heparin (black curve), in the presence of heparin and of increasing concentration of A: VHH F8-2 B: VHH E4-1 

and C: VHH Z70 (0, 1, 2,5, 5 and 10 µM) followed by Thioflavin T fluorescence at 490 nm (n=3). Error bars: 

s.e.m, D-H: TEM images at the end point of the aggregation assays. D: in the absence of heparin or E: in the 

presence of heparin and F-H in the presence of heparin and additional presence of F VHH F8-2 G VHH E4-1 H 

VHH Z70 (for Tau/VHH molar ratio of 1 : 1) (n=2).  
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Inhibition of Tau seeding in HEK293 Tau repeat domain (RD) P301S FRET 

Biosensor aggregation reporter cells 

The capacity of VHH E4-1 and VHH Z70 to block the intracellular aggregation in the 

HEK293 Tau RD P301S FRET Biosensor reporter cell line model was next investigated. This 

cell line constitutively expresses Tau RD (MTBD), with a P301S mutation, fused to either 

CFP (Cyan Fluorescent Protein) or YFP (Yellow Fluorescent Protein) that together generate a 

FRET (Forster Resonance Energy Transfer) signal upon MTBD-P301S aggregation (Holmes 

et al. 2014). For cells treated with HEPES buffer only, FRET signal is detected neither by 

confocal microscopy nor by flow cytometry (Fig. 4A-B). The intracellular aggregation of 

MTBD-P301S protein is induced by treating the cells with Tau seeds, the MTBD fragment in 

vitro aggregated in HEPES buffer with heparin associated to liposomes to help cell 

penetration (Holmes et al. 2014), leading to a FRET signal (yellow fluorescence by confocal 

and 16% ± 0.8% FRET- gated positive cells, Fig. 4C-D-E). In addition, mCherry-VHH F8-2 

was transfected and served as negative control since its binding is outside the MTBD 

(Supplementary Fig. 7). Similarly to the previous experiment in the absence of any VHH, 

15.4% ± 1% FRET-gated positive cells were visualized after Tau seeding (Fig. 4E), providing 

a reference for 100% seeding. To evaluate the efficiency of VHHs E4-1 and Z70 to inhibit 

aggregation in this model, plasmids that expressed each VHH fused to mCherry protein were 

transfected one day prior to addition of the Tau seeds (Fig. 4F-G). With a mCherry gate to 

detect FRET signal selectively in mCherry-VHH positive cells, the percentage of FRET 

positive cells transfected by mCherry VHHs E4-1 and Z70 were compared to the cells 

transfected by mCherry VHH F8-2, which did not affect the seeding in cells (Fig 4E). The 

FRET signal reduction for mCherry-VHH E4-1 positive cells was not significant, with a 

percentage of FRET positive cells decreasing to 15.6 ± 0.9%, compare to 18.5 ± 1.3% FRET 

signal for mCherry-VHH F8-2 negative control (15.7% seeding inhibition, Fig. 4H-I-J). 

Conversely, mCherry-VHH Z70 clearly affected the intracellular aggregation of MTBD-

P301S, as the observed FRET signal for the corresponding transfected cells was significantly 

decreased to 10.9 ± 0.7% (41% seeding inhibition, Fig. 4H-I-J)  
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From all that measurements, we concluded that the amount of intracellular aggregates of 

MTBD-P301S Tau was reduced by more than 40% in the presence of the mCherry-VHH Z70, 

showing the efficiency of VHH Z70 to block Tau seeding in this cellular model. The poorer 

seeding inhibition capacity of VHH-E4-1 is likely due to its poor intracellular activity 

compared to VHH Z70 (Fig. 2).  
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Fig. 4 VHH Z70 blocks intracellular aggregation of Tau MTBD in HEK 293 Tau RD P301S FRET Biosensor cells. 

A-D: Analysis of Tau seeding in HEK 293 Tau RD P301S FRET Biosensor cells A by confocal microscopy for 

cells transfected with vehicle (HEPES buffer), B by flow cytometry with a FRET-gate for cells transfected with 

vehicle, C by confocal microscopy for cells transfected with MTBD seeds. Positive cells that have incorporated 

MTBD seeds show yellow dots by corresponding to FRET signal. D by flow cytometry with a FRET-gate for cells 

transfected with MTBD seeds. E Percentage of FRET positive cells determined from FACS data for cells 

transfected as in B, D or transfected with mCherry-VHH F8-2 followed by MTBD seeds (n=3). F-I Analysis of 

Tau seeding in HEK 293 Tau RD P301S FRET Biosensor cells. F-G by confocal microscopy for cells transfected 

with F mCherry-VHH F8-2 or G with mCherry VHH F8-2 followed by MTBD seeds. Cells transfected with 

mCherry-VHH have a red color, FRET is visualized as yellow dots. H-I by flow cytometry with a mCherry FRET 

gate for cells transfected with H mCherry-VHH F8-2 followed by MTBD seeds (n=3) or I mCherry-VHH Z70 

followed by MTBD seeds (n=3). J Percentage of mCherry-gated FRET positive cells, determined from FACS data 

for cells as in H, I or for cells transfected with mCherry-VHH E4-1 followed by MTBD seeds (n=3). A significant 

decrease of FRET signal, reporting a decrease intracellular MTBD aggregation, is observed in the presence of 

VHH Z70. Error bars: s.e.m ***P<0.001, Mann-Whitney U-test. Error bars: s.e.m. 
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Discussion 

Tau immunotherapy is an attractive strategy in tauopathies to bind to and to clear extracellular 

and/or intracellular pathological species of the Tau protein to slow disease progression. 

Indeed, by targeting different Tau epitopes immunotherapy studies showed a reduction of Tau 

pathology and cognitive deficit in different mouse models of tauopathy (Asuni et al. 2007; 

Boutajangout, Quartermain, and Sigurdsson 2010; Troquier et al. 2012). In addition, a passive 

anti-Tau immunotherapy in 3×Tg-AD mice successfully reduced not only Tau pathology, but 

also inhibited Aβ pathology (Dai et al. 2017). In accordance with these encouraging studies, 

different clinical trials are ongoing (Congdon and Sigurdsson 2018).  

The interest of using the VHHs instead of the classical antibodies stand in their easy 

generation, from a synthetic library, involving no animal handling, their selection using 

phage-display, their production in periplasm of bacteria, as well as the multiple possibilities 

offered by modification using protein engineering (Pain, Dumont, and Dumoulin 2015). 

Recently, VHHs showed their potential as diagnostic tools to target NFTs with an affinity and 

specificity very close to antibodies already used for detecting these pathologic features by 

immunochemistry, opening the way for new probes in in vivo imaging experiments (Li, 

Vandesquille, et al. 2016). 

We here demonstrated that it is also possible to consider VHHs as therapeutic tools in 

tauopathies. We succeeded in selecting a VHH targeted to a specific region in a rather large 

protein, in one single screen. Additionally, the properties of this VHH were improved, such 

that the optimized VHH Z70 variant of the lead VHH E4-1 demonstrated better inhibitory 

activity both in in vitro aggregation assays and in a cellular model of seeding. The affinity 

reached the 100nM range and remained an important parameter to optimize as we observed a 

higher anti-aggregation activity for VHH Z70 compared to VHH-E4-1 in the in vitro assay.  

The main interest is that VHH Z70 binds to the PHF6 in the MTBD, while the majority of 

epitopes targeted in clinical trial are located in the N- or C-terminal regions (Congdon and 

Sigurdsson 2018). Recent studies show that targeting N-terminal species could block Tau 

uptake and its transfer between neurons (Nobuhara et al. 2017), and could reduce 
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accumulation of Tau in the brain of mouse model of tauopathy (Spencer et al. 2018). 

Nevertheless, antibodies targeting N- and C-terminal epitopes are probably not able to 

interfere with aggregation and seeding, other crucial aspects of the pathology (Courade et al. 

2018). It is indeed the case for VHH F8-2 that recognized a C-terminal epitope of Tau. Here, 

we demonstrated the interest of targeting the Tau PHF6 motif, which participates to the 

aggregation process (von Bergen et al. 2000) and which is found in the core of Tau fibrils in 

AD (Fitzpatrick et al. 2017). Moreover, a recent study proposes that aggregation of Tau could 

be initiated by the conversion from an inert monomer to a seed-competent monomer, the later 

characterized by an increased accessibility of the PHF motifs (Mirbaha et al. 2018). 

Interestingly, a number of chaperons with Tau anti-aggregation activities, such as Hsc70, 

Hsp60 and DnaJA2, bind to regions overlapping PHF6, and in a weaker manner PHF6*. Thus, 

one major mechanism of the anti-aggregation activities of these chaperons is likely the 

binding of Tau in the PHF region (Mok et al. 2018). Accordingly, blocking the accessibility 

of the PHF motifs could prevent the seeding of Tau, as here confirmed (Fig. 4). VHH Z70 

was indeed able to inhibit efficiently the seeding by blocking the recruitment of the 

intracellular Tau MTBD.  

VHH Z70 will thus be an interesting tool to evaluate whether blocking the intracellular 

aggregation by its production using a viral expression system in murine brain will be 

sufficient to additionally block the process of Tau seeding inside the brain. Another 

interesting feature of a VHH is that, not only can it be expressed intracellularly, but 

additionally functionalized in the form of a heavy-chain antibody (bivalent) to be secreted in 

the extracellular space. Taking advantage of this modularity, two different mechanisms of 

action with both intra- and extracellular Tau targets can be compared to study the contribution 

of Tau seeding and spreading, respectively, to the pathology. These future investigations 

could help to focus the clinical trials on the best strategy for immunotherapy targeting Tau in 

tauopathies.   
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Materials and methods 

Screening and Selection of VHHs directed against Tau protein  

Recombinant Tau protein was biotinylated using EZ-Link™ Sulfo-NHS-Biotin (Thermo 

Fisher Scientific) using manufacturer conditions except for a two-fold molecular excess of 

Sulfo-NHS-Biotin. The unreacted Sulfo-NHS-Biotin was eliminated using Prepacked 

Columns Sepadextran™ 25 Medium SC (Proteigene). The Nali-H1 library of VHHs was 

screened against the recombinant biotinylated-Tau as described previously (Moutel et al. 

2016). Briefly, biotinylated-Tau protein was bound to Dynabeads™ M-280 Streptavidin 

(Invitrogen) at each round of selection, at a concentration gradually decreased: 100nM in 

round1, 50nM in round 2 and 10nM in round3. Biotinylated-Tau binding was verified by 

Western Blot using Streptavidin Protein, HRP (Thermo Fisher Scientific). 3x1011 phages of 

the Nali-H1 library were used in the first round of selection. After the third round, 186 clones 

were randomly picked and tested in non-absorbed Phage ELISA assay using avidin-plates and 

biotinylated-Tau Antigen (5µg/ml) for cross-validation (Matz and Chames 2012). 

Production and purification of VHHs 

Competent Escherichia coli BL21 (DE3) bacterial cells were transformed with the various 

PHEN2-VHH constructs. Recombinant E.coli cells produced proteins targeted to the 

periplasm after induction by 1 mM IPTG (isopropylthiogalactoside). Production was pursued 

for 4 hours at 28°C before centrifugation to collect the cell pellet. Pellet was suspended in 200 

mM Tris-HCl, 500 mM sucrose, 0.5 mM EDTA, pH 8 and incubated 30 min on ice. 50 mM 

Tris-HCl, 125 mM sucrose, 0,125 mM EDTA, pH 8 and complete protease inhibitor (Roche) 

were then added to the cells suspension and incubation continued 30 min on ice. After 

centrifugation, the supernatant, corresponding to the periplasmic extract, was recovered. The 

VHHs were purified by immobilized-metal affinity chromatography (HisTrap HP, 1mL, GE 

healthcare) followed by size exclusion chromatography (Hiload 16/60, Superdex 75, prep 

grade, GE healthcare ) in NMR buffer (50 mM NaPi pH 6.7, 30 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1 

mM DTT).  
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Production and purification of labelled 15N Tau 2N4R, 15N Tau 2N3R and 15N Tau 

MTBD  

pET15b-Tau recombinant T7lac expression plasmid was transformed into competent E.coli 

BL21 (DE3) bacterial cells. A small scale culture was grown in LB medium at 37 °C and was 

added at 1:10 V/V to 1L of a modified M9 medium containing MEM vitamin mix 1X (Sigma-

Aldrich), 4g of glucose, 1 g of 15N-NH4Cl (Sigma-Aldrich), 0.5 g of 15N-enriched ISOGROW 

(Sigma-Aldrich), 0.1 mM CaCl2 and 2 mM MgSO4. Recombinant 15N Tau production was 

induced with 0.5 mM IPTG when the culture reached an optical density at 600nm of 0.8. 

Proteins were first purified by heating the bacterial extract, obtained in 50 mM phosphate 

buffer pH 6.5, 2.5 mM EDTA and supplemented with complete protease inhibitors cocktail 

(Sigma-Aldrich), 15 min at 75 °C. The resulting supernatant was next passed on a cation 

exchange chromatography column (Hitrap SP sepharose FF, 5mL, GE healthcare) with 50 

mM sodium phosphate buffer (NaPi) pH 6.5 and eluted with a NaCl gradient. Tau proteins 

were buffer-exchanged against 50 mM ammonium bicarbonate (Hiload 16/60 desalting 

column, GE Healthcare) for lyophilization. The same protocol was used to produce and purify 

Tau 2N3R isoform and Tau[245-368] (designated MTBD, also called K18 fragment). 

Detailed procedure can be found in (Danis et al. 2016). 

Production and purification of SUMO-Tau peptides 

cDNA encoding peptides Tau[273-318], was amplified from Tau 2N4R cDNA by PCR. 

cDNA was cloned by a ligation independent protocol into vector pETNKI-HisSUMO3-LIC as 

described in (Luna-Vargas et al. 2011). Tau peptide was expressed as N-terminal SUMO 

protein fusion with a N-terminal HisTag. His-SUMO-Tau peptide was purified by affinity 

chromatography on Ni-NTA resin followed by size exclusion chromatography (Hiload 16/60, 

Superdex 75, prep grade, GE healthcare) in SPR buffer (HBS-EP+, GE Healthcare). 

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy Experiments 

Analysis of the 15N Tau/VHH interactions were performed at 298K on a Bruker 900MHz 

spectrometer equipped with cryogenic probe. TMSP (trimethyl silyl propionate) was used as 

internal reference. Lyophilized 15N Tau were diluted in a buffer containing 50 mM NaPi, 30 
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mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1 mM DTT, and 10% D2O, pH 6.7 and mixed with VHH at 100 

μM final concentration for each protein. 200 μL of each mix in 3 mm tubes were sufficient to 

obtain the 2D 1H, 15N HSQC spectra. 1H, 15N HSQC were acquired with 3072 and 416 points 

in the direct and indirect dimensions, respectively for 12.6 and 25 ppm, in the 1H and 15N 

dimensions, respectively, with 32 scans. Data were processed with Bruker Topspin and 

analyzed with Sparky (T. D. Goddard and D. G. Kneller, SPARKY 3, University of 

California, San Francisco). 

Optimization of VHH E4-1 for intracellular expression  

VHH E4-1 was amplified from pHEN2 plasmid (oligonucleotides 3390 and 3880 in 

Supplementary Fig. 8) using Taq polymerase with 14 mM MgCl2 and 0.2 mM MnCl2 and a 

modified nucleotide pool according to (Cadwell and Joyce 1992). The amplified cDNAs were 

transformed in yeast Y187 strain, together with a digested empty derivative of pGADGH 

vector (Bartel P.L and Sternglanz R 1993), allowing recombination by gap repair in the vector. 

The VHH cDNAs are expressed as preys, with an N-terminal Gal4-activation domain fusion 

(E4-1-Gal4AD). A library of 2.1 million clones was obtained, collected and aliquoted. Tau 

variant 0N4R isoform (NM_016834.4) was expressed as bait with an N-terminal fusion with 

lexA (Tau-LexA) from pB29 vector, which is derived from the original pBTM116 (Vojtek 

and Hollenberg 1995). The library was screened at saturation, with 20 million tested diploids, 

using cell-to-cell mating protocol (Fromont-Racine, Rain, and Legrain 1997). A single clone 

was selected, named VHH Z70. A one-to-one mating assay was used to test for interaction 

using a mating protocol with L40Gal4 (mata) transformed with the bait and Y187 (matα) 

yeast strains transformed with the prey (Fromont-Racine, Rain, and Legrain 1997). The 

interaction pairs were tested in triplicate on selective media by streak.  

