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Résumeé

Dans le cerveau des malades atteints de la maladie d’ Alzheimer (MA), deux types de lésions
coexistent : les dépdts parenchymateux formés d’agrégats de peptides amyloides (AP) et
I’agrégation intra-neuronale de protéines Tau anormalement et hyperphosphorylées. Les
peptides A sont issus du clivage séquentiel de la protéine précurseur du peptide amyloide
(APP) par deux enzymes, la B-secrétase et la y-secrétase. En grande majorité, les molécules
actuellement en essais cliniques ciblent 1’une ou I’autre des deux pathologies, or la MA se
définit par la co-existence de ces deux lésions. Ainsi, plusieurs études suggeérent un lien
synergique entre les deux processus lésionnels, et un traitement qui agirait a la fois sur la
pathologie amyloide et sur la pathologie Tau apparaitrait alors comme une stratégie
thérapeutique de grand intérét. Au carrefour de ces deux pathologies se trouve la régulation
de I’homéostasie protéique faisant appel notamment au systéme endosome/lysosome.
Plusieurs familles de molécules dérivées de la chloroquine issues du laboratoire agissent sur
ce systeme endosome / lysosome essentiel au métabolisme de 1I’APP et au métabolisme de
la protéine Tau. Une étude de la relation structure-activité de ces familles de molécules a été
réalisée, et deux molécules, nommées MAGS et PEL, qui partagent un effet modulateur de
la B-secrétase associé ou non a une activité lysosomotropique in vitro ont été identifiées. En
termes de structure chimique, MAGS et PEL different uniquement par un atome d'azote. Ces
molécules ont montré une capacité in vitro a bloquer la production de peptides AP. Identifier
laquelle parmi plusieurs activités pharmacologiques in vitro est nécessaire pour obtenir
I’efficacité désirée in vivo est essentiel pour la poursuite du développement de médicaments
contre les processus physiopathologiques de la MA. Premiérement, ce travail a permis de
démontrer que I’activité lysosomotropique n’était pas essentielle a DI’efficacité de nos
molécules in vivo, et qu’un traitement curatif avec la molécule PEL permettait de restaurer
les fonctions cognitives, de diminuer I’hyperphosphorylation de Tau et la dégénérescence
neurofibrillaire dans un modéle murin de pathologie Tau hippocampique. Deuxiéemement, la
molécule PEL a également permis une restauration compléte de la mémoire a court et long-
terme ainsi que la diminution de 1’agrégation pathologique du peptide AP en plaques
amyloides dans un modele murin d’amyloidogenése. Enfin, nous avons pu mettre en
évidence plusieurs voies sur lesquelles la molécule PEL pourrait agir, notamment la
composante inflammatoire et en particulier I’astrogliose dont la diminution significative a
été constatée dans les deux modéles murins étudiés, ainsi que la protéine PP2Ac, principale
phosphatase de Tau, dont la synthése a été augmentée consécutivement au traitement avec
PEL. Une augmentation de la protéine régulatrice du trafic endosomal de la B-secrétase,
GGAl, a également été observee. Ce travail apporte des éléments nouveaux pour la
compréhension de 1’activité de nos molécules et suggeére qu’au-dela de la modulation de
I’activité B-secrétase, PEL possede une action sur I’astrogliose et la réponse inflammatoire.

Mots clés : Maladie d’Alzheimer, molécules thérapeutiques, tauopathies, Tau, amyloide,
inflammation, autophagie