Tau fragment library construction 

Tau cDNA (NM_016834.4) was amplified from Tau-LexA bait vector (oligonucleotides 6690 

and 6972 Supplementary Fig. 8). 5 µg of the PCR product was subjected to Fragmentase® 

treatment (New England Biolab, NEB) until a smear of fragments was detected around 400-

500pb by agarose gel electrophoresis. The DNA fragments were purified by 
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phenol/chloroform extraction and ethanol precipitation. The DNA fragments were next 

subjected to end repair (NEB) and dA-tailing adaptation, using Blunt/TA ligase master mix 

with NEBNext® Adaptor hairpin loop (NEB), followed by AMPure XP bead (Beckman 

Coulter) purification. After USER® enzyme digestion (NEB), DNA fragments were 

amplified (oligonucleotides 10829 and 10830 in Supplementary Fig. 8) with 15 cycles of PCR 

using NEBNext® Q5® Hot Start HiFi PCR Master Mix (NEB), which allowed to add Gap 

Repair recombination sequences for the cloning in Gal4-AD prey plasmid pP7. The library 

comprised 50000 independent clones. 

Tau fragment library screening 

The coding sequence for VHH Z70 was PCR-amplified and cloned into pB27 as a C-terminal 

fusion to LexA (LexA-VHHZ70). The construct was used to produce a bait to screen the Tau 

fragments library constructed into pP7. pB27 and pP7 derived from the original pBTM116 

(Vojtek and Hollenberg 1995) and pGADGH (Bartel P.L and Sternglanz R 1993) plasmids, 

respectively. The Tau fragment library was screened using a mating approach with YHGX13 

(Y187 ade2-101::loxP-kanMX-loxP, matα) and L40Gal4 (mata) yeast strains (Fromont-

Racine, Rain, and Legrain 1997). 90 His+ colonies corresponding to 267.103 tested diploids 

were selected on a medium lacking tryptophan, leucine and histidine. The prey fragments of 

the positive clones were amplified by PCR and sequenced at their 5’ and 3’ junctions. 

Surface Plasmon Resonance experiments  

Affinity measurements were performed on a BIAcore T200 optical biosensor instrument (GE 

Healthcare). Recombinant Tau proteins were biotinylated with 5 molar excess of NHS-biotin 

conjugates (Thermofisher) during 4 hours at 4 °C. Capture of biotinylated Tau was performed 

on a streptavidin SA sensorchip in HBS-EP+ buffer (GE Healthcare). One flow cell was used 

as a reference to evaluate nonspecific binding and provide background correction. 

Biotinylated-Tau was injected at a flow-rate of 30 μL/min, until the total amount of captured 

Tau reached 500 resonance units (RUs). VHHs were injected sequentially with increasing 

concentrations ranging between 0.125 and 2 µM in a single cycle, with regeneration (3 

successive washes of 1M NaCl) between each VHH. On the other hand, VHH Z70 was 
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immobilized on a CM5 chip in HBS-EP+ buffer (GE Healthcare) and increasing 

concentrations, ranging between 0,125 and 2 µM of the SUMO-Tau peptide, were 

successively injected. Single-Cycle Kinetics (SCK) analysis 52 was performed to determine 

association kon and dissociation Koff rate constants by curve fitting of the sensorgrams using 

the 1:1 Langmuir model of interaction of the BIAevaluation sotware 2.0 (GE Healthcare). 

Dissociation equilibrium constants (KD) was calculated as Koff/ kon.  

 

In vitro kinetic aggregation assays  

Tau 2N4R aggregation assays were performed with 10 μM Tau and with increasing 

concentrations of VHHs (between 0 and 10 μM) in buffer containing 50 mM MES pH 6.9, 30 

mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 0.33mM freshly prepared DTT, 2.5 mM heparin H3 (Sigma-

Aldrich) and 50 μM Thioflavin T (Sigma-Aldrich), at 37°C. Experiments were reproduced 3 

times in triplicates for each condition. The resulting fluorescence of Thioflavin T was 

recorded every 5 min/cycle within 200 cycles using PHERAstar plate-reader. The different 

measures were normalized in % of fluorescence, 100% being defined as the maximum value 

reached in the positive Tau control, in each experiment.  

Transmission Electron Microscopy 

The same samples from the aggregation assays were recovered and a 10 µl sample of each 

Tau:VHH ratio 1:1 condition was loaded on a formvar/carbon-coated grid (for 5 min and 

rinsed twice with water). After drying, the grids were stained with 1% uranyl acetate for 1 

min. Tau fibrils were observed under a transmission electron microscope (EM 902 Zeiss). 

Aggregation seeding assays in HEK293 reporter cell-line 

Stable HEK293 Tau RD P301S FRET Biosensor cells (ATCC CRL-3275) were plated at a 

density of 100k cells/well in 24-well plates. For confocal analysis, cells were plated on poly-

D-lysine and laminin coated slides at a density of 100k cells/well in 24-well plates. At 60% 

confluency, cells were first transfected with the various pmCherry-N1 plasmid constructs 

allowing expression of the mCherry-VHHs. Transfection complexes were obtained by mixing 

500 ng of plasmid diluted in 40µl of opti-MEM medium, which include  18,5 µL (46.25% v/v) 
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of opti-MEM medium + 1,5 µL (3.75% v/v) Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Resulting 

liposomes were incubated at room temperature for 20 min before addition to the cells. Cells 

were incubated for 24 hours with the liposomes and 1 mL/well of high glucose DMEM 

medium (ATCC) with Fetal Bovine Serum 1% (Life technologies). The transfection 

efficiency was estimated to reach about 46%, for all mCherry-VHHs plasmids 

(Supplementary Fig. 9). Eight µM of recombinant MTBD seeds were prepared in vitro, in the 

presence of 8µM heparin, as described (Holmes et al. 2014). Cells were then treated with 

MTBD seeds (10nM/well) in the presence of transfection reagents forming liposomes as here 

above described.  

 

Confocal analysis 

Cells were first washed twice with PBS and fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min and 

next washed 3 times with 50 mM NH4Cl in PBS. Glass slides were mounted with DAKO 

mounting medium (Agilent). Fluorescence imaging acquisitions were performed using an 

inverted confocal microscope (LSM 710, Zeiss, Jena, Germany) with a 40-times oil-

immersion lens (NA 1.3 with an optical resolution of 176 nm). CFP, YFP and FRET, and 

mCherry fluorescence were imaged using UV, Argon 458/514 nm, DPSS 561 nm and 

Helium/ Neon 633 nm lasers, respectively. A focal plane was collected for each specimen. 

Images were processed with ZEN software.  

FRET Flow Cytometry 

Cells were recovered with trypsin 0,05% and fixed in 2% paraformaldehyde for 10 min, then 

suspended in PBS. Flow cytometry was performed on an ARIA SORP BD (Biosciences). To 

measure CFP emission fluorescence and FRET, cells were excited with a 405 nm laser. The 

fluorescence was captured with either a 466/40 or a 529/30 nm filter, respectively. To 

measure YFP fluorescence, a 488 nm laser was used for excitation and emission fluorescence 

was captured with a 529/30 nm filter. mCherry cells were excited with a 561 nm laser and 

fluorescence was captured with a 610/20 nm filter. To selectively detect and quantify FRET, 
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gating was used as described (Banning et al. 2010; Holmes et al. 2014). 3 independent 

experiments were done in triplicate or quadruplicate, with at least 10,000 cells per replicate 

analyzed.  

Statistical analysis 

Data are presented as the means (± s.e.m) for in vitro aggregation assays and aggregation 

seeding assays in HEK293 reporter cells. Experiments were performed at least in triplicate 

and obtained from three independent experiments. Statistical analyses were performed using 

the Mann-Whitney U-Test (GraphPad prism software) to determine the p-value. The 

differences were considered significant at * P < 0.05, ** P < 0.01, or *** P < 0.001. 
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Supplementary Figures  

 

 

Supplementary Figure 1 : identification of E4-1  epitope using Tau MTBD. overlay of 1H, 
15N, HSQC two-dimensional spectra of 15N-labelled and assigned Tau MTBD (red) with 15N-

labelled Tau MTBD mixed with non-labelled E4-1 spectra (in blue).  
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Supplementary Figure 2 : identification of E4-1 VHH epitope using Tau MTBD. A : 

overlays of 1H, 15N, HSQC two-dimensional spectra enlargements of 15N-labelled Tau MTBD 

(red) with 15N-labelled Tau MTBD mixed with non-labelled E4-1 spectra (in blue). B : 

Intensities ratio I/I0 of corresponding resonances in the two-dimensional spectra of Tau 

MTBD with equimolar quantity of VHH (I) or free in solution (I0) for residues along the Tau 

MTBD sequence. Overlapping resonances are not considered (x-axis is not scaled). A red 

double-arrow indicates the region containing the corresponding major broadened resonances, 

which was mapped to the R2-R3 repeats in the MTBD. 
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Supplementary Figure 3 : identification of Z70 VHH epitope using Tau MTBD. A : 

overlays of 1H, 15N, HSQC two-dimensional spectra enlargements of l 15N-labelled Tau 

MTBD (red) with 15N-labelled Tau MTBD mixed with non-labelled Z70 spectra (in blue). B : 

Intensities ratio I/I0 of corresponding resonances in the two-dimensional spectra of Tau 

MTBD with equimolar quantity of VHH (I) or free in solution (I0) for residues along the Tau 

MTBD sequence. Overlapping resonances are not considered (x-axis is not scaled). A red 

double-arrow indicates the region containing the corresponding major broadened resonances, 

which was mapped to the R2-R3 repeats in the MTBD. 
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Supplementary Figure 4 : Optimized mutant VHH Z70 has a better affinity for Tau 

than VHH E4-1. Tables corresponding to kon, koff and resulting Kd obtained from SPR 

experiments. Sequence of the Tau peptide used  for the interaction with immobilized VHH 

Z70 on the chip is also included. 
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Supplementary Figure 5 : Identification of the minimal epitope recognized by VHH Z70 

using Tau fragment library and yeast two hybrid. Sequence alignment of the Tau 

fragments corresponding to the 90 positive binders to VHH Z70. The minimal common 

sequence is highlighted. 
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Supplementary Figure 6 : identification of Z70 epitope using 2D HSQC NMR 

experiment. A : overlays of 1H, 15N, HSQC two-dimensional spectra enlargements of 15N-

labelled Tau 2N3R, free (red) or mixed with non-labelled VHH Z70 (in blue). Spectra 

enlargements show broadened resonances corresponding to residues implicated in the 

interaction B : Intensities ratio I/I0 of corresponding resonances in the two-dimensional 

spectra of Tau 2N3R with equimolar quantity of VHH (I) or free in solution (I0) for residues 

along the Tau 2N3R sequence. Overlapping resonances are not considered (x-axis is not 

scaled). Tau 2N3R lacks the R2 repeats. Tau 2N3R residue numbering corresponds to the Tau 

2N4R sequence, for clarity. A red double-arrow indicates the region containing the 

corresponding major broadened resonances, which was mapped mostly on the PHF6 motif, 

showing PHF6 is sufficient for Z70-Tau binding. 
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Supplementary Figure 7 : identification of F8-2 epitope using 2D HSQC NMR 

experiment. A : Superimposition of two-dimensional 1H, 15N HSQC spectra of 15N-Tau (in 

red) with 15N-Tau mixed with non-labelled VHH F8-2 (overlayed in blue) (n=1). Spectra 

enlargements show broadened resonances corresponding to residues implicated in the 

interaction. B : Normalized intensities I/I0 of corresponding resonances in the two-

dimensional spectra of Tau with equimolar quantity of VHH F8-2 (I) or free in solution (I0) 

for residues along the Tau sequence. Overlapping resonances are not considered (x-axis is not 

scaled). A red double-arrow indicates the region containing the corresponding major 

broadened resonances, which was mapped to the to the C-terminus domain on Tau. 
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3390  

5pTCTGCACAATATTTCAAGCTATACCAAGCATACAATCAACTCCAAGCTAGAAC

CATGGCGGAAGTGCAGCTGCAGGCTC   

3880 

3pTCTTCTTTTTTGGAGGCTCGGGAATTAATTCCGCTTTATCCATCTTTGCGGCGGC

CGCGCTACTCACAGTTACCTG   

6690  

5pCAGGGCAATAAAGTCGAACT 

6972  

5pGACCTACAGGAAAGAGTTACTC 

10829  

5pCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCCTAGAACT

AGACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCC  

10830  

5pCCGGGCCTCTAGACACTAGCTACTCGAGGGGCCCCAGTGGCCCTATCTATGCG

GCCGCTCAGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC 

 

 

Supplementary Figure 8 Oligonucleotide sequences (Material and Methods) 
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Supplementary Figure 9 : Percentage of m-Cherry positive cells in the cellular 

aggregation assay. Transfection efficiency of the different m-Cherry-VHH plasmids are 

equivalent: 44,8 (± 2,2%) for F8-2, 46,6 (± 1,8%) for E4-1 and 47,2 % (± 2,5%) for Z70. 
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C. Vers une nouvelle optimisation du VHH Z70 

Comme nous l’avons vu précédemment, le VHH Z70 présente des propriétés 

extrêmement intéressantes. Il peut être exprimé de manière intracellulaire et il a 

démontré une importante activité inhibitrice de l’agrégation de Tau. Toutefois, les 

paramètres d’affinité, avec un KD estimé entre 80 et 145 nM du Z70, peuvent être 

améliorés. 

Dans cette optique, nous avons réalisé une nouvelle optimisation du Z70. Toujours 

en collaboration avec Hybrigenics services et de la même manière qu’avec le VHH 

F8-2, une banque de mutants a été générée par mutagénèse aléatoire et criblée par 

double hybride. Le crible double hybride a permis de sélectionner 7 mutants positifs. 

Un mutant additionnel ne faisant pas partie du criblage mais qui correspond à la 

combinaison des mutations des mutants 1 et 3 a été généré sous le nom de Mut20. 

Ces 8 mutants ont par la suite été criblés en SPR afin de déterminer les paramètres 

d’affinité de chacun de ces mutants (Figure 45, Table 2). L’optimisation réalisée a été 

un succès : Les KDs qui ont été déterminés pour les différents mutants sont plus 

faibles que celui déterminé pour le Z70. Le Mut1 a un KD proche de 23 nM ce qui 

signifie que l’affinité a été améliorée d’un facteur six. Cela représente une très 

bonne affinité pour un VHH dirigé contre une protéine désordonnée.  

 

Des premières expériences d’agrégation de Tau in vitro et en présence des différents 

mutants ont été réalisées. Les mutants Mut1 et Mut12 semblent montrer une 

meilleure activité que le VHH Z70. Les expériences seront répétées par la suite pour 

confirmer cet effet et les meilleurs candidats seront testés dans un second temps 

dans le modèle de « seeding » afin de confirmer ces observations. 
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Figure 45 : Détermination des KDs par SPR. Représentation des sensorgrammes obtenus pour les VHHs Z70 

ainsi que pour les 8 mutants. Les KDs ont été obtenus en utilisant la méthode SCK. Le nom de chaque mutant 

et les mutations associées sont annotés au-dessus de chaque sensorgramme. 
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Table 2 : Constantes d’association (kon), de dissociation (koff) et constantes d’équilibre (KD) obtenues par SPR 

pour les différents complexes Z70 mutants/Tau. 

III. Etude préliminaire du VHH E4-1 et de sa 

version optimisée Z70 dans le modèle de souris 

THY-Tau30  

Quand une molécule présente une activité potentiellement thérapeutique, il est 

essentiel de caractériser son effet dans un modèle animal. Ceci a pour but de 

déterminer l’efficacité et la toxicité de la molécule et ouvre la voie vers de premières 

études précliniques. C’est pourquoi au début de l’année 2017, nous avons démarré 

deux études préliminaires sur le modèle de souris transgénique THY-Tau30 

hétérozygotes ainsi que sur des souris dîtes littermates (souris sauvages provenant 

de l’accouplement des souris THY-Tau30). Sous le contrôle du promoteur Thy1.2, les 

souris THY-Tau30 surexpriment le gène codant pour la protéine Tau humaine 1N4R 

mutée sur deux sites (G272V et P301S)(Leroy et al., 2007). Nous avons réalisé des 

injections intra-crâniales (IC) du VHH E4-1 dans les souris THY-Tau30 dans le but de 

caractériser le profil de distribution de E4-1 au niveau de l’hippocampe et du cortex 

cérébral des souris. Nous avons également réalisé des injections intrapéritonéales (IP) 

afin de déterminer si E4-1 est capable de traverser la BHE. Ces expériences ont pour 

but de définir la meilleure stratégie expérimentale pour évaluer le potentiel 

thérapeutique du VHH Z70 et potentiellement de ses mutants optimisés dans ces 

modèles. 

A. E4-1 est internalisé par les neurones du cortex et est 

retrouvé de manière diffuse dans l’hippocampe 

14 μg de VHHs E4-1 c-Myc produits de manière recombinante et dilués dans du PBS 

ou mélangés préalablement avec du lysat provenant du cerveau d’un patient atteint 

VHH            Mutations          kon (1/M.s)             koff (1/s)     Kd (nM) SE (nM)

Z70 / 18100 0.0026 147 1.1

Mut1 G115E 106744 0.0024 23 0.7

Mut3 R47K 26042 0.0021 81 2.2

Mut5 T96S 10918 0.0009 81 1.7

Mut9 P101S G115E 40110 0.0020 51 0.8

Mut12 S23C G115E 33865 0.0021 61 0.8

Mut14 T32I E56G G115E 18799 0.0014 74 1.0

Mut15 R90G P101S G114E 21264 0.0020 95 1.5

Mut20 R47K G115E 21285 0.0009 42 1.0
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de la MA ont été préparés. Ces deux mélanges ont été injectés dans les souris THY-

Tau30 en IC de façon bilatérale au niveau de la couche CA1 de l’hippocampe (Figure 

46).  

 

Figure 46 : Schéma détaillant les différentes parties du cerveau de la souris en coupe coronale ; la croix 

représente le site d’injection qui se situe au niveau de la couche neuronale CA1 de l’hippocampe. 

 

L’injection du lysat Alzheimer est réalisée au laboratoire pour accélérer le 

développement de la pathologie dans ce modèle de souris et de pouvoir réaliser des 

études sur des temps plus courts (1 à 2 mois). Dans notre expérience, l’injection du 

lysat a pour but de vérifier si le VHH peut être associé au lysat dans les différentes 

régions du cerveau. Les souris ont ensuite été sacrifiées 1 heures, 6 heures et 18 

heures après l’injection.  

Les coupes de cerveau sont montées sur lames superfrosts et incubées par la suite 

avec des anticorps anti c-Myc de souris et anticorps anti Tau C-ter de lapin (qui 

reconnait un épitope situé au niveau du domaine C-terminale de la protéine). Les 

lames sont incubées avec un mix d’anticorps anti-souris Alexa 488 nm (fluorescence 

verte) et anti-lapin Alexa 568 nm (fluorescence rouge). Un marquage de l’ADN 

nucléaire est effectué avec du 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Les lames sont 

ensuite analysées par microscopie confocale de fluorescence. 
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Une heure après injection, E4-1 est localisé principalement dans l’hippocampe et le 

cortex (Figure 47 a-b). Le profil de distribution du VHH E4-1 est différent selon la 

région du cerveau. E4-1 est localisé dans le milieu extracellulaire dans l’hippocampe 

(Figure 47 a). D’un autre côté, dans le cortex pariétal postérieur, E4-1 est localisé 

dans le milieu extracellulaire mais également dans les corps cellulaires des neurones 

(Figure 47b). L’internalisation ne semble pas être dépendante de la présence du lysat 

puisque E4-1 est également internalisé dans les neurones du cortex pariétal 

postérieur des souris injectées avec du PBS (Figure 47d).  

Les mêmes expériences ont été réalisées sur des souris sauvages avec des résultats 

similaires : le VHH E4-1 est principalement internalisé dans les neurones du cortex. 

Ces données suggèrent que l’internalisation de E4-1 ne serait pas dépendante de la 

pathologie Tau ou d’une interaction avec la protéine Tau elle-même, mais plutôt liée 

à une spécificité neuronale. Les mêmes profils de distribution du VHH E4-1 ont été 

obtenus 6 heures après injection. Nous avons observé que 18 heures après injection, 

la majorité du signal provenant du c-Myc est atténué dans l’hippocampe et le cortex. 

Il a déjà été décrit que la clairance est beaucoup plus rapide pour les VHHs que pour 

les anticorps conventionnels. Le VHH E4-1 a probablement une demi-vie courte dans 

le cerveau et est déjà majoritairement éliminé après 18 heures. Nous avons 

également observé une dégradation partielle des étiquettes c-Myc suite à la 

production recombinante des VHHs. Il n’est donc pas impossible d’envisager que la 

disparition du signal soit également dû à une protéolyse des étiquettes c-Myc, ce qui 

entrainerait une perte du signal. 
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Figure 47 : Injection en IC du VHH E4-1 incubé préalablement avec du lysat provenant du cerveau d’un patient 

atteint de la MA (a-b) ou avec du PBS (c-d) dans les souris THY-Tau30 (grossissement 20X). Visualisation des 

noyaux cellulaires (en bleu), du VHH E4-1 c-Myc (en vert) et de la protéine Tau (en rouge) par microscopie 

confocale. a-c : Localisation du VHH E4-1 dans la CA1 de l’hippocampe, 1h après injection. b-d : Localisation du 

VHH E4-1 dans le cortex, 1h après injection.  

 

Ces premiers résultats sont encourageants : le VHH E4-1 diffuse de manière 

importante au sein du cerveau. Cela a déjà été décrit à de nombreuses reprises car la 

diffusion d’une molécule dans le cerveau est dépendante de sa taille. Les VHHs sont 

beaucoup plus petits que les anticorps conventionnels et diffusent donc de façon 

plus importante. De manière plus intrigante, E4-1 est uniquement internalisé par les 

neurones du cortex. Existerait-il des récepteurs spécifiques permettant  

l’internalisation du VHH par ces neurones et quels en seraient les mécanismes ? Cela 

reste à déterminer. La clairance du VHH semble toutefois être rapide même après 

son injection directe dans le cerveau. Cela peut également représenter un avantage 

pour éviter des problèmes de toxicité liés à son accumulation. 
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B. Le VHH E4-1 ne traverse pas la barrière hémato-

encéphalique 

Nous avons également voulu déterminer si le VHH E4-1 était capable de traverser la 

BHE. Pour cela, E4-1 a été injecté en (IP) à trois concentrations différentes (0,375 

mg/mL, 0,750 mg/mL, et 1,5 mg/mL) dans les souris littermates. Deux injections ont 

été réalisées. La deuxième injection a été effectuée 2 jours (J3) après la première 

injection (J1). Les souris ont été sacrifiées le jour suivant (J4). Nous avons ensuite 

analysé différentes régions du cerveau par western-blot en utilisant en contrôle 

positif le VHH E4-1 c-Myc produit de façon recombinante (Figure 48). 

 

Figure 48 : E4-1 n’est pas retrouvé dans le cerveau des souris après injection en IP. Western blot des broyats 

correspondants aux différentes régions du cerveau ainsi que du rein. Le contrôle positif correspond au VHH E4-

1 c-Myc produit de manière recombinante (bande à 20 kDa). Une bande est également observée à 38 kDa et ne 

correspond pas à la taille de E4-1 c-myc. 

 

Le VHH E4-1 n’est pas retrouvé dans les différentes régions du cerveau étudiées ce 

qui suggère que E4-1 n’est pas capable de traverser la BHE. Le rein a également été 

analysé pour tenter de localiser E4-1. On pourrait en effet imaginer une 

accumulation de E4-1 dans le rein suite au processus de clairance du VHH. 

Néanmoins, le VHH n’est pas non plus retrouvé dans le rein. On note la présence 

d’une bande additionnelle à une masse moléculaire d’environ 38 kDa. L’anticorps 

primaire utilisé est un anticorps dirigé contre un épitope localisé dans la région C-

terminale de la protéine c-Myc. Il serait donc possible d’envisager une 

reconnaissance spécifique de la protéine dans différents tissus. Toutefois, cette 

protéine ne semble pas correspondre à la protéine c-Myc qui possède une masse 
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moléculaire de 48 kDa, Toutefois, on peut envisager que la protéine c-Myc puisse 

être clivée par un processus naturelle et ainsi observée à cette taille de 38 kDa. Cette 

bande pourrait également provenir d’une interaction non spécifique de l’anticorps 

anti c-Myc avec une autre protéine. 

C.  Injections de vecteurs lentiviraux codants pour le VHH 

Z70 dans le modèle de souris THY-Tau30 

Suite à ces deux premières études, les premières conclusions démontrent que le 

VHH E4-1 ne traverse pas la BHE et qu’il semble rapidement éliminé dans le cerveau. 

Il est donc difficile d’envisager une étude par injection du VHH en IP ou en 

intraveineuse pour tester son potentiel thérapeutique. 

Toutefois, la version optimisée du VHH E4-1, Z70, peut être exprimée et fonctionner 

de manière intracellulaire, possède un plus faible KD et présente une meilleure 

activité inhibitrice de l’agrégation de Tau. Nous avons donc réalisé une construction 

lentivirale codant pour le VHH-Z70 dans le but de réaliser des injections en IC de ces 

vecteurs lentiviraux dans le cerveau des souris THY-Tau30. Les vecteurs lentiviraux 

vont pouvoir infecter les cellules neuronales et permettre l’expression du VHH à 

l’intérieur de ces cellules. Par la suite, l’idée sera d’évaluer l’effet du VHH, sur le 

développement et le nombre d’agrégats de Tau au niveau de la couche CA1 de 

l’hippocampe en utilisant des anticorps dirigés contre des épitopes phosphorylés de 

Tau. 

Ces expériences sont en cours de réalisation et les premiers résultats sont attendus 

d’ici la fin de l’année. 
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Conclusions et perspectives  
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Au cours de ces trois années de thèse, nous avons développé et caractérisé plus de 

27 VHHs dirigés contre la protéine Tau. Nous avons déterminé la majorité de leurs 

épitopes par RMN. Nous avons également vu qu’il était possible d’affiner cette 

caractérisation épitopique en utilisant des fragments de Tau pour réaliser les 

expériences, ou encore en utilisant une autre méthode que la RMN quand cela était 

nécessaire. La RMN s’est également révélée être un outil efficace pour déterminer 

l’épitope de VHHs dirigés contre la protéine Tau phosphorylée puisque nous avons 

efficacement caractérisé le site d’interaction du VHH E5-1 qui correspond aux résidus 

phosphorylés pS46-pT50. 

Ces résultats montrent la force de la RMN, qui peut être utilisée comme outil de 

criblage pour déterminer les épitopes de VHHs dirigés contre Tau et ainsi les  

sélectionner en fonction de leur site de reconnaissance. Par ailleurs, nous avons 

également eu l’occasion de caractériser les épitopes d’anticorps monoclonaux 

conventionnels dirigés contre Tau, produits par le laboratoire « Alzheimer et 

Tauopathies ». Ces anticorps sont utilisés au laboratoire pour réaliser des western-

blot, des ELISA ainsi que des immunomarquages. 

 

Les travaux réalisés ont permis de déterminer les paramètres d’affinité pour chaque 

interaction Tau/VHH en utilisant la SPR. Nous avons, sur la même et unique puce où  

Tau est immobilisée, criblé et déterminé le KD pour la majorité des interactions. 

Globalement, les KDs obtenus sont proches de la centaine de nM et du même ordre 

de grandeur que ceux décrit dans la littérature pour un VHH dirigé contre la protéine 

intrinsèquement non structurée α-synucléine (De Genst et al., 2010). Nous avons 

montré qu’il était possible d’optimiser les VHHs de manière efficace, pour permettre 

leur expression et leur activité intracellulaire et/ou pour améliorer leurs paramètres 

d’affinité. En collaboration avec Hybrigenics service, nous avons ainsi sélectionné par 

mutagénèse aléatoire et sélection double hybride, différents mutants exprimés de 

manière intracellulaire ayant une meilleure affinité. Des KDs atteignant des valeurs 

inférieures à la centaine de nM ont été obtenus. Par exemple, le VHH Mut1 dérivé 

du Z70 qui est dérivé lui-même du E4-1 possèdent un Kd de 23 nM, ce qui représente 

l’une des meilleures affinités obtenues et décrites aujourd’hui à notre connaissance, 

pour un VHH dirigé contre un segment  désordonné d’une protéine.  
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Nous avons montré que certains VHHs tel que E4-1, inhibe l’agrégation de Tau in 

vitro. L’hypothèse de travail est que E4-1, en se liant au motif PHF6, séquestre la 

forme monomérique de Tau et empêche les interactions intermoléculaires du PHF6 

nécessaire à son agrégation. De plus, E4-1 pourrait également agir par phénomène 

de compétition avec l’héparine au niveau de ce motif, empêchant ainsi le 

déclenchement de son agrégation. La combinaison de ces deux phénomènes 

pourrait expliquer l’efficacité du VHH E4-1 dans cette expérience.  De manière 

intéressante, le mutant Z70, présente un meilleur KD que E4-1 ainsi qu’une meilleure 

activité inhibitrice de l’agrégation de Tau in vitro. Contrairement au VHH E4-1, Z70 

est exprimé de manière fonctionnelle au sein des cellules. Le VHH Z70 est capable 

d’inhiber la formation d’agrégats de Tau dans le modèle cellulaire de « seeding ». 

Z70 interagit avec la protéine Tau endogène au niveau de son PHF6 empêchant ainsi 

son recrutement par les fibres. Enfin, de récentes expériences ont montré que les 

mutants Mut1 et Mut12 inhibent plus fortement l’agrégation de Tau in vitro que Z70. 

Ces mutants seront prochainement testés dans le modèle cellulaire de « seeding ». 

Ces résultats prouvent à quel point l’optimisation d’un VHH est essentielle pour 

évaluer et améliorer son potentiel thérapeutique. 

 

Enfin, nous avons réalisé des études préliminaires avec le VHH E4-1 dans des 

modèles de souris développant une tauopathie. Les premiers résultats obtenus 

suggèrent que le VHH E4-1 diffuse de manière importante au niveau du cerveau de 

ces souris. Toutefois, il est éliminé moins d’un jour après l’injection et est internalisé 

uniquement dans les neurones du cortex. Le VHH E4-1 n’est pas observé dans le 

cerveau des souris suite à des injections en IP suggérant que E4-1 n’est pas capable 

de traverser la BHE. Des injections de vecteurs lentiviraux codant pour le VHHZ70 

réalisées dans le même modèle de souris ont donc été conduites afin d’étudier sa 

capacité à bloquer l’agrégation de Tau in vivo, et potentiellement sa propagation. 
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Le nombre de patients atteints de la maladie d’Alzheimer et les maladies associées 

augmente d’années en années et pourrait atteindre les 130 millions d’ici 2050 

(Prince et al., 2016). Il n’existe actuellement aucun traitement pour soigner ces 

patients. Bien que des essais cliniques soient en cours (Congdon and Sigurdsson, 

2018), la complexité des tauopathies associée à la faible compréhension que nous 

avons de leur mécanismes pathologiques sous-jacents a provoqué un désintérêt des 

entreprises pharmaceutiques pour continuer à développer des programmes de 

recherche concentrés sur ces maladies.  

Les mécanismes pathologiques associés à Tau ne sont à ce jour pas tous clairement 

élucidés, même si de nombreux progrès ont été faits. Néanmoins, plusieurs études 

ont montré qu’il était possible de réduire la formation des NFTs et d’améliorer les 

fonctions cognitives dans de nombreux modèles de souris et rats développant une 

tauopathie (Asuni et al., 2007; Dai et al., 2018, 2017; Subramanian et al., 2016; 

Troquier et al., 2012). La majorité des études cliniques ciblant Tau sont par ailleurs 

des immunothérapies (Congdon and Sigurdsson, 2018). Toutes ces données 

suggèrent que l’utilisation d’anticorps spécifiques contre Tau peut représenter une 

stratégie efficace pour cibler Tau et ralentir les déficits cognitifs chez les patients. 

Cependant, la question reste de savoir quels épitopes de Tau faudrait-il cibler et 

dans quel compartiment cellulaire ? Faudrait-il cibler des formes phosphorylées, non 

phosphorylées, acétylées, oligomériques ou fibrillaires ? Au vue de la probable 

propagation de type prion de Tau, devrait-on cibler certaines espèces extracellulaires 

de Tau pour empêcher leur internalisation ? La réduction des déficits cognitifs passe-

t-elle par l’élimination des espèces intracellulaires potentiellement toxiques pour les 

neurones ? 