Abstract

In the brains of Alzheimer’s disease (AD) patients, two types of lesions coexist: parenchymal
deposits formed by amyloid peptide (AP) aggregates and intraneuronal aggregation of
abnormally hyperphosphorylated Tau proteins. AP peptides are derived from the sequential
cleavage of the APP protein by two enzymes, f-secretase and y-secretase. The vast majority
of molecules in clinical trials currently targets one or the other of the two pathologies, and
AD is defined by the co-existence of these two lesions. Thus, several studies suggest a
synergistic link between the two lesional processes, and a treatment acting on both amyloid
pathology and Tau pathology would then appear as a highly interesting therapeutic
strategy. At the crossroads of these two pathologies is the regulation of protein homeostasis,
thanks to the endosome/lysosome system in particular. Several families of chloroquine-
derived molecules developed in our laboratory act on this endosome/lysosome system, which
is essential for the metabolism of the A precursor protein (APP) and the metabolism of Tau
protein. A structure-activity relationship-based study of these families of molecules has been
carried out, and two molecules, named MAGS and PEL, that share a B-secretase modulating
effect associated or not to a lysosomotropic activity in vitro have been identified. In terms
of chemical structure, MAGS and PEL only differ by a single nitrogen atom. These
molecules showed an in vitro ability to inhibit AP peptides production. Identifying which
one among several in vitro pharmacological activities is necessary for the desired in vivo
efficiency is essential for further drug development against AD pathophysiological
processes. First, this work demonstrated that the lysosomotropic activity was not essential
for the effectiveness of our molecules in vivo, and that a curative treatment with the molecule
PEL restored the cognitive functions, decreased Tau hyperphosphorylation and
neurofibrillary degeneration in a mouse model of hippocampal Tau pathology. Secondly, the
molecule PEL also led to the complete restoration of short- and long-term memory as well
as decreased AP peptide pathological aggregation into amyloid plaques in a murine model
of amyloidosis. Finally, we were able to identify several pathways on which the molecule
PEL could act, including neuroinflammation and particularly astrogliosis, which was
significantly decreased in the two AD mice models we used, along with the protein PP2Ac,
the main phosphatase of Tau, whose expression was increased following treatment with
PEL. An increase in the protein regulating the endosomal trafficking of the p-secretase,
GGAL, was also found. This work brings new elements to the understanding of the activity
of our molecules and suggests that beyond the modulation of the 3-secretase activity, PEL
has an impact on astrogliosis and the inflammatory response.

Keywords : Alzheimer’s disease, therapeutic molecules, tauopathies, Tau, amyloid,
inflammation, autophagy



Résumé vulgarisé en francais

La maladie d’Alzheimer (MA) est la démence neurodégénérative la plus fréquente de la
personne agée et un probléme societal majeur. Dans le cerveau des malades, deux processus
pathologiques coexistent : la pathologie amyloide et la pathologie Tau. Le développement
d’un médicament qui agirait a la fois sur la pathologie amyloide et sur la pathologie Tau
serait une stratégie thérapeutique de grand intérét. A partir de plusieurs familles de molécules
dérivées de la chloroquine et développées au laboratoire, deux molécules, PEL et MAGS,
ont été synthétisées. Elles ne différent que par un atome d’azote mais leur activité in vitro
est trés différente. Identifier laquelle parmi plusieurs activités pharmacologiques in vitro est
nécessaire pour obtenir 1’efficacité désirée in vivo est essentiel pour la poursuite du
développement de médicaments contre les processus pathologiques de la MA. Cette étude a
permis d’identifier I’activité nécessaire a 1’efficacité de nos molécules in vivo et de montrer
que la molécule PEL permet de diminuer la pathologie Tau ainsi que la pathologie amyloide
dans deux modeles de souris modélisant la MA. Ce travail apporte des éléments nouveaux
pour la compréhension de 1’activité de nos molécules thérapeutiques et suggére que PEL

possede une action sur la réponse inflammatoire.

Vulgarized abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most frequent cause of dementia in elderly populations and
a major societal problem. In the brain of AD patients, two pathological processes coexist:
amyloid pathology and Tau pathology. The development of a treatment acting on both
amyloid pathology and Tau pathology would be a highly interesting therapeutic strategy.
From several families of molecules derived from chloroquine and developed in our
laboratory, two molecules, PEL and MAGS, were synthesized. They differ only by one
nitrogen atom, but their in vitro activity is very different. Identifying which one among
several in vitro pharmacological activities is necessary for the desired in vivo efficiency is
essential for further drug development against AD pathological processes. This study
identified which activity was necessary for the efficiency of our molecules in vivo and
showed that the molecule PEL reduces Tau pathology as well as amyloid pathology in two
AD mice models. This work brings new elements to the understanding of the activity of our
therapeutic molecules and suggests that PEL impacts the inflammatory response.
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Introduction

Chapitre 1 : La maladie d’Alzheimer

l. Historique

1.1.1. Description clinique et découverte des Iésions de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative avec une évolution lente et
progressive. Elle tient son nom du neurologue et psychiatre allemand Alois Alzheimer (1864-
1915) qui, en étudiant le cas d’Auguste Deter, une patiente de 51 ans admise a I’hopital de
Frankfort pour cause de démence, associa ses symptomes de déclin progressif des fonctions
cognitives a des lésions cérébrales spécifiques, les plaques séniles et les dégénérescences
neurofibrillaires (Figure 1).

Le 25 novembre 1901, a I’asile municipal d’aliénés et d’épileptiques de Francfort sur le Main,
le Dr Alois Alzheimer, jeune psychiatre de 37 ans, voit en consultation une femme de 51 ans
pour des troubles neurologiques. Cette patiente est adressée a 1’hopital psychiatrique car son
mari qui n’arrive plus a gérer et a s’occuper de sa femme sujette a des troubles de la mémoire,
un mutisme, une désorientation et des hallucinations. Lors de sa premiere prise de contact avec
Auguste Deter, le Dr Alzheimer comprend vite qu’elle est completement désorientée et qu’elle
semble ne plus se souvenir clairement des détails de sa vie quotidienne. Pour le Dr Alois
Alzheimer, la précocité de 1’altération des fonctions cérébrales de sa patiente ne peut pas étre
simplement due a une démence sénile, mais plut6t a quelque chose d’autre qu’il nommera tout
d’abord "la maladie de 1’oubli". Apres plusieurs mois d’hospitalisation, Auguste Deter
continuera de sombrer et le Dr Alzheimer affinera son diagnostic. Il la décrit comme souffrant
d’une aphasie, de désorientation, d’un délabrement psychosocial, de comportements

imprévisibles et méme d’hallucinations auditives ou de paranoia.
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Auguste Deter (1902) Alois Alzheimer Emil Kraepelin (1910)
(16 Mai 1850 — 8 Avril 1906) (14 Juin 1864 — 19 Décembre 1915) (15 Février 1856 — 7 Octobre 1926)

Figure 1 : Photos représentant le Dr. Alois Alzheimer et sa patiente Auguste Deter en 1902, ainsi
qu’une photo prise en 1910 d’Emil Kraepelin, 2 qui I’on doit le nom de maladie d’Alzheimer
(source : worldhistoryproject.org).

C’est a la mort d’ Auguste Deter, le 8 avril 1906 a I’age de 51 ans d’une infection généralisée,
que le Dr Alzheimer fera la demande a la famille de la defunte de récupérer son cerveau afin de
I’analyser. Le neurologue allemand découvre lors de I'autopsie de son cerveau deux anomalies
caractéristiques de la maladie d’Alzheimer : un dép6t anormal d’une protéine a I’extérieur des
neurones (les plaques séniles), et une dégénérescence des neurones (la dégénérescence
neurofibrillaire). Ces observations sont présentées le 4 novembre 1906, lors de la 37e
Conférence des psychiatres allemands a Tlbingen, en Allemagne. Puis en 1907, il fera la
description dans un article de cette maladie du cortex cérébral caractérisée par des dép6ts a
I’intérieur et entre les cellules nerveuses. Il faudra attendre 1910 pour que cette maladie soit
référencée dans un livre de psychiatrie écrit par Emil Kraeplin a laquelle il donnera le nom de
son ¢éléve du laboratoire de Munich. Toutefois, d’autres scientifiques ont participé a cette
découverte. Le psychiatre et neuropathologiste tcheque Oskar Fischer (1876-1942) a ainsi
décrit la présence des plaques séniles dans le cerveau de 12 patients agés atteints de démence,
et le médecin italien Gaetano Perusini (1879-1915), collaborateur du Dr Alois Alzheimer, a
également contribué fortement a la découverte de cette pathologie. Elle restera cantonnée
pendant des dizaines d'années a un nombre de cas tres limité. La dégénérescence observée par
Alois Alzheimer est décrite comme une démence rare n’affectant que des personnes plutot
jeunes. Chez les sujets plus agés, on préfere a cette époque parler de démence sénile, une
pathologie de type vasculaire, considérée comme une conséquence naturelle du vieillissement
(Cipriani et al., 2011).
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1.1.2. Caractérisation des Iésions de la maladie d’ Alzheimer