Certains travaux aujourd’hui nous permettent de concevoir de nouvelles hypothèses 

à ce sujet. Des études cellulaires ont notamment montré que des anticorps dirigés 

contre des épitopes localisés dans le domaine N-ter de Tau pouvaient bloquer son 

transfert entre les neurones (Nobuhara et al., 2017). Au vue du probable caractère 

de type prion de Tau, empêcher sa propagation en ciblant les espèces 

extracellulaires pourrait représenter une stratégie thérapeutique efficace. Toutefois, 

d’autres études ont montré que cibler le domaine N-ter de Tau pourrait se montrer 

insuffisant. L’entreprise UCB Biopharma a développé un anticorps appelé UCB0107, 
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dont l’épitope reconnu est 235SPSSAKSRLQTA246 localisé à la fin du PRD qui vient 

d’entrer en phase clinique (Figure 24). Cet anticorps inhibe l’agrégation de Tau in 

vitro mais également dans un modèle cellulaire de « seeding » (Courade et al., 2018). 

Ceci n’est pas le cas pour d’autres anticorps dirigés contre des épitopes localisés 

dans le domaine N-ter comme l’anticorps BMS-6986168 développé par Bristol Myers 

et dirigé contre l’épitope 9EVMEDHAGTY18, également en essai clinique de phase II 

(Figure 24). Très récemment, des expériences réalisées dans le modèle de souris 

THY-Tau30 ont montré que des injections de l’anticorps UCB0107 en IP, suite à une 

injection en IC de lysat de cerveau de patient Alzheimer, permettait la réduction 

significative du nombre de NFTs au niveau de l’hippocampe en bloquant la 

propagation des espèces pathologiques, empêchant ainsi le phénomène de 

« seeding ». De manière intéressante, l’anticorps BMS-6986168 ne permet pas de 

réduire le nombre de NFTs au niveau de l’hippocampe.  Ces résultats suggèrent donc 

que cibler le phénomène de « seeding » de Tau pourrait également être essentiel 

pour réduire la pathologie Tau chez les patients. Le choix de l’épitope déterminerait 

le mécanisme ciblé et pourrait donc être crucial pour l’obtention d’un traitement 

efficace (Courade et al., 2018) (Albert et al, in revision). 

 

Nous avons également montré que certains VHHs pouvaient se révéler plus efficaces 

pour inhiber l’agrégation de Tau en fonction de leur épitope. Le VHH E4-1, à travers 

sa version optimisée Z70 et de ses mutants, reconnait spécifiquement le peptide 

305SVQIVYKPV313 qui inclut le motif PHF6 (Figure 49). Ce motif a été décrit comme un 

des principaux facteurs impliqués dans son agrégation (von Bergen et al., 2000) et 

est retrouvé dans le cœur des fibres de Tau provenant de différentes tauopathies 

(Falcon et al., 2018; Fitzpatrick et al., 2017). Nous avons ainsi montré à travers le 

VHH Z70, que cibler un épitope localisé au niveau des cœurs de nucléation de Tau 

pouvait se révéler efficace pour inhiber son agrégation, à l’inverse des VHHs ciblant 

des épitopes au niveau du PRD, du sous-domaine R4 ou du domaine C-ter de Tau 

(Figure 49). Le VHH Z70 est également capable de bloquer le recrutement et 

l’agrégation de protéine Tau intracellulaire endogène dans un modèle cellulaire de 

« seeding » (Figure 49). Récemment, Mirbaha et ses collaborateurs ont proposé que 

les motifs PHFs d’espèces fibrillaires capables de « seeding » seraient exposés aux 
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solvants et accessibles, ce qui permettrait le recrutement et la conversion de la 

protéine Tau endogène via ces motifs dans le phénomène de « seeding » (Mirbaha et 

al., 2018). Il serait donc intéressant d’évaluer si le VHH Z70 peut également exercer 

son activité en bloquant directement les espèces fibrillaires extracellulaires. Nous 

pourrions envisager d’incuber au préalable les fibres avec différentes concentrations 

du VHH Z70, puis traiter les cellules du modèle de « seeding » avec les différents 

mélanges.  

 

 

Figure 49 : Mécanisme d’action du VHH Z70 sur l’agrégation de Tau. Le VHH Z70 cible et séquestre le peptide 

PHF6 localisé dans la région répétée R3, inhibant l‘agrégation de Tau induit par l’héparine (gauche) et le 

phénomène de « seeding » induit par les fibres de Tau (à droite). 
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A partir de ces résultats, nous en avons conclu que le VHH Z70 présentait un intérêt 

thérapeutique. C’est pourquoi nous venons de débuter des expériences avec ce VHH 

dans un modèle de souris développant une tauopathie qui vont nous permettre 

d’évaluer son effet sur la pathologie Tau dans un modèle in vivo. Le VHH est utilisé 

de deux manières dans cette expérience :  

- la première a été de faire exprimer Z70 de manière intracellulaire dans les 

neurones de l’hippocampe (Figure 50 ①). Ces études ont été initiées et les 

premiers résultats sont attendus d’ici la fin de l’année. 

- La deuxième sera d’évaluer l’effet du VHH Z70 dans le milieu extracellulaire. 

Pour cela, nous avons également prévu de réaliser des vecteurs lentiviraux 

codant pour le VHH fusionnée au domaine constant Fc de souris. Le VHH Z70 

sera donc exprimé par les neurones puis sécrété sous forme d’anticorps 

(Figure 50 ②). 

Pour évaluer l’effet thérapeutique du VHH Z70, des immunomarquages seront 

réalisés pour quantifier le nombre de NFTs au niveau de la couche CA1 de 

l’hippocampe de ces souris. Ces deux expériences vont également nous permettre 

d’étudier deux mécanismes d’action avec une activité du VHH en intracellulaire et 

extracellulaire. A travers ces résultats, nous espérons pouvoir évaluer la contribution 

des phénomènes de propagation, d’internalisation et de « seeding » exercée par Tau 

dans la pathologie.  

 

Toutefois, si les résultats obtenus avec le VHH Z70 sont positifs, il sera nécessaire de 

reconsidérer la stratégie thérapeutique. Il est bien sur envisageable de considérer 

une thérapie génique, qui pourrait concerner les patients atteints de tauopathies à 

évolution rapide telle que la PSP (Magne and Courbon, 2010) (Figure 50 ①②). 

Toutefois, cela reste une stratégie thérapeutique lourde et difficile à mettre en place. 

Dans l’idéal, pour pouvoir proposer un traitement immunothérapeutique efficace, il 

est donc nécessaire d’avoir un anticorps capable de traverser la BHE et de pouvoir 

exercer par la suite son activité biologique. Pour cela, les VHHs sont de formidables 

outils car ils sont facilement modifiables pour pouvoir les adapter à nos besoins. 

Pour traverser la BHE, différentes études ont montré que les VHHs possédant un 

point isoélectrique (pI) basique sont les seuls capables de la traverser (Li et al., 2016a, 
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2016b). Or, lors de nos expériences préliminaires, nous avons observé que les 

constructions E4-1 c-Myc ne sont pas retrouvées dans le cerveau des souris injectés 

en IP. Les VHH E4-1 et E4-1 c-Myc possèdent un pI théorique de 4,8, avec ou sans les 

étiquettes c-Myc ce qui pourrait expliquer les résultats négatifs obtenus.  

Afin d’augmenter la capacité d’un VHH à traverser la BHE, une première possibilité 

est de réaliser une construction du VHH fusionnée à un peptide pénétrant, 

également appelé « cell penetrating peptide » (CPP). Ces CPPs sont généralement 

composés d’une suite de résidus cationiques. Le peptide dérivé de la protéine trans-

activatrice de la transcription (TAT) du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 

est le plus couramment utilisé mais il en existe d’autres tels que le peptide 

penetratin ou encore uniquement composé d’une chaine de polyarginine (Guidotti 

et al., 2017). En réalisant une construction Z70-CPP, il serait ainsi possible d’obtenir 

un VHH potentiellement capable de traverser la BHE mais également de traverser les 

membranes cellulaires pour cibler Tau. Herce et ses collaborateurs ont travaillé sur le 

développement de VHH-CPPs pour étudier les mécanismes intracellulaires. Ils ont 

mis au point des CPPs cycliques qui permettent d’augmenter de manière significative 

le pourcentage de VHHs internalisés dans les cellules (Herce et al., 2017). De plus, ils 

ont également développé un système de CPP cyclique qui, une fois à l’intérieur du 

cytoplasme, est clivé par les conditions réductrices de celui-ci (Herce et al., 2017). 

Cette stratégie permettrait de développer un VHH Z70-CPP cyclique qui, une fois 

clivé dans le cytoplasme des neurones, pourrait cibler la protéine Tau (Figure 50 ③). 

Nous avons pour cela commencé une collaboration avec l’équipe du Pr. Christian 

Hackenberger située à Berlin pour mettre au point des VHHs Z70 fusionnées à 

différentes constructions de CPPs. Nous espérons pouvoir évaluer l’effet de ces 

nouveaux VHHs Z70 dans les modèles cellulaires et murins décrits auparavant.  

Une deuxième possibilité pour obtenir un VHH capable de traverser la BHE serait de 

réaliser une construction bivalente comprenant le Z70 fusionné à un VHH 

sélectionné pour sa capacité à traverser la BHE, tel que le VHH FC5 décrit 

précédemment (Muruganandam et al., 2002). Une telle construction pourrait 

permettre, par l’action du FC5, de traverser la BHE, puis par l’action du Z70, de cibler 

la protéine Tau présente dans le milieu extracellulaire (Figure 50 ④). 
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Nous avons également vu précédemment que la majorité des VHHs développés par 

Ablynx les plus avancés en essai clinique étaient constitués de deux, voire trois VHHs 

fusionnés ensemble. Pour augmenter l’efficacité du Z70, l’idée serait de réaliser des 

constructions bivalentes voire trivalentes, et constituées des Mut1 ou Mut12, qui 

présentent une meilleure affinité et efficacité in vitro (Figure 50 ⑤). 

 

 

Figure 50 : Les différentes stratégies thérapeutiques envisagées avec le VHH Z70 ou l’un de ses mutants pour 

cibler la protéine Tau présente en extracellulaire (Tau ex) et/ou intracellulaire (Tau in). ①-② : thérapie 

génique par expression ① du VHH seul (Z70) ou ② du VHH fonctionnalisé en anticorps (Ac Z70). ③ : 

Fonctionnalisation du VHH avec l’ajout d’une étiquette CPP pour pouvoir traverser la BHE et le cytoplasme des 

neurones (Z70-CPP). ④ : Fonctionnalisation du VHH  avec un autre VHH capable de traverser la BHE (Z70-FC5). 

⑤ : Construction de formes bivalentes ou trivalentes du VHH pour améliorer son activité (Z70-Z70). 
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Au cours de ces trois années, nous avons ainsi développé et caractérisé de nombreux 

VHHs dirigés contre différentes formes de Tau. Certains de ces VHHs seront utilisés 

pour étudier les mécanismes physiopathologiques de Tau. D’autres, comme le VHH 

Z70 et ses mutants continueront d’être évalués d’un point de vue thérapeutique. Les 

avancements réalisés dans ce projet vont faire l’objet d’un dépôt de brevet et a 

récemment permis l’obtention d’un financement ANR. Ces travaux seront donc 

poursuivis dans les années à venir avec je l’espère, à la clé, le développement d’un 

VHH thérapeutique qui pourra être proposé comme traitement pour les patients 

atteints de la MA et des autres tauopathies.  
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Les protocoles concernant la majorité des expériences réalisées dans le cadre de la 

caractérisation des VHHs dirigés contre la forme recombinante et non modifiée de 

Tau (incluant  la production des VHH, de Tau et de ses fragments, des expériences de 

RMN, de SPR, les agrégations in vitro et les expériences dans le modèle cellulaire de 

« seeding ») sont détaillés dans l’article « Inhibtion of Tau agregation by targeting its 

nucleation core with a Camelid heavy chain only antibody » (p132). 

 

Les protocoles de production, purification, de phosphorylation de la protéine Tau in 

vitro ainsi que son étude par RMN a fait l’objet d’une publication présentée ci-

dessous en annexe, intitulée « Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy for the 

Identification of Multiple Phosphorylations of Intrinsically Disordered Proteins » 

(p261). 

 

Dans cette partie est donc uniquement détaillée les protocoles des expérimentations 

ne faisant pour le moment pas l’objet d’une publication. 

A. Banque d’ADN plasmidique 

Afin de caractériser les VHHs dirigés contre Tau, nous avons réalisé différentes 

constructions plasmidiques résumées dans le tableau ci-dessous : 

 

Tau VHH 

pET-15b Tau2N4R/F245-368/F208-324  pHEN2 VHH-6His-3c-myc  

pEM-15 GFP-Tau-1N4R  pmCherry-N1 mCherry-VHH 

 

Les constructions plasmidiques pET-15b Tau2N4R, pET-15b F245-368, pET-15b F208-

324 ont été utilisées pour produire les formes recombinantes marquées 15N ou non 

de la protéine Tau 2N4R et de ses fragments. 

Les constructions plasmidiques pHEN2 VHH-6His-3c-Myc ont été utilisées pour 

produire les VHHs de manière recombinante. Le plasmide pHEN2 contient un 

peptide signal permettant l’adressage et le repliement des VHHs dans le périplasme 

des bactéries. 
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Les constructions plasmidiques pEM-15 GFP-Tau-1N4R pmCherry-N1 mCherry-VHH 

ont été utilisés dans des expériences en cellules N2A et HEK293 FRET (modèle de 

« seeding »). Le plasmide pEM15 contient un peptide signal permettant la 

relocalisation intracellulaire de la GFP au niveau de la membrane plasmique des 

cellules. 

B. Etude de l’expression intracellulaire des VHH dans la 

lignée cellulaire N2A 

Des cellules N2A (neuroblastomes murins) ont été déposées à une densité de 

100 000 cellules par puits dans une plaque 24 puits contenant des lamelles 

préalablement traitées avec une solution de « coating ».  Une fois que les cellules 

sont à 60% confluentes, elles sont transfectées avec les différentes constructions 

plasmidiques pEM-15 GFP-Tau-1N4R et/ou pmCherry-N1 F8-2. Les mix de 

transfections ont été réalisés avec du milieu DMEM (Gibco) contenant 250 ng de 

plasmide F8-2-mCherry et 750 ng de plasmide Tau-GFP et 1,5 µL de Lipofectamine 

2000 (Invitrogen) pour un volume total de 40 µL par puit. Les différents mix sont 

incubés pendant 20 minutes à température ambiante puis ajoutés aux cellules. Les 

cellules sont incubées pendant 24 heures puis elles sont rincées au PBS et post fixées 

avec du paraformaldéhyde (PAF) 4% pendant 20 minutes. Les cellules sont ensuite 

rincées avec du PBS, NH4Cl 50 nM et marquées avec du DAPI (1:5000) pendant 10 

minutes. Les lamelles sont montées sur des lames superfrost avec du milieu de 

montage DAKO (Agilent). Les clichés de microscopie de fluorescence ont été 

enregistrés avec un microscope confocal (LSM 710 Zeiss) en utilisant le logiciel Zen 

Black (Zeiss Microscope). 
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C. Etudes réalisées in vivo chez les souris THY-Tau30 et 

littermates 

i. Injections intrapéritonéales du VHH E4-1 c-Myc 

Le VHH E4-1 c-Myc, produit de façon recombinante, a été administré de manière 

intrapéritonéale et à trois concentrations différentes (0,375 mg/mL, 0,750 mg/mL, et 

1,5 mg/mL) dans des souris sauvages (lignée C57BL/6) homozygotes provenant du 

croisement des souris THY-Tau30. Les animaux ont reçu deux injections espacées de 

48 heures. Les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale 24 heures après la 

deuxième injection. Des dissections du rein et différentes structures du cerveau ont 

été réalisées afin de les analyser par western-blot. 

ii. Injections intra-crâniales  

Les injections stéréotaxiques du VHH E4-1 c-Myc (incubé préalablement dans du PBS 

pH 7.4), du VHH E4-1 c-Myc (incubé préalablement avec du lysat de cerveau 

Alzheimer), du lysat de cerveau Alzheimer (incubé préalablement avec du PBS), de 

vecteurs lentiviraux VHH anti-GFP et de vecteurs lentiviraux VHH Z70 ont été 

réalisées dans l’hippocampe de souris THY-Tau30 et littermates préalablement 

anesthésiées (ketamine 100 mg/kg, xylazine 10 mg/kg). Les injections ont été 

réalisées en utilisant une seringue Hamilton de 10 μL pour délivrer 2 μL de matériel à 

un débit de 0,2 μL par minute. Suite à l’injection, un temps d’attente de 5 minutes a 

été opéré afin de permettre la diffusion de la solution dans l’hippocampe. 

Les VHH E4-1 c-Myc incubé avec du PBS (2 μL, 7μg/μL), E4-1 c-Myc incubé avec du 

lysat Alzheimer (2 μL, 7μg/μL E4-1 c-Myc, 5,5μg/μL Lysat MA) et du lysat Alzheimer 

incubé avec du PBS (2 μL, 5,5μg/μL) ont été injectés de façon bilatérale dans 

l’hippocampe de souris THY-Tau30 âgées d’un mois. Les VHH E4-1 c-Myc incubé avec 

du PBS (2 μL, 7μg/μL) et E4-1 c-Myc incubé avec du lysat Alzheimer (2 μL, 7μg/μL E4-

1 c-Myc, 5,5μg/μL Lysat MA) ont été injectés de façon bilatérale dans l’hippocampe 

de souris littermates âgées d’un mois. Les injections ont été réalisées selon les  

coordonnées  suivants: Antéro-Postérieur: -2.5 mm; Media-Latéral: -1 mm, + 1 mm; 

Dorso-Ventral: -1.8 mm en bregma. Les souris sont anesthésiées puis sont perfusées 

intracardiaquement avec du sérum physiologique NaCl 0.9% puis du 
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paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes une heure, six heures ou 18 heures après 

l’injection. 

Les lentivirus VHH anti-GFP et VHH Z70 (2 μL, 200 ng/μL) ont été injectés de façon 

bilatérale dans l’hippocampe de souris THY-Tau30 âgées de trois mois. Deux 

semaines plus tard, du lysat Alzheimer ou du PBS ont été de nouveau injectés dans 

les mêmes souris (2 μL, 5,5μg/μL). Les injections ont été réalisées en suivant ces 

coordonnées : Antéro-Postérieur: -2.5 mm; Media-Latéral: -1,5 mm, + 1,5 mm; 

Dorso-Ventral: -1.5 mm en bregma. Les souris sont anesthésiées  puis sont perfusées 

intracardiaquement avec du sérum physiologique NaCl 0.9% puis du 

paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes un mois après la deuxième injection, à 

l’âge de quatre mois et demie 

iii. Immunofluorescence 

Suite à la perfusion intra-cardiaque au PAF (4%), les cerveaux sont disséqués puis 

post-fixés sur une nuit dans une solution de PAF à 4% à 4°C. Les cerveaux sont 

transférés dans une solution de sucrose 20% pendant 24 heures puis congelés dans 

l’isopentane et stockés à -80°C. Des coupes coronales (40 microns) sont réalisées 

avec un microtome cryostat. Les coupes sont conservées dans du PBS azide (0,2%) à 

4°C. Après lavage dans du PBS Triton (0,2%), les coupes sonttransférées dans une 

solution de saturation MOM (Mouse blocking reagent ; Vector Laboratories) pendant 

une heure puis incubées  avec l’anticorps primaire anti c-Myc (1:250, Thermofisher) 

sur la nuit à 4°C. Après lavages au PBS Triton (0,2%), les coupes sont incubées avec 

l’anticorps primaire Tau C-ter (1:1000, généré chez le lapin au laboratoire) sur la nuit 

à 4°C. Les coupes sont de nouveau rincées avec du PBS Triton (0,2%) puis incubées 

pendant une heure avec les anticorps secondaires anti-souris Alexa 488 nm (1:1000, 

fluorescence verte) et anti-lapin Alexa 568 nm (1 :1000, fluorescence rouge). Les 

coupes sont par la suite rincées au PBS puis montées sur des lames superfrost. Les 

lamelles sont montées sur les lames avec du Vectashield + DAPI (Vector 

Laboratories). Les clichés de microscopie de fluorescence ont été enregistrés avec un 

microscope confocal (LSM 710 Zeiss) en utilisant le logiciel Zen Black (Zeiss 

Microscope). 
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iv. Western-blot 

Les  structures cérébrales (hippocampe, régions sous corticales, cortex et cervelet) 

ainsi que le rein sont repris dans du PBS 1X contenant des inhibiteurs de protéases 

(Roche) puis potterisés. Après dosage au BCA (« bicinchonic acid assay »), les 

échantillons sont déposés (30 μg)  sur un gel 12% Bis-Tris Criterion (BioRad). Suite à 

la migration, les échantillons sont transférés sur une membrane de nitrocellulose de 

0,45 µm.  La membrane est ensuite incubée avec un tampon de saturation avec 5% 

de BSA puis incubée avec l’anticorps primaire anti c-Myc (1:250, Thermofisher) sur la 

nuit à 4°C. La membrane est rincée puis de nouveau incubée avec un anticorps 

secondaire anti-souris couplé à la HRP. La révélation est réalisée avec le réactif ECL 

(GE Healthcare) et les immunoempreintes sont obtenues en utilisant un Imager 600 

(GE Healthcare).  
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Abstract 

Tau pathology is a hallmark of Alzheimer’s disease and a family of related 

conditions called Tauopathies. The density of Tau lesions which, without fail, 

are made up of abnormally hyperphosphorylated protein directly correlates 

with the degree of cognitive impairment and preclinical studies have shown 

the therapeutic potential of targeting Tau pathology in experimental animal 

models. Currently, there is an increasing interest both in academia and in 

industry to understand Tau-based mechanisms and therapeutic strategies. 

Tau is the major microtubule associated protein of a normal neuron where it 

promotes the assembly of tubulin into microtubules and maintains their 

structure. In addition to the cell cytoplasm Tau is also known to exist in 

various cellular compartments where it is involved in different functions. This 

article reviews various functions of Tau beyond microtubule assembly, its role 

in Tau pathology in Alzheimer’s disease and related conditions, the seeding 

and the spread of Tau pathology and its potential as a therapeutic target. Also 

included in this article are current Tau immunotherapy approaches and 

human clinical trials and a discussion of the merits of active and passive Tau 

immunotherapies. 
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Introduction 

Alzheimer’s Disease 

Epidemiology 

Cerebral aging is a major public health problem in modern society. With 

improvement in modern medicine, especially increasing use of preventive care, the 

life span continues to increase. However, aging is the main risk factor for dementia 

and since life expectancy increases, the number of people with dementia is rising. 

Alzheimer’s disease (AD) is the biggest single cause of dementia in the elderly. At 

age 65, around 3% of people suffers from AD and  this prevalence doubles every five 

years thereafter, reaching almost 50% at age 85. Alzheimer’s Disease International 

estimates that there were 46.8 million people worldwide living with dementia in 2015 

and this number will reach 131.5 million in 2050, unless a treatment to prevent, 

inhibit or cure this disease is found (Prince et al. 2016). The magnitude of this 

problem has also created an enormous economic burden to the society. The total 

estimated worldwide cost of dementia is US$818 billion, and it will become a trillion 

dollars disease by 2018. 

Histopathology 

AD is neuropathologically characterized by the extracellular deposition of beta 

amyloid in the brain parenchyma and in the cerebral blood vessels and by 

intraneuronal accumulation of paired helical filaments in neuronal cell body as 

neurofibrillary tangles, in neurites as neuropil threads and in dystrophic neurites that 

surround the amyloid plaque core. The density of the neurofibrillary pathology but not 

the beta amyloid correlates with the clinical phenotype of the dementia (Alafuzoff et 

al. 1987; Grundke-Iqbal et al. 1986; Arriagada et al. 1992). This has been recently 

confirmed with PET Tau tracers (Maass et al. 2017). In fact, ~30% of normal aged 
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people have as many beta amyloid plaques in their brains as in typical cases of AD. 

The plaques in normal aged cases lack the dystrophic neurites with neurofibrillary 

pathology surrounding the beta amyloid plaque core. 

AD paired helical filaments are made up of microtubule associated protein Tau (Brion 

et al. 1985; Delacourte and Defossez 1986) in an abnormally hyperphosphorylated 

state (Grundke-Iqbal et al. 1986). Tau protein is encoded by a single gene MAPT 

which lies in chromosome 17. Tau protein is expressed in mature human brain in six 

isoforms generated by alternative splicing of its pre-mRNA (M. Goedert et al. 1989). 

These six isoforms are generated by splicing of exon 10 that codes for microtubule 

binding repeat (R) 2 and exons 2 and 3 which code for amino-terminal inserts 1 and 2, 

respectively. In normal human brain the 3R and 4R Tau occur in 1:1 ratio. 

Tau Pathology 

 Tau pathology, which in addition to AD, is a hallmark of a family of 

neurodegenerative diseases, called Tauopathies is, without any exception, made up of 

the hyperphosphorylated protein (Grundke-Iqbal et al. 1986). Unlike in AD and adults 

with Down’s syndrome, which are characterized by the presence of both beta amyloid 

plaques and neurofibrillary tangles, Tauopathies [which include fronto-temporal lobar 

degeneration (Maria Grazia Spillantini et al. 1998), primary age-related Tauopathy, 

PART (Crary et al. 2014; Charles Duyckaerts et al. 2015), progressive supranuclear 

palsy (Boxer et al. 2017), corticobasal degeneration, Pick’s disease (Buée Scherrer et 

al. 1996), argyrophilic grain disease, postencephalitic parkinsonism (Hof et al. 1992; 

Buée-Scherrer et al. 1997) and Guam Parkinsonism dementia complex] (Hof et al. 

1994; Buée-Scherrer et al. 1995) show Tau pathology in the absence of beta amyloid 

pathology. In fact, in some Tauopathies this ratio is altered, e.g. while progressive 

supranuclear palsy and corticobasal degeneration are mostly 4R Tauopathies (N. 
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Sergeant, Wattez, and Delacourte 1999), Pick’s bodies are made of only 3R Tau in 

Pick’s disease (Buée Scherrer et al. 1996). Mutations in Tau gene that alter the 1:1 

ratio of 3R and 4R cause Tauopathy. Several missense mutations in MAPT/Tau cause 

fronto-temporal lobar degeneration (M. G. Spillantini, Bird, and Ghetti 1998; Maria 

Grazia Spillantini et al. 1998). Independent of the etiology whether disease is caused 

by a Tau mutation as in familial cases of Tauopathies or no Tau mutation as in AD, 

Tau pathology is made up of the hyperphosphorylated protein. Thus, Tau pathology 

can be both primary as in familial cases of fronto-temporal lobar degeneration and 

secondary as in AD. However, in both cases Tau pathology is strongly linked to 

cognitive impairment and hence a potential therapeutic target. Mechanisms of Tau 

pathology, especially involving hyperphosphorylation and truncation of Tau have 

been the subject of several recent review articles (Maria Grazia Spillantini and 

Goedert 2013; Khalid Iqbal, Liu, and Gong 2016; Y. Wang and Mandelkow 2016; 

Holtzman et al. 2016). In this article, we review various functions of Tau that could be 

compromised in AD and related Tauopathies, possible therapeutic strategies and their 

pros and cons, especially of Tau immunotherapy which is at present a major focus of 

the field.  

Various functions of Tau 

Tau is now well known as a microtubule-associated protein in neurons (Weingarten et 

al. 1975; Cleveland, Hwo, and Kirschner 1977; Drechsel et al. 1992; Trinczek et al. 

1995). However, Tau presents various functions, depending on its localization inside 

and outside neurons, and these functions are altered under pathophysiological states 

(Figure 1). Tau is widely subject to post-translational modifications such as 

phosphorylation, acetylation, methylation, isomerization, glycation, nitration, 

ubiquitination, sumoylation, O-N- acetyl-gluco-aminylation (O-Glc-Nac) and 
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truncation. Some of them, for instance truncation, glycation and polyamination exist 

under pathological states only while others, such as hyperphosphorylation, 

glycosylation and nitration, which are fundamental for physiological functions of Tau, 

are deregulated in Tauopathies. In fact, in Tauopathies, Tau proteins are hyper and 

abnormally phosphorylated, and could have role in their aggregation (A. Alonso et al. 

2001; F. Liu et al. 2007). These modifications induce changes of Tau functions. 

Indeed, it leads to somatodendritic relocalization of Tau (Tashiro et al. 1997; X. Li et 

al. 2011), destabilization of microtubule network  (A. C. Alonso et al. 1994; B. Li et 

al. 2007), axonal transport deficits (Cuchillo-Ibanez et al. 2008) and breakdown of 

neuronal polarity (X. Li et al. 2011). Synaptic dysfunctions are also identified as 

axonal transport deficits, perturbations of recruitments of mitochondria to synapses, 

synapse depotentiation and spine collapse (Spires-Jones and Hyman 2014). Tau 

deficiency alters synaptic plasticity, suggesting its potential role in memory 

mechanism (Ahmed et al. 2014). 
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Figure 1 : Various functions of Tau. Besides stabilization of microtubules, Tau is 

implicated in following functions: synaptic activity (signalling pathways, synaptic 

transmission, vesicular release), nuclear stability (DNA protection and 

heterochromatin stability), metabolism (insulin response and mitochondria trafficking) 

and extracellular functions still to be uncovered. In pathological conditions, there is an 

alteration of these functions that could explain many of the deficits observed in 

human Tauopathies and their animal models. 

 

Tau as cytosolic MAP 

Microtubule Associated Protein (MAP) Tau was first identified from porcine brain 

extracts as an essential factor for assembling microtubules in 1975 (Weingarten et al. 

1975; Witman et al. 1976). It is interesting to note that  Tau was isolated from 

Alzheimer neurofibrillary tangles as a PHF protein in 1974 (K. Iqbal et al. 1974) and 

it was not till 1986 it was shown that the PHF protein and the microtubule associated 

protein Tau were one and the same (Grundke-Iqbal et al. 1986).  
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Microtubules are present in all cell types but are described as being particularly stable 

in neurons (Seitz-Tutter, Langford, and Weiss 1988). In fact, neurons are highly 

differentiated cells and microtubules are critical to the axon as they are required for 

axoplasmic transport; microtubules enable axons to retract and expand to create 

neural circuits (K. M. Yamada, Spooner, and Wessells 1970). Tau can bind to the 

outside (Santarella et al. 2004), and inside of microtubules (Kar et al. 2003). This 

ability to bind microtubules depends on the C-terminal region of Tau named 

Microtubule Binding Domain (MBD) (Gustke et al. 1994). This region contains three 

(3R isoforms) or four (4R isoforms) repeating units named R1, R2, R3 and R4 

corresponding to highly conserved sequences of the MAP (M. Goedert et al. 1989). 

These motifs are directly involved in the Tau binding to microtubules (Goode et al. 

1997; Kolarova et al. 2012) and separated by  inter-repeats,  iR1, iR2 and iR3, which 

also play a role in microtubule binding affinity (Goode and Feinstein, J. Cell. Biol., 

1994). In fact, it has been shown that the absence of iR1 decreases the affinity of Tau 

for microtubules. Probably because of an extra iR, the 4R isoforms show a greater 

affinity for microtubules than the 3R isoforms (Panda et al. 2003). This binding 

mechanism remains unclear but the studies show ionic binding, the repeating units are 

positively charged whereas the microtubules are negatively charged (Jho et al. 2010; 

Kadavath et al. 2015). Because, the N-terminal part of Tau is charged negatively, it’s 

not able to bind microtubules but it’s involved in the spacing between microtubules 

(Frappier et al. 1994) and consequently regulates the axonal diameter (Boyne et al. 

1995).  

Numerous in vitro and in cells mechanistic studies have shown that Tau increases the 

rate of microtubule polymerization (Witman et al. 1976). Indeed, the length of 

polymerization of an isolated microtubule is nine times higher when Tau is present 
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(Drechsel et al. 1992). Thus, Tau protein is directly involved in the microtubular 

dynamic and a deregulation leads to various cellular consequences. Cleaveland’s 

work in 1977 shows that Tau may be phosphorylated (Cleveland, Hwo, and Kirschner 

1977) and the phosphorylation can play a role in Tau functions notably in the 

microtubule dynamic. Early studies have shown that in its non-hyperphosphorylated 

form, Tau promotes polymerization of tubulin into microtubules better than when it is 

hyperphosphorylated (Lindwall and Cole 1984; A. C. Alonso et al. 1994). 

Subsequently, Tau phosphorylation sites involved in microtubule binding could be 

identified. Indeed, the phosphorylation of  Ser262, Ser293, Ser324 and Ser356 

residues located in the repeat units results in inhibition of the Tau binding to 

microtubules (Biernat et al. 1993; Drewes et al. 1995, 1997; Fischer et al. 2009).  