Puis pendant plus d’un demi-siecle, 1’étude de la maladie d’Alzheimer est restée en suspens.
Enfin, le développement de nouveaux outils d’analyse comme la microscopie ou la coloration
au rouge Congo a permis a d’autres neurologues et psychiatres de décrire plus précisément la
MA. Les scientifiques se rendent compte finalement a partir des années 1970-1980 que cette
distinction entre démences pré-sénile et sénile n’a pas de sens, et ils identifient une seule et
méme pathologie : la "maladie d’Alzheimer". Méme si elle est plus souvent observée chez les
personnes agées, elle n’est plus tenue comme la conséquence logique du vieillissement des
individus, et n'a rien & voir avec de simples troubles de la mémoire qui apparaissent parfois

avec l'age.

Une nouvelle dynamique de recherche est ainsi apparue grace aux progres de la médecine et en
raison de I’augmentation des cas en lien avec le vieillissement de la population. Les constituants
biologiques des deux lésions spécifiques de la maladie d’ Alzheimer sont caractérisés : En 1963,
Kidd et al. décrivent des filaments péri-nucléaires denses chez des patients Alzheimer (Paired
helical filaments, PHFs)(Kidd, 1963), puis en 1975 Weingarten et ses collaborateurs décrivent
une protéine essentielle pour la polymérisaton des monomers de tubuline en microtubules in
vitro, qu’ils vont appeler protéine Tau (Tubulin-associated unit) (Weingarten et al., 1975). En
1984 le pathologiste américain George Glenner isole et met en évidence le peptide béta-
amyloide (AB) comme étant le constituant majeur des plaques amyloides (Glenner and Wong,
1984), et en 1985 le Dr. Jean-Pierre Brion démontre la présence de la protéine Tau
anormalement phosphorylée accumulée dans les dégénérescences neurofibrillaires (Brion et al.,
1985). En 1986, Grundke-Igbal et son équipe mettent en évidence un état anormalement
phosphorylé de Tau associé aux microtubules dans le cerveau des patients Alzheimer (Grundke-
Igbal et al., 1986). Kang et al. et Tanzi et al. localiseront en 1987 le gene codant pour le peptide
AP sur le chromosome 21 (Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987). lls seront suivis en 1988 par
Goedert et collaborateurs qui identifieront la séquence de Tau dans la composition des
enchevétrements neurofibrillaires (PHFs), une des caractéristiques de la maladie d’Alzheimer
(Goedert et al, 1988), puis Braak et Braak en 1991 qui définiront le fait que la pathologie Tau
suit une évolution spécifique décrite dans les stades de Braak (Braak and Braak, 1991).

La méme année sont découvertes les mutations pathogeénes sur le géne de 1I’APP situé sur le

chromosome 21, capables de déclencher une MA précoce (Chartier-Harlin et al., 1991). Sur la
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base de cette découverte, en 1992 Hardy et Higgins proposent I’hypothése de la cascade
amyloide, plagant le peptide béta-amyloide et les mutations de I’ APP comme causes principales
de la MA (Hardy and Higgins, 1992; Hardy and Selkoe, 2002).

Plus tard dans les années 1990, les progres en génétique ont permis d’identifier plusieurs génes
au sein de certaines familles liés a I’apparition de la maladie, dont les génes PSEN1 et PSEN2,
respectivement situés sur les chromosomes 1 et 14 (Rogaev et al., 1995; Sherrington et al.,
1995). Ces génes mutés sont responsables de formes familiales précoces de la maladie (avant
60 ans). En 1993, les scientifiques découvrent qu'un allele du géene APOE, Apoe4, est le
principal facteur de susceptibilité génétique dans le développement de la forme sporadique de
la maladie d’Alzheimer, découverte confirmée par plusieurs laboratoires indépendants
(Borgaonkar et al., 1993; Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993). L’ Apoe4 est un facteur

de risque mais il n’est pas suffisant pour développer a lui-seul la maladie.

Aujourd’hui, la maladie d’Alzheimer est la plus fréquente des démences, a I’origine de 60 a
70% des cas de démence (source : Organisation Mondiale de la Santé, OMS). Il y a environ 1
million de personnes atteintes de la MA en France, et 2 a 3 millions en incluant les proches
aidants. Il s’agit donc de 8% des Frangais de plus de 65 ans qui seraient atteints en 2020, et on
estime a 225 000 le nombre de nouveaux cas de MA diagnostiqués en France chaque année. Ce
chiffre d’un million devrait augmenter a 2,1 millions de malades en 2040 chez les plus de 65
ans. Environ 10 millions de personnes souffrent de la maladie d’Alzheimer actuellement en

Europe (source Alzheimer Europe), et selon le World Alzheimer Report 2015, pres de 35

millions de personnes sont atteintes de maladie d’ Alzheimer dans le monde. L'augmentation de
I’espérance de vie dans les pays émergents accompagnée d’un manque d’accessibilité d’un
diagnostic devrait contribuer a une augmentation continue et spectaculaire du nombre de
personnes touchées par cette maladie dévastatrice (Alzheimer’s Association, 2016). Chaque
annee, on dénombre 7,7 millions de nouveaux cas mondiaux et selon les prévisions de I’OMS,
le nombre de malades devrait presque doubler tous les 20 ans. En conséquence, le codt social
et économique de la maladie va également s’accroitre, a moins que des mesures curatives ou de

prévention efficaces soient découvertes dans un futur proche.
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Il.  Lésions de la maladie d’ Alzheimer et leurs caractéristiques

biochimiques

La MA est une maladie neurodégénérative caractérisée par deux lésions histopathologiques :
les dépbts amyloides et les enchevétrements neurofibrillaires de protéine Tau. Les depots
amyloides ou plaques amyloides résultent de 1’accumulation extracellulaire de peptides B-
amyloide (AB) (Glenner and Wong, 1984; Brion et al., 1985; Masters et al., 1985). La DNF
(dégénérescence neurofibrillaire) est, elle, caractérisee par et des agrégats fibrillaires
intraneuronaux de protéines Tau hyper- et anormalement phosphorylées (Grundke-Igbal et al.,
1986).

1.2.1 Les plagues amyloides

La pathologie amyloide (Delacourte et al., 2002) comprend I’ensemble des composantes
géneétiques, environnementales, cellulaires et moléculaires modifiant le métabolisme de la
protéine précurseur du peptide amyloide (APP) vers la production de formes pro-agrégatives et
synaptotoxiques de peptides AP, une inflammation et la formation des dépots parenchymateux
de substances amyloides. AB1-40 et AB1-42 sont deux formes du peptide A obtenues a la suite
d’un clivage pouvant avoir lieu a deux endroits différents dans la séquence de la protéine APP
(voir Chapitre 3.3.1).

L'Ap humaine peut exister dans divers états d'assemblage, y compris des monomeres, des
dimeres, des triméres, des tétrameres, des dodécameéres, des oligomeres d'ordre supérieur et des
protofibrilles, ainsi que des fibrilles matures, qui peuvent former des plagues amyloides visibles
au microscope dans les tissus cérébraux (Glabe, 2008) (Figure 2). L'agrégation d’Ap provient
d'une modification des propriétés structurales du peptide : il s'enrichit en feuillets B et, devenu
insoluble, il précipite dans le tissu nerveux sous l'influence de facteurs environnementaux et/ou
l'augmentation de la concentration en monomére AB (Fukuma et al., 2008). Les structures en
feuillets-p entrainent l'exposition des régions hydrophobes qui sont normalement enfouies dans
la structure de la protéine lorsqu'elle est dans sa conformation repliée nativement. Les structures
hydrophobes ainsi exposées favorisent I'oligomérisation et I'agrégation de la protéine (Soto,
2003). Qutre la différence au niveau de la formation des diméres, AB1-40 et AB1-42 s'agregent
en oligomeres solubles par des voies distinctes (Bitan et al., 2003; Walsh and Selkoe, 2007).