Thr231 and Ser235 residues located in the proline rich domain, which when 

phosphorylated result in a decrease in Tau affinity for microtubules (Sengupta et al. 

1998; Hamdane et al. 2003; Cho and Johnson 2004). Indeed, phosphorylation 

neutralizes the positive charge of C-terminal part of Tau, alters the conformation and 

leads to the detachment of Tau from microtubules. In pathological conditions as in 

Tauopathies, the association of Tau with microtubules is disrupted because Tau is 

abnormally hyperphosphorylated (Grundke-Iqbal et al. 1986; K. Iqbal et al. 1986; Jho 

et al. 2010). 

 

Tau as a nuclear protein 

Since almost thirty years, Tau protein is also known to localise in nucleus where it 

plays many unclear roles (Metuzals et al. 1988; Loomis et al. 1990). Nuclear Tau 

protein has been reported in a large variety of cells including neuronal and no 

neuronal cells in rodent or primate cell lines and also in mouse and human brains 
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(Maina, Al-Hilaly, and Serpell 2016). The major Tau isoform which localises in the 

nucleus is 1N4R although other Tau isoforms are also present (C. Liu and Götz 2013). 

Nuclear Tau is essentially non-phosphorylated but the existence of both 

phosphorylated and non-phosphorylated Tau has been reported in the nucleus (Guo, 

Noble, and Hanger 2017). After hyperthermic stress, cytoplasmic dephosphorylated 

Tau translocates to the nucleus suggesting that Tau phosphorylation state could 

mediate its shuttling between these two compartments (A. D. Alonso et al. 2010; 

Sultan et al. 2011). Tau is also located in the nucleolus where it is involved in the 

processing of ribosomal RNA. Indeed, a loss of Tau induces a decrease of ribosomal 

RNA synthesis and also affects ribosomal DNA stability (Bou Samra et al. 2017).  

In vitro studies have shown that purified Tau can bind nuclear DNA (Hua and He 

2003; Y. Wei et al. 2008). The protein domains involved in the interaction between 

Tau and DNA have been characterized in several studies and shown that Tau binds to 

the AT-rich minor groove of DNA through its proline-rich and microtubule binding 

domains (Qi et al. 2015; Rossi et al. 2013). Other studies demonstrate that Tau 

specifically binds to, AT-rich pericentromeric satellite DNA sequences (Sjoberg 

2006). Tau displays many phosphorylated sites in this location and reports indicate 

that Tau-DNA interaction is strongly reduced when Tau is phosphorylated (Qi et al. 

2015). Studies performed in Tau-deficient mice (KO-Tau) have revealed that Tau 

plays a major role in DNA and RNA protection under physiological and hyperthermic 

conditions (Sultan et al. 2011; Violet et al. 2014). Interestingly, hyperphosphorylation 

of Tau prevents its protecting effect of DNA from damages in N2A cell lines (Lu et al. 

2013) and in the brain of a mouse model of Tauopathies (Thy-Tau22). In this Thy-

Tau22 mouse model, hyperthermia-induced Tau oligomers correlate with 

accumulation of nucleic acid damage. It seems that Tau oligomerization process 
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prevents DNA protective function of soluble Tau monomers (Violet et al. 2015). A 

recent study in HEK293 cells has demonstrated that hyperphosphorylation of nuclear 

Tau at Thr205  activates the Ca2+/CaMKIV pathway which aggravates, in turn, Tau 

phosphorylation and thus leads to neurodegeneration (Y. P. Wei et al. 2018). 

The involvement of nuclear Tau in the regulation of gene expression is still unclear. 

Few micro array studies have shown differences in transcripts between wild type and 

KO-Tau mice (Oyama et al. 2004). A study reported the involvement of Tau in BAF-

57 expression which is a protein of the chromatin remodeling SWI/SNF complex 

(Gómez de Barreda et al. 2010). Tau can bind to the histone deactylase HDAC6, a 

cytosolic enzyme which is involved in tubulin-deacetylase. This Tau-HDAC6 

interaction leads to the inhibition of the latter and thus to the acetylation of its targets 

(Perez et al. 2009). Likewise due to its ability to bind HDAC6 in cytosol, nuclear Tau 

could also regulate histone acetylase/deactylase activity and thus modify the 

expression of genes. Furthermore, the effect of nuclear Tau on gene expression could 

be direct through DNA interaction or indirect through the interaction of Tau with 

proteins involved in gene expression regulation. 

In nucleus Tau binds to and colocalizes with pericentromeric heterochromatin (PCH), 

a highly repeated major satellite DNA sequence rich in histone 3 trimethylated on 

lysine 9 (H3K9me3) and heterochromatin protein 1 alpha (HP1alpha), in primary 

neuronal cultures from wild-type mice (Mansuroglu et al. 2016). Interestingly, in 

neurons of Tau deficient mice the distribution of H3K9me3 and HP1alpha is disrupted, 

demonstrating a new physiological function of Tau regulating neuronal PCH integrity 

which is impaired in AD (Mansuroglu et al. 2016). Importantly, several studies 

demonstrated alteration of epigenetic markers in AD such as, cytoplasmic 

accumulation of histone 3 trimethylation on lysine 4 (H3K4me3) in human brain AD 
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(Mastroeni et al. 2015). Alterations of these epigenetic markers are associated with 

heterochromatin loss in Tau transgenic drosophila and human AD establishing this 

phenomenon as a toxic effector of Tau-induced neurodegeneration. Heterochromatin 

relaxation allows the aberrant expression of genes that are heterochromatically 

silenced and could lead to neurodegeneration (Frost et al. 2014). Dysregulated genes 

related to Tau induced neurodegeneration are potential targets for Tau-based therapies.  

Tau as membrane/synaptic protein 

Biochemical analysis showed that there is at least as much Tau in the human cerebral 

gray matter as in the underlying white matter (Khatoon, Grundke-Iqbal, and Iqbal 

1994). However,Tau immunohistochemically Tau is seen mainly distributed in the 

axonal compartment of adult neurons, but during pathological events, as in AD, is 

relocalized in the somato dendritic compartment which can lead to synaptic 

impairment (Hoover et al. 2010). Even if there is less Tau in dendrites, 70% of 

postsynaptic membranes are positively stained for Tau (Tai et al. 2012), which 

suggest a role in the synaptic transmission. Tau pathology correlates with cognitive 

deficit/synaptic impairment, thus emphasizing the importance of Tau for synaptic 

function and cognition (Braak and Braak 1991; C. Duyckaerts et al. 1997; Grober et al. 

1999). Additionally, Tau mRNA is found in the dendritic spines (Malmqvist, Anthony, 

and Gallo 2014). There are several isoforms  of Tau in neurons.  Post-translational 

changes are also potent modifiers of Tau localization, as for example 

hyperphosphorylated Tau tends to relocalize in the somatodendritic compartment 

(Hoover et al. 2010; Tashiro et al. 1997). One hypothesis to explain this relocalisation 

would be the existence of a diffusion barrier that prevents Tau from entering 

somatodendritic compartment of mature and healthy neurons (X. Li et al. 2011). In 

pathological condition, where Tau is found hyperphosphorylated, Tau is detached 
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from microtubules and can diffuse to the somatodendritic compartment (Zempel et al. 

2010, 201). Furthermore, there is evidence that suggests an activity-dependant 

transfer of Tau from presynaptic to postsynaptic compartment (Pooler et al. 2013; 

Sokolow et al. 2015; K. Yamada et al. 2014). 

Tau function is closely related to its phosphorylation state. Phosphorylation of Tau is 

dependant of kinase activity, and it is interesting to note that two of the main kinases 

of Tau, namely GSK3beta and p38 MAPK, are found located in the post-synaptic 

compartment (E. M. Mandelkow et al. 1992). For example, the phosphorylation of 

Tau at Ser 396Tau is critical for the induction of long term depotentiation (LTD), a 

critical process for memory (Regan et al. 2015) and both GSK3beta and p38 MAPK 

can phosphorylate Tauat this site (Nicolas Sergeant et al. 2008). The required function 

of Tau for LTD was confirmed using Tau deficient mouse model that showed a 

selective impairment of LTD in hippocampus (Kimura et al. 2014). One possible 

mechanism resides in the interaction between Tau and the AMPA receptor subunit 

GluA2 that is necessary for LTD induction (Yagishita et al. 2015) and the ability for 

Tau to regulate AMPAR trafficking in the post-synaptic membrane (Suzuki and 

Kimura 2017).  Additionally, Tau interaction with the Src Kinase Fyn modulate the 

membrane stability of the NR2B subunit of NMDAR, another critical component for 

synaptic plasticity and memory (Ittner et al. 2010; Mondragón-Rodríguez et al. 2012). 

Tau has also been linked to the main neurotrophic factor in the brain, the BDNF, as 

Tau is necessary for the increase of spine density induced by BDNF (Q. Chen et al. 

2012) and Tau deletion result in a loss of synaptic mass possibly due to an impairment 

of BDNF signaling (Burnouf et al. 2013; Jiao et al. 2016). Several studies show that 

there is a synaptic hyperphosphorylation of Tau (Muntané et al. 2008; Takahashi et al. 

2010) and that Tau is required for synaptic impairment induced by beta amyloid 



218 
 

peptide, as Tau deletion prevents amyloid toxicity (Rapoport et al. 2002; Roberson et 

al. 2007; Shipton et al. 2011). 

Spatio-temporal evolution of Tau pathology, as hyperphosphorylation and 

aggregation  is well correlated with the cognitive deficits, known as Braak Stages in 

AD (Braak and Braak 1991). As Tau function is critically linked to its 

phosphorylation state, one can assume that the abnormal hyperphosphorylation of Tau 

during disease can have 2 effects : a loss-of-function or a toxic gain-of-function. This 

mechanism could explain the possible link between Tau pathology and cognitive 

deficit. For instance, the well described interaction between Tau and Fyn, regulating 

NMDAR stability, is found decreased when Tau is hyperphosphorylated (Lau et al. 

2016). Phosphorylation of Tau at Ser396 and Ser404Tau is  correlated with a loss of 

synaptic markers and a reduction of dendritic spines (Pinheiro et al. 2016; Muntané et 

al. 2008). Other post translational modifications should not be discarded, as for 

example abnormal acetylation of Tau on Lys274 and Lys281, as foundin AD, can  

impair AMPAR trafficking and LTP (long term potentiation) (Tracy et al. 2016). 

Altogether, several studies show a critical role for Tau in synaptic function, and 

provide new evidence that those pathological changes of Tau results in synaptic 

impairment which translates into cognitive deficits. 

 

Tau as mediator of metabolism 

Brain hypometabolism and Tau phosphorylation 

The maintenance of energy metabolism is a crucial process for all living cells. 

Metabolic alterations are an early event in neurodegenerative disorders including 

Tauopathies. Indeed, defects in energy metabolism, mitochondrial dysfunctions and 

oxidative stress are commonly described in these disorders. Increasing number of 
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studies show interrelation between alteration in metabolic control, mitochondrial 

dysfunction and hyperphosphorylation of Tau protein. 

Glucose is the main source of energy in the brain, in particular for neurons that need a 

continuous supply of energy for the maintenance of their functions (Auer and Siesjö 

1993). Therefore, any changes in glucose availability could have harmful effects for 

brain functions. Defects in energy metabolism are observed in several Tauopathies 

including AD, frontotemporal dementia (FTD), progressive supranuclear palsy (PSP) 

and corticobasal dementia (CBD) (Mosconi, Pupi, and De Leon 2008). Indeed, 

positron emission tomography (PET) imaging performed in patients affected by these 

diseases reveals that in restricted brain areas, including parietotemporal and 

frontotemporal regions and prefrontal cortex, there is a strong reduction of glucose 

utilization compared to that in aged-matched healthy persons (Mosconi, Pupi, and De 

Leon 2008; Teune et al. 2010). Recent studies showed that glucose deprivation 

induces in neuronal cells an increase of Tau phosphorylation, mediated by the 

activation of P38MAPK pathway (Elisabetta Lauretti and Praticò 2015), and in a h-

Tau mouse model it produces  learning and memory impairments (E. Lauretti et al. 

2017). Additionally, it has been also demonstrated that the decrease of metabolic rate 

observed in a model of hibernating animal triggers PHF-like hyper-phosphorylation of 

Tau (Planel 2004; Arendt, Stieler, and Holzer 2015). However, in this model, Tau 

phosphorylation is fully reversible after arousal, suggesting that phosphorylation of 

Tau protein during hypometabolic state could represent a physiological adaptation 

with protective functions which is lost if the hypometabolism persists (Arendt, Stieler, 

and Holzer 2015). 

Tau and insulin  
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At present, several studies showed a correlation between type 2 diabetes and the 

development of neurodegenerative diseases, such AD (Ott et al. 1999; Ho et al. 2004; 

Jimenez-Palomares et al. 2012). Additional studies show the interrelation between 

brain insulin signaling and neuronal plasticity in neuronal cells as well as in vivo 

(Wan et al. 1997; Chiu, Chen, and Cline 2008). However, the link between Tau 

functionality and the insulin signalling is still to be deciphered. 

A recent study uncovered that Tau is necessary for normal insulin response in the 

brain (Marciniak et al. 2017). The abrogation of Tau expression, in a Tau knockout 

mouse model, impairs the long-term depression (LTD) induced by insulin in 

hippocampus, as well as the anorexigenic effect of insulin in hypothalamus. The 

hypothesis is that PTEN (phosphatase and tensin homologue on chromosome 10), an 

inhibitor of the PI3K-Akt pathway of the insulin receptor, physiologically binds Tau 

protein, abrogating its function. Therefore,  the loss of function of Tau, as in 

Tauopathies, prevents the binding between Tau and PTEN, thus inducing a brain 

insulin resistance. 

Tau and adenosine metabolism 

In the past decades, several studies showed a possible protective effect of caffeine 

consumption towards Alzheimer's disease and others dementia (Flaten et al. 2014, 

Cellai et al. in press). Caffeine acts in the brain as a non specific antagonist of 

adenosine receptor, and it has been shown in Tau mouse model (THY-Tau22) that 

caffeine consumption prevents hyperphosphorylation of tau and related memory 

deficits, linking adenosine metabolism and tau pathology (Laurent et al. 2014). 

Following this results, our team showed that this beneficial effect of caffeine towards 

tau was linked to the blockade of the adenosine A2A receptor (Laurent et al. 2016). 

This is particularly interesting as A2AR is found overexpressed during AD (Albasanz 
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et al. 2008; Temido-Ferreira et al. 2018) and correlated with tau pathology 

progression in the brain (braak stages) (Orr et al. 2015). In light of these results, due 

to beneficial effect of the blockade of a2a receptors for the pathophsysiological 

development of tau, adenosinergic  pathway should be consider for the clinical point 

of view as a potential therapeutic target (Cellai et al. in press).  

Mitochondrial dysfunctions and Tau alterations: who come first? 

Mitochondria are the power plants of neuronal cells, providing most of the ATP 

required for both the survival and functionality of neurons, as well in regulating the 

production of reactive oxygen species (ROS) and the signaling of cell apoptosis. 

During synaptic activation, mitochondria are of central importance for buffering Ca2+ 

influx (Werth and Thayer 1994), and supplying the ATP required for neuronal 

transmission, vesicle release, neurotransmitter recycling and re-establishment of ion 

gradient across the post-synaptic membrane (Attwell and Laughlin 2001). In neural 

cells mitochondria can be stationary, docked in regions requiring a constant provision 

of metabolic ATP such as synaptic terminals and dendritic spines (Kang et al. 2008; 

Sun et al. 2013). Alternatively, mitochondria are transported within the axon and 

dendrites along the microtubule binaries of the cells, to provide metabolic energy and 

accomplish Ca2+ buffering functions. Mitochondrial anterograde transport is 

mediated by the kinesin-1 motors (KIF5), while anterograde trafficking is dependent 

on the cytoplasmatic dynein motors (Pilling et al. 2006; Saxton and Hollenbeck 2012; 

Ruthel and Hollenbeck 2003). To maintain their functionality, distribution, size and 

morphology, mitochondria undergo fusion, fission and mitophagy. In mammalian 

cells. Mitochondrial fusion is mediated by three proteins: mitofusin1 and 2 (Mfn1, 

Mfn2), which are located in the outer mitochondrial membrane, and OPA1, in the 

internal mitochondria membrane (IMM) (H. Chen et al. 2003; Cipolat et al. 2004). 
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Fission, instead, is induced by the cytoplasmatic dynamin-related protein 1 (Drp1) 

(Frank et al. 2001). Mitophagy is a quality control system by which dysfunctional 

mitochondria are degraded and eliminated (Youle and Narendra 2011). This process is 

principally mediated by the activity of PINK1 and the E3 ubiquitin-protein ligase, that 

binds and ubiquinates abnormal mitochondria, respectively and recruit them for 

auophagosome-dependent degradation (D. Narendra et al. 2008; D. P. Narendra et al. 

2010; Ziviani, Tao, and Whitworth 2010). 

Dysfunctional and mislocalized mitochondria are considered as a common hallmark 

of several neurodegenerative diseases, including AD and Tauopathies (David et al. 

2005; De Vos et al. 2008). Several studies show a correlation between Tau and the 

functionality, localization and dynamics of mitochondria. A recent study showed that 

in neuronal cells, decrease in ATP availability, induced by reduction of mitochondrial 

oxidative respiration, associates with alteration in the level, distribution, 

phosphorylation and aggregation of Tau protein. Treatment of primary rat striatal 

neurons with annonacin, MPP+ or NP-3, three inhibitors targeting specific 

mitochondrial respiratory complexes, causes a redistribution of Tau protein from the 

axon to the cell body and  an increase in phosphorylation and level of Tau. Similarly, 

injection of annonacin and rotenone, an inhibitor of the respiratory complex I, induces 

redistribution, phosphorylation, accumulation and aggregation of Tau protein in 

neuronal cells in rodent brain (Escobar-Khondiker et al. 2007; E. S. Yamada et al. 

2014; Höllerhage et al. 2009; Höglinger et al. 2005), suggesting that aberrant 

mitochondrial function associates with alteration of Tau protein functionality. 

Correlation between mitochondria and Tau is not unidirectional: Tau indeed has been 

described to affect mitochondrial trafficking, dynamics and degradation. 
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Mitochondria are trafficked within neuronal cells along microtubules, the  stability of 

which is dependent on Tau phosphorylation (Eva Maria Mandelkow et al. 2004; 

Tatebayashi et al. 2004). In neurons from mouse models of Tauopathy and AD, 

mislocalization of Tau  disrupts mitochondrial trafficking, thus eventually affecting 

the distribution and supply of energy in neuronal cells (Zempel and Mandelkow 2015; 

Kopeikina et al. 2011). Additionally, neurons from Tau P301L knock-in mice, where 

a hypophosphorylation of Tau is reported, present a reduction in the number of axonal 

mitochondria (Rodríguez-Martín et al. 2016).  

Recent studies show that phosphorylated Tau protein promotes mitochondrial 

fragmentation by interacting with Drp1, therefore causing mitochondrial deficiency 

and death of neurons (Manczak and Reddy 2012; Kandimalla et al. 2016). 

Overexpression of wild-type Tau protein has been shown to upregulate mitochondrial 

fusion, causing the accumulation of longer mitochondria and deficits in mitophagy by 

impairing the binding of PINK1/Parkin to mitochondria (Y. Hu et al. 2016; X.-C. Li 

et al. 2016). 

In neuronal metabolism, metabolic energy regulation and Tau phosphorylation are 

strictly and reciprocally connected. However the dilemma of “who comes first” in the 

pathogenesis of Tauopathies and AD is still unknown and further investigations are 

required to find  answers. 

 

AMPK not only a metabolic regulator 

Besides these early events, Tauopathies are also characterized by a deregulation of the 

metabolic sensor, AMP-activated protein kinase (AMPK). AMPK is a 

serine/threonine kinase which is abundantly expressed in brain neurons. AMPK is a 

heterotrimer which contains a catalytic subunit (α) and two regulatory subunits (β and 
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γ). Once activated, AMPK restores intracellular energy balance by stimulating ATP-

producing pathways, by acting on glycolysis, mitochondria biogenesis, and inhibits 

anabolic ATP-consuming pathways, such as protein synthesis (Carling 2004). It has 

been shown that AMPK is deregulated in AD and in other Tauopathies where it co-

localizes with hyper-phosphorylated Tau in pre-tangle and tangle-bearing neurons 

(Vingtdeux et al. 2011). In vitro studies using recombinant protein and in vivo studies 

showed that AMPK could phosphorylate Tau protein at several epitopes including 

Ser262, Thr231, Ser356 and Ser396/404 (Domise et al. 2016; Thornton et al. 2011; J. Z. 

Wang, Grundke-Iqbal, and Iqbal 2007). Moreover, recent studies revealed that a 

deficiency of AMPK reduces Tau pathology in the PS19 mouse model suggesting that 

AMPK could regulate Tau pathology (Domise et al. 2016).  

Overall, these studies suggest that alteration of metabolic alteration, as well as AMPK 

activity could represent a potential target for therapeutic approach in the very early 

pathological phase of AD and Tauopathies. 

Dysfunctions in the mitochondrial organelles, in particular reduction in oxidative 

respiration, has been described to alter Tau aggregation and localization in neuronal 

cells. However, alteration in Tau functionality has been associated to abnormality in 

mitochondrial trafficking, dynamics, such as mitochondrial fission and fusion, and 

with altered mitophagy. Alteration in neuronal metabolism is associated with several 

neurodegenerative diseases. AMP activated protein kinase (AMPK) is not only an 

intracellular energy sensor and regulator, but it also found overactivated in 

degenerating neurons.  

Tau as a prion-like protein 

In prion disorders, prion protein aggregates spread across the brain through an 

intercellular propagation. Once entered in healthy cells, these pathological aggregates 
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induce conformational changes and aggregation of physiological prion proteins 

(Fraser 2014).  

The prion-like transmission was implicated  in 1978 when treatment of fetal human 

primary neuronal cultures with extract from an AD brain was found to induce  

Alzheimer’s like PHF (De Boni and Crapper 1978). Later, hyperphosphorylated, 

mutated and truncated Tau proteins were shown to template normal Tau in a prion-

like fashion (A. C. Alonso, Grundke-Iqbal, and Iqbal 1996; Clavaguera et al. 2009; 

Holmes and Diamond 2014; Sanders et al. 2014; W. Hu et al. 2016). Injection of brain 

extracts from P301L transgenic mice or AD cases in the brains of mice over-

expressing wild-Type Tau results in the appearance of Tau aggregation at the 

injection site and in distant and neuro-connected brain regions which suggest an 

intercellular and trans-synaptic spread of Tau pathology (Clavaguera et al. 2009, 2013; 

W. Hu et al. 2016; C. Dai et al. 2018). In Tau transgenic mice expressing the P301L 

Tau protein in the entorhinal cortex, Tau aggregation and synaptic degeneration was 

found in proximal brain regions: the CA1 region of hippocampus and granule cells of 

the dentate gyrus where the Tau transgene wasn’t expressed. These observations 

reflect the ability of P301L misfolded Tau to induce aggregation of both Tau 

transgene and endogenous wild-type Tau which suggest the existence of “trans-

cellular” propagation pathways (de Calignon et al. 2012; L. Liu et al. 2012; Dujardin 

et al. 2014). 

In vitro studies brings further evidence in support on this potential Tau trans-synaptic 

propagation by demonstrating that the physical presence of synaptic contacts between 

neurons facilitate Tau pathology propagation (Calafate et al. 2015). Once injected in 

the hippocampus of transgenic mice overexpressing human Tau, AD 

hyperphosphorylated Tau is taken up by proximal neurons, induces seeding of human 
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Tau and is axonally transported in connected regions in a prion-like manner. This 

finding suggests a random spread of Tau pathology by proximity (W. Hu et al. 2016). 

Indeed, Tau seeds could be released from dying and damaged neurons and then taken 

up by unaffected cells in proximity. Such a mechanism might be one of the sources of 

the spread of Tau pathology and amenable to immunotherapy. Most of the Tau is 

secreted from neuronal plasma membrane by unconventional protein secretion (UPS) 

mechanism upon its detachment from microtubules due to hyperphosphorylation and 

is taken up by the recipient neurons from the extracellular space at random 

(Katsinelos et al. 2018). 

In physiological conditions and under the influence of neuronal activity, Tau protein 

is released by neurons in a non-vesicular and unconventional way (Pooler et al. 2013; 

Wu et al. 2016; K. Yamada et al. 2014; Katsinelos et al. 2018). Tau release can also 

be mediated by exosomes (Saman et al. 2012; K. Yamada et al. 2014). Although this 

vesicular release of Tau represents only a small percentage of the extracellular Tau 

(Dujardin et al. 2014; Saman et al. 2012), a recent study showed that this exosomal 

Tau could play an important role in Tau propagation. Indeed, thanks to an adeno-

associated virus-based model of Tau propagation, it was shown that depleting 

microglia or inhibit exosome synthesis dramatically suppress the propagation of Tau 

in vivo (Asai et al. 2015). Tunnelling nanotubes have also been identified as another 

mechanism for Tau aggregates transmission and interestingly exposure to exogenous 

Tau seems to increase the number of these tunnelling structures (Tardivel et al. 2016). 

Tau release from neurons can also be due to CSPα -dependent exocytosis, a co-

chaperone dysregulated in AD (Tiwari et al. 2015). 

Regarding the uptake of aggregated Tau by adjacent and connected neurons, it has 

been shown that low molecular weight aggregates and short fibrils of recombinant 
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Tau can be internalised by endocytosis. Indeed, the blocking of this Tau 

internalisation way by inhibiting dynamin reduces the propagation of Tau pathology 

(Wu et al. 2013). 

In cultured cells and primary neurons, extracellular Tau has been shown to bind 

heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) and thereby enter into cells by 

micropinocytosis (Holmes et al. 2013). Interestingly, HSPGs have been previously 

linked to prion protein (Snow et al. 1990). Thus, preventing prion seeds from binding 

HSPGs present at the cell surface may be a good way to slow down the progression of 

neurodegenerative diseases. This approach has been tried for prion disease with 

pentosan polysulfate which proved to be highly effective at inhibiting PrPSc formation 

both in vitro and in rodent models (Tsuboi, Doh-Ura, and Yamada 2009). This 

compound has also been tested in humans with Creutzfeldt-Jakob Disease and even it 

didn’t halt progressive deterioration of the brain, it seems to prolong the survival of 

these patients (Holmes and Diamond 2014; Tsuboi, Doh-Ura, and Yamada 2009). 

Certain Tau modifications, such as truncation appears to enhance Tau ability to 

aggregate and propagate between cells. Indeed some truncated Tau, such as Tau243–441 

(Tau-CTF24) showed higher propensity for aggregation, higher efficiency for 

propagation as well as faster and greater cell binding than aggregated full-length Tau 

(Matsumoto et al. 2015). These observations suggest that Tau truncation enhances its 

prion-like propagation and likely contributes to neurodegeneration. 

Because of their exclusive ability to be picked up by cells, Tau oligomers and short 

fibrils have been described as essential species for Tau propagation (Wu et al. 2013). 

In vitro the best Tau particle size that can be taken up by cells is a decamer but if we 

look at the seeding potency, bigger particle size have better properties (Mirbaha et al. 
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2015) which suggest that a balance between transmissibility and propensity to 

aggregate is required for effective inter-neuronal propagation of pathogenic Tau 

species.  

Prion diseases are also characterised by different strains of prions which induce 

distinct neurodegenerative phenotypes with reproducible patterns of neuropathology 

(Kaufman et al. 2016) . Tau protein seems to exhibit a similar behaviour when brain 

homogenates prepared from different types of Tauopathy (AD, PSP and CBD), are 

injected into the brains of Tau transgenic mice (Boluda et al. 2015; Kaufman et al. 

2016). The Tau inclusions formed in the brains of injected mice closely look like 

those originally injected (Clavaguera et al. 2009). Therefore, the nature of Tau seeds 

seems to be determinant for the structural characteristics of resultant Tau aggregates 

(Frost, Jacks, and Diamond 2009). The nature of Tau seeds could depend on its 

degree and/or pattern of hyperphosphorylation; dephosphorylation of 

hyperphosphorylatred Tau from AD brain with protein phosphatase-2A was found to 

alter its ability to seed and propagate AD-like neurofibrillary tangles into argyrophilic 

grains when injected in the brains of human Tau transgenic mice (W. Hu et al. 2016). 

Increasing number of studies on the spread of Tau pathology are in favour of the 

prion-like hypothesis. Pathological Tau oligomers and/or aggregates potentially 

propagate through trans-synaptic transmission which explain how the occurrence of a 

nidus of aggregated pathological Tau may seed physiological Tau and induce its 

aggregation and spread to distant brain regions during the onset of Tauopathies 

(Michel Goedert, Masuda-Suzukake, and Falcon 2017). 

However, crucial distinctions remain between Tauopathies and prionopathies. Prion 

diseases are transmissible and despite decades of studies there is still no evidence that 

Tauopathies are transmitted from affected to unaffected individuals. Moreover, a 
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species barrier is present in prion diseases but absent in Tauopathies where human 

mutated Tau can recruit mouse or rat endogenous Tau. Finally, most prion disorders 

exhibit a rapid progression within the CNS whereas most neurodegenerative diseases 

progress over many years. Nonetheless all these findings strongly support the fact that 

Tau protein and especially extracellular Tau is a viable target for treatment of AD and 

Tauopathies (C.-L. Dai et al. 2017; C. Dai et al. 2018). 

What biophysical state of Tau to target and why 

As the main component of neuronal lesions of AD and Tauopathies, Tau represents a 

target of interest in therapeutics and clinical research against neurological disorders. 

Tau occurs to be a highly flexible protein with no secondary structure (Jeganathan et 

al. 2008) or few secondary structures, notably short sequences corresponding to the 

PHF6* and PHF6, which have a beta-strand tendency in soluble state (Mukrasch et al. 

2009). In addition, short secondary structure elements were shown to be stabilized by 

specific phosphorylations, interestingly corresponding to the AT8 or AT180 epitopes 

(Gandhi et al. 2015; Sibille et al. 2012; Schwalbe et al. 2015). 

When it becomes pathologic, Tau accumulates into oligomers and forms toxic 

intraneuronal aggregates that are notably highly phosphorylated (Köpke et al. 1993). 

Moreover, it has been demonstrated that Tau phosphorylation and progression in AD 

correlate with the severity of dementia (Augustinack et al. 2002). Thus, targeting Tau 

involves preventing and/or reducing its abnormal phosphorylation, oligomerization or 

disaggregating Tau inclusions. Phosphorylation is the main post-translational 

modification of Tau and its deregulation is proposed to be at the origin of Tau 

pathology (Grundke-Iqbal et al. 1986). Although, the molecular role of Tau 

hyperphosphorylation in the process of PHF formation is still elusive and only few 

studies directly point out the intrinsic capacity of hyperphosphorylation to trigger 
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aggregation (A. del C. Alonso et al. 2001). Concerning the mechanism of phospho-

dependent regulation of Tau functions, there is no precise evidence whether the 

pathological role of phosphorylation depends on specific phosphorylation sites or on 

an overall, not site-specific, increase of phosphorylation level. Moreover, the specific 

role of phospho-epitopes in the process of fiber formation is still under study to 

decipher the functional role of phosphorylation in Tau aggregation and to be able to 

give a better definition of what is a pathological “AD-Tau”. The identification of the 

phosphorylation patterns responsible for converting Tau into an AD-Tau is a first step 

to find new therapeutic kinase targets (J. Z. Wang, Grundke-Iqbal, and Iqbal 2007; 

Despres et al. 2017). 

Thus, several studies have been focused on targeting kinases or phosphatases 

regulating Tau phosphorylation to treat AD and related dementia. Among them, 

inhibition of the serine-threonine kinase glycogen synthase kinase–3 (GSK-3) has 

been by far the most studied as it is also involved in the production of Aß peptides 

(Eldar-Finkelman and Martinez 2011; Phiel et al. 2003). Only a small number of 

molecules have been tested in vivo but they have demonstrated interesting effects in 

transgenic mouse models of Tauopathies. Indeed, in these models, a reduction of both 

Tau phosphorylation and levels of aggregated insoluble Tau associated with cognitive 

improvements have been observed (Noble et al. 2005; Caccamo et al. 2007; Licht-

Murava et al. 2016). However, most GSK-3 inhibitors have not succeeded in clinic 

trials in human subjects yet because of lack of clinical improvements or therapeutic 

effects. Others are still undergoing clinical development (Lovestone et al. 2015; 

Hampel et al. 2015; Pandey and DeGrado 2016). Given this and the non-specificity of 

kinases, other therapeutic approaches must be considered.  
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Prevention of Tau aggregation by inhibition of the formation of oligomers and fibrils 

represents a rational therapeutic approach as it seems to be specific to Tau protein and 

its toxic species. In this context, Tau aggregation/PHF inhibitors have been developed 

and have demonstrated efficiency in cellular and transgenic mice models such as 

methylthioninium (methylene blue) or anthraquinone derivatives (C. M. Wischik et al. 