Des preuves récentes ont montré que la taille et I'nydrophobicité des agrégats jouent un role clé
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dans leur neurotoxicité (Ahmed et al., 2019). A mesure que la taille des agrégats amyloides

augmente, leur pouvoir toxique diminue (Mannini et al., 2014; Lo Cascio et al., 2020).

Cellular toxicity

|

Proteolysis Fibril

dysfunction elongation =SS ;
Aging .

Genetic mutation

Inflammation
Native Misfolded Oligomers =, B-sheets
monomer monomer Se==. structure .
- Amyloid
deposits

Protofibril Mature fibril

Figure 2 : lllustration schématique de I'agrégation des protéines dans les troubles amyloides. Les
protéines natives se replient mal, subissent un changement de conformation ce qui augmente leur
propension a 1’agrégation et la formation d’oligoméres. Les oligoméres forment ensuite des
protofibrilles et des fibrilles matures avec une structure en feuillets . Les fibrilles matures peuvent
éventuellement agir comme un modele pour l'oligomérisation et catalyse la réaction de nucléation
secondaire en formant des oligomeres diffusibles a partir des monomeres. Ces fibrilles finiront
finalement par former des plaques amyloides (Verma et al., 2015).

Lors de son processus d’agrégation, le peptide AP peut former des plaques séniles compactes
avec un cceur dense amyloide et des dépbts diffus, accompagné éventuellement d’une
pathologie fréquemment associée a la MA, I’angiopathie amyloide cérébrovasculaire.
Contrairement a I’AB1-42 qui s'accumule dans les depdts diffus et dans le coeur des plaques
séniles compactes, I'AB1-40 a une propension a s'accumuler sur la couronne des plaques séniles
et dans la paroi des vaisseaux cérébraux, menant & I'angiopathie amyloide (Kumar-Singh,
2008). Les observations chez des souris bitransgéniques APP suggerent que les plaques diffuses
et les plagues compactes se formeraient via des processus indépendants, en fonction des
mutations de I’APP (Lord et al., 2011).

Concernant la progression de la pathologie amyloide, I'apparition des plaques amyloides est
corrélée fonctionnellement et anatomiquement avec les régions cérébrales affectées (Thal et al.,
2002). L'agrégation du peptide AP affecte d'abord les couches I1-V de I'isocortex, suivies du

cortex entorhinal, de la formation hippocampique, de I'amygdale, des cortex insulaire et
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cingulaire ; elle se propage ensuite aux noyaux sous-corticaux, y compris le striatum, les noyaux
cholinergiques du cerveau antérieur basal, le thalamus, I'hypothalamus et la substance blanche.
Alors que les NFT surviennent d'abord dans le locus coeruleus, le cortex entorhinal et les zones
cérébrales limbiques telles que le subiculum de la formation hippocampique, I'amygdale, le
thalamus et le claustrum, puis se propagent aux régions neocorticales interconnectées (Barrera

Ocampo and Lopera, 2016).

1.2.2 Les enchevétrements neurofibrillaires de protéine Tau

L’accumulation intraneuronale d'agrégats de Tau insolubles, sous forme de filaments sous-
tendent la formation d'enchevétrements neurofibrillaires, une caractéristique pathologique de la
maladie d'Alzheimer (MA) et de plusieurs autres tauopathies (Wang and Mandelkow, 2016;
Goedert and Spillantini, 2019). L'accumulation intraneuronale d’espéces de Tau anormales est
nécessaire pour le diagnostic post-mortem de la MA. Outre ces assemblages complexes de Tau,
des especes de Tau de plus petite taille, comprenant des oligomeéres et des fragments de Tau
(monomeres, dimeres/trimeres) contribuent également a la MA (Cowan and Mudher, 2013).
En principe, Tau peut étre impliquée dans la pathogenese des maladies neurodégénératives d'au
moins trois maniéres : un processus pathologique peut soit bloquer une fonction de Tau critique
(perte de fonction), changer Tau de maniere a la transformer en effecteur ou médiateur
pathogeéne (gain de fonction), ou encore nécessiter la présence de Tau dans sa forme native pour

provoquer un dysfonctionnement (habilitation) (Chang et al., 2021).