1996; Pickhardt et al. 2005, 2007; Melis et al. 2015). These kinds of molecules are 

able to disrupt Tau aggregates, to prevent Tau-Tau binding interactions without 

impairing its normal tubulin interactions as well as producing benefits in behaviour 

and Tau pathology. Only methylene blue, a Tau anti-aggregant, has been tested in 

humans and reached phase II clinical trials during which it suggested a positive 

therapeutic effect (Claude M. Wischik et al. 2015). However, a recent feedback on a 

phase III trial of the methylene blue derivate, Leuco-methylthioninium 

bis(hydromethanesulfonate) reports negative results on disease progression in patients 

with mild to moderate AD (Gauthier et al. 2016).  

As the most toxic form of Tau is still in debate, proteins involved in both Tau 

phosphorylation and structural changes can be interesting for therapeutics. Notably, 

peptidyl-prolyl isomerases (PPIases) such as FKBP52 or Pin1 are able to regulate Tau 

structure and function before its Pro-residues (Blair et al. 2015). In this sense, 

FKBP52 has been recently shown to play a role in Tau pathogenicity by inducing the 

aggregation of truncated forms of Tau in vitro (Giustiniani et al. 2015) suggesting that 

FKBP52 could be a potential target in Tauopathies. 

Another aspect for therapies targeting Tau involves degradation pathways. Cells are 

capable of handling misfolded proteins or aggregates through degradation pathways 

involving either the Ubiquitin-Proteasome System (UPS) or the Autophagy-Lysosome 

Pathway (Ciechanover and Kwon 2017). These mechanisms are even more important 
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for neurons to clear or recycle cell components. Indeed, as they are post-mitotic cells, 

they are not able to clear toxic substances via mitosis and they are more sensitive to 

protein aggregation.  

Tau is known to be degraded through the proteasome system associated with 

chaperones (Petrucelli et al. 2004; Tseng et al. 2008) and recently also via autophagy 

(Kim et al. 2017). Moreover, Tau interferes with the normal functions of UPS 

(Abisambra et al. 2013; Myeku et al. 2015) and impairment of protein homeostasis is 

associated with neurodegenerative diseases such as AD (Opattova et al. 2015).  

In this sense, approaches targeting chaperones of the UPS involved in Tau 

metabolism have been tested in mouse models. For example, EC102, an HSP90 

inhibitor has shown significant results concerning the reduction of p-Tau species in a 

mouse model of Tauopathy (Dickey et al. 2007). Furthermore, recent results confirm 

that induction of autophagy clearance system is also an interesting pathway to follow. 

Indeed, it has been demonstrated that activation of autophagy by the AMPK-ULK1 

axis or by the AMPK-mTOR pathway can both rescue memory impairment and 

reduce Tau aggregates in AD mouse models (Zhang et al. 2017; Kim et al. 2017). 

Together, these findings indicate the importance of degradation pathways in 

Tauopathies and suggest that they could offer a promising therapeutic target.  

Recently, new alternatives to target Tau have seen the light of day such as 

immunization, using Tau polypeptides or antibodies, which may also target 

extracellular Tau.  

Tau immunization 

Why targeting Tau by immunotherapy? 

A  lot of different therapeutic strategies have been studied to evaluate their potential 

effectiveness in treatment of Tauopathies. Unfortunately, most of these approaches 
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did not succeed to significantly rescue the cognitive deficits in patients.  In view of 

the potential prion-like character of Tau protein, one of the best approaches to target 

the extracellular pathological Tau whereas these potential immunotherapeutic 

treatments still face several challenges. First, only a small percentage of antibodies 

(~0.1%) cross the blood brain barrier, thus it may be helpful to find ways to improve 

antibody penetration into the brain. This problem is partially solved by the fact that 

AD patients present a BBB disruption allowing a greater access to the CNS for 

peripheral IgG (Bowman et al. 2007; Chalbot et al. 2011). The use of chaperone 

proteins, transient opening of the BBB and direct infusion of antibodies into the brain 

with a time-released pump are also considered. Second, it is known that the pathology 

of AD and other neurodegenerative diseases settle and evolve for several years or 

even decades before the appearance of the first symptoms suggesting that a 

development of early and sensitive biomarkers in order to be able to treat these 

patients as early as possible and test immunotherapies for longer periods of time. 

Finally, further studies are needed concerning the location and the mode of clearance 

of the antibody-antigen complexes to avoid clogging of the clearance pathway during 

long-term treatment.  

Up to now, many research teams focused on immunotherapy targeting the amyloid 

beta peptide and showed a significant reduction in Aβ deposits (Bard et al. 2000; 

Schenk et al. 1999) as well as a significant decrease in cognitive decline in AD mouse 

models (Janus et al. 2000; Morgan et al. 2000). In view of its positive outcomes in 

mouse models, passive and active immunotherapy clinical trials began targeting Aβ 

peptide but some of them had to be halted because of inefficiency (Salloway et al. 

2014; Doody et al. 2014) or toxicity (Orgogozo et al. 2003).  
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It seems that in human AD patients, targeting only the Aβ peptide is not enough to 

reduce Tau pathology and enhance cognitive functions. In AD, the severity of 

cognitive decline correlates better with the evolution of neurofibrillary tangles (NFTs) 

than amyloid deposits (Wilcock and Esiri 1982; Nelson et al. 2012; Schwarz et al. 

2016).  Moreover, a previous study conducted on a mouse model of AD that develop 

both aspect of the disease showed that anti- Aβ immunotherapy had no effect on Tau 

pathology and did not improve cognitive functions (Oddo et al. 2006). Taken together, 

these studies strongly support that a reduction of Tau pathology is needed to enhance 

cognitive functions. 

Results from anti-Tau immunotherapeutic studies in AD mouse models are promising. 

By targeting different pathological epitopes of Tau, immunotherapeutic studies 

showed a reduction of Tau pathology and cognitive deficit in different mouse models 

of Tauopathy or AD (Asuni et al. 2007; Boutajangout, Quartermain, and Sigurdsson 

2010; Troquier et al. 2012; C. Dai et al. 2018). Finally, it has been recently 

demonstrated that a passive anti-Tau immunotherapy in 3×Tg-AD mice could 

successfully reduce not only the Tau pathology but also inhibit the Aβ pathology (C.-

L. Dai et al. 2017). 

Recently, the use of a novel class of antibody called VHH (Variable Heavy chain of 

the Heavy chain only antibody) are also investigated as a new immunotherapeutic 

strategy. VHH are also called single domain antibodies or nanobodies. They are 

constituted of a unique chain which corresponds to the variable heavy chain from the 

Immunoglobulin G from Camelidae (Hamers-Casterman et al. 1993). Due to their 

small size and high stability, they have been described to cross the blood brain barrier 

more easily than classic antibodies. They can easily be modified to penetrate into the 

cytoplasm of cells and bind specifically to their target protein (T. Li, Bourgeois, et al. 



235 
 

2016). Clinical trials are actually ongoing with bivalent and trivalent VHH to treat 

different diseases such as Acquired Thrombotic Thrombocytopenic Purpura 

(Caplacizumab, Ablynx, ClinicalTrials.gov identifier: NCT02553317) and 

Respiratory Syncytial Virus infection in infants (ALX-0171, Ablynx, 

ClinicalTrials.gov identifier: NCT02979431). Different studies have been conducted 

to evaluate the potential of VHH to target the pathological amyloid form of different 

proteins such as lysozyme (Dumoulin et al. 2003; Rutgers et al. 2011; De Genst et al. 

2010). And recently, VHH showed their potential as diagnostic tool to target Aβ 

plaques and hyperphosphorylated Tau, with an affinity and specificity very close to 

antibodies already used for detecting these pathologic features (T. Li, Vandesquille, et 

al. 2016). VHHs have a great potential in future diagnostic and therapeutic strategies 

for the treatment of Tau pathology. 

Altogether, these results show the great potential of Tau protein as a target in 

immunotherapeutic trials for AD treatment. 

 

Tau active versus Tau passive immunization 

There are two types of immunotherapies. And even they both aim to slow down and 

prevent the cognitive decline associated with AD, active and passive 

immunotherapies have respective advantages and disadvantages. 

Active immunization, known to stimulate the cellular and humoral immune system 

and promote the production of anti-antigen antibodies, consists in the injection of an 

antigen combined with an immune boosting adjuvant. The main advantage of this 

type of immunotherapy is the induction of a long-term antibody production in a large 

population. If effective, active immunotherapy can be considered as a minimally 

invasive and cost-effective treatment (Lemere 2013; Lemere and Masliah 2010). But 
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it should also be borne in mind that active vaccination induces a T cell response that 

can increase the risk of a deleterious immune response through a release of pro-

inflammatory cytokines (too strong and pro-inflammatory adjuvant) or even more 

problematic, a recognition of the antigen as a self-protein. 

Active immunotherapy leads to a polyclonal antibody response, which generates loads 

of antibodies recognizing multiple and sometimes overlapping epitopes on the target 

protein. This broad coverage can be seen as a significant advantage but can also 

become a disadvantage when the targeted antigen is a specific pathological form of an 

intrinsic protein with major physiological functions. 

Regarding anti-Tau immunotherapy, active immunization of C57BL/6 wild-type mice 

with full length recombinant human Tau led to an encephalomyelitis, which confirms 

potential autoimmune toxicity of active vaccinations targeting the physiological Tau. 

However, Asuni and Sigurdsson’s Team showed that this autoimmune problem isn’t 

systematic thanks to an active immunization with a Tau phosphopeptide which 

allowed a reduction of Tau pathology and improved cognitive phenotypes in Tau 

transgenic mice (JNPL3) (Panza et al. 2016; Asuni et al. 2007). 

Among active vaccines in clinical trials, AADvac1 (Axon Neuroscience, Bratislava, 

Slovak Republic) was the first anti-Tau vaccine. It’s a synthetic peptide targeting 

misfolded Tau derived from amino acids 294 to 305 (KDNIKHVPGGGS), coupled to 

keyhole limpet hemocyanin, and administered with an Alhydrogel alum adjuvant. 

Three single doses of AAD-vac1 were assessed every month to test its safety, 

tolerability and efficacy in mild-to-moderate AD patients (ClinicalTrials.gov 

identifier: NCT01850238). The most common adverse events were injection site 

reactions but there were no cases of meningoencephalitis or vasogenic oedema. In this 

first-in-man study, AADvac1 showed a favourable safety profile as well as an 
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excellent immunogenicity. It was pursued with an open-label phase, in which all 

patients received another three doses of AADvac1 at monthly intervals but, at present, 

no information is available about this part of the study. Patients completing this 24-

week study had the opportunity to enter a further 18-month open-label extension 

(ClinicalTri­als.gov identifier: NCT02031198, FUNDAMANT). A separate 24-month 

Phase II study is currently on going using AADvac1 vaccine (ClinicalTrials.gov 

identifier: NCT02579252, ADA­MANT) (Kontsekova et al. 2014; Congdon and 

Sigurdsson 2018).  

Another active vaccine, ACI-35 (AC Immune AG and Janssen Pharmaceuticals) 

entered a Phase Ib clinical study. It is a liposomal-based phospho-Tau peptide 

including phosphorylated S396 and S404 residues. This trial compares the effect of 

two doses of ACI-35 in people with mild-to-moderate AD to investigate its safety, 

tolerability and immunogenicity (Theunis et al. 2013; Congdon and Sigurdsson 2018). 

Passive immunization doesn’t require a stimulation of the patient’s immune system 

because it consists in regular injections of specific monoclonal antibodies. The main 

benefit of this treatment is that it directly targets the pathological epitope of the 

protein of interest without any risk to damage its physiological form (Lemere 2013; 

Lemere and Masliah 2010). On the downside, this treatment is invasive and less 

profitable due to the need of a large production of expensive humanized monoclonal 

antibodies. Thereby, at first glance, passive immunotherapy appears to be less feasible 

for long-term treatment of a large population. Repeated injection of antibodies over 

time may lead to the formation of anti-antibodies, which could potentially have a 

neutralizing effect or lead to side effects such as glomerulonephritis and vasculitis. 

However, since at the slightest sign of toxicity, passive immunotherapy can be 

stopped very easily, these clinical studies are amply justified and may help to target 
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very promising pathological epitopes for AD treatment that can afterward be used in 

generating active vaccines. 

One of the first Tau antibodies tested in clinical development for AD treatment was 

RG7345 (RO6926496, MAb86, F. Hoffmann-La Roche Ltd.). It’s a human 

monoclonal antibody targeting the specific Tau-phosphorylated epitope “pS422”. 

Unfortunately, after Phase 1, this antibody project was discontinued (Collin et al. 

2014; Panza et al. 2016). 

The antibody BMS-986168 (IPN007, Bristol-Myers Squibb Companyis) is a 

humanized monoclonal antibody recognising N-terminally fragmented forms of Tau 

(eTau). Although IPN007 isn’t currently being tested for AD but for PSP, eTau was 

originally isolated from familial AD patient-derived pluripotent stem cells. After 

having controlled the safety and tolerability of this antibody in healthy subject, a 

Phase I trial began to evaluate BMS-986168 injections effects in 48 patients with PSP 

(Study CN002–003, ClinicalTrials.gov identifier: NCT02460094). An extension study 

in PSP patients who participated to the previous study started to evaluate the long-

term tolerability of multiple intravenous infusions of IPN007 (ClinicalTrials.gov 

identifier: NCT03068468). 

A Phase I clinical study in PSP patients was carried out with the recombinant 

humanized anti-Tau C2N-8E12 antibody (C2N Diagnostics, LLC, MO, USA and 

AbbVie, IL, USA) which recognizes an aggregated and extracellular form of 

pathological Tau implicated in transneuronal propagation of Tau pathology, according 

to the results obtained in cellular and mouse models (ClinicalTrials.gov identifier: 

NCT02494024) (Yanamandra et al. 2013, 2015; Congdon and Sigurdsson 2018). This 

trial are now recruiting for a phase II study (ClinicalTrials.gov identifier: 

NCT02985879 and NCT02880956). 
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A Phase I trial with an antibody RO7105705 (AC Immune SA, Genentech, and 

Hoffmann-La Roche) targeting the phosphorylated serine 409 epitope is at present 

ongoing with patients with mild-to-moderate AD (ClinicalTrials.gov identifier: 

NCT02820896). 

Finally, three new antibodies are now entering for Phase I study : LY3303560 (Eli 

Lilly, ClinicalTrials.gov identifier: NCT02754830 and NCT03019536), JNJ-

63733657 (Janssen Pharmaceuticals, ClinicalTrials.gov identifier: NCT03375697) 

and UCB0107 (UCB Biopharma, ClinicalTrials.gov identifier: NCT03464227). There 

is still not precise data concerning the targeted epitope but LY3303560 seems to 

recognize a conformation al epitope whereas JNJ-63733657 bind to the middle region 

of Tau. UCB0107 binds to the C-terminus part of the proline rich domain and in vitro 

studies showed that this antibody reduce the seeding of Tau (Rogers 2018). 

Due to its minimally invasive and cost-effective properties, active immunotherapy 

seems to be the best potential immunological treatment. While less feasible for long-

term treatment, passive immunotherapy may be very helpful to target promising 

pathological epitopes for AD treatment. 
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Table 1: Current active and passive Tau-based immunotherapies for Alzheimer’s 

disease (AD) and progressive supranuclear palsy (PSP). 
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Conclusions 

Tau appears to be a pleiotropic protein. Besides, its established function to stabilize 

the microtubule network in the neuron, there are several pools of Tau within the 

neuron, and these are differentially regulated and have multiple functions. New tools 

need to be developed to clearly understand the respective contributions of Tau in 

different cellular compartments. Functions and dysfunctions of Tau proteins are 

linked to their localization and state within the neuron. As AD and other Tauopathies 

are characterized by Tau pathology, it appears well-founded to consider Tau proteins 

as ideal targets for therapeutic strategies and in spite of an unfortunate lack of 

information regarding the results of clinical studies that have been carried out so far, 

Tau immunotherapy seems to be a very promising way to treat patients with AD and 

other Tauopathies. Nevertheless, a better understanding of the mechanisms underlying 

Tau aggregation and propagation as well as the development of biomarkers for early 

diagnosis are still missing to propose effective treatment. 
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