Dans la MA, I'étendue des symptdmes est étroitement corrélée a I'étendue anatomique et au
nombre d'enchevétrements neurofibrilaires (NFT) dans le cortex (Ingelsson et al., 2004). Dans
les premiers stades, les NFT apparaissent dans le locus coeruleus, puis sont limités au cortex
entorhinal et au lobe temporal médian. Aux stades ultérieurs, lorsque les symptémes cliniques
apparaissent généralement, les NFT s’étendent aux aires des cortex limbiques et associatifs
(Braak and Braak, 1991). Si I’on associe la temporalité des deux lésions, la pathologie Tau
débute dans le cortex entorhinal et I'nippocampe (stades de Braak | a I1l ou IV) en I'absence de
dépots AP. La pathologie Tau est retrouvée plus tard dans I'isocortex (stades de Braak V et V1),
associé a des dépots d'AB (AP phase 1 ou plus) et des troubles cognitifs. A ces stades tardifs, la
propagation de Tau du lobe temporal médian aux régions corticales positives pour I'amyloide

est fortement corrélée au déclin cognitif (Lam et al., 2021) (Figure 3).
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Figure 3: Evolution spatio-temporelle des lésions selon Braak et Thal. A : Les plaques amyloides et
la progression des dépdts amyloides ; B : Les dégénérescences neurofibrillaires et la progression de la
pathologie Tau (Jouanne et al., 2017).

D'abord identifiés comme un composant des plaques A, les agrégats d’a-synucléine (Plaque-
associated alpha-synuclein, NACP) sont détectés dans la majorité des cerveaux des patients
atteints de MA. Comme le peptide AP, la protéine a-synucléine mal repliée forme des
oligomeéres insolubles. Une autre protéinopathie courante provient du mauvais repliement de la
protéine de liaison a 'ARN TAR 43 kDa (TDP-43), qui est principalement observée dans la
sclérose latérale amyotrophique (SLA) et la démence frontotemporale (FTD). Dans la MA, la
pathologie TDP-43 est observée dans environ 20 a 50 % des cas et environ 75 % des cas a un

stade avancé (Chung et al., 2019).

1.2.3 Dysfonctionnement synaptique et mort neuronale

Les dysfonctionnements synaptiques et la perte synaptique sont des caracteéristiques clés de la
pathogenese de la maladie d'Alzheimer qui surviennent aux premiers stades de cette derniére,
tandis que des dépdts de peptide AP dans les plaques extracellulaires, une caractéristique
majeure de la MA, ne sont retrouvés qu'a des stades plus avancés de la maladie (Terry et al.,
1991; Selkoe, 2002). Des études chez 1’animal ont montré que l'activité neuronale régule la
production d'Ap (Kamenetz et al., 2003; Cirrito et al., 2005) et que des taux ¢élevés d’AP
atténuent la transmission synaptique excitatrice en diminuant le nombre de récepteurs AMPA
de surface (AMPAR) et de récepteurs NMDA (NMDAR), associés a un effondrement des
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épines dendritiques glutamatergiques (Hsieh et al., 2006; Shankar et al., 2007). Chez les patients
humains atteints de la maladie d'Alzheimer, une augmentation de I'AB est également associée a
des dérangements complexes de l'activité neuronale. Par exemple, les régions
hypométaboliques du cortex pariétal présentent des augmentations aberrantes de l'activité
neuronale pendant le codage de la mémoire (Minoshima et al., 1997; Sperling et al., 2009), et
les individus atteints de la maladie d'Alzheimer familiale présentent une activité épileptique
dans le cerveau (Palop and Mucke, 2009).

Dans I'hippocampe, les neurones excitateurs glutamatergiques représentent 90 % de la
population neuronale, tandis que les interneurones GABAergigques ne représentent qu'environ
10 % de tous les neurones (Pelkey et al., 2017). L'importance du peptide AP pour la
signalisation GABAergique a été mise en évidence par I'nyperactivité du réseau a la fois chez
les souris transgéniques surexprimant I'APP et chez les patients atteints de la MA (Zott et al.,
2018). Ainsi, la dépression synaptique et les schémas aberrants de I'activité du réseau neuronal
semblent coexister non seulement dans les modeles murins, mais également chez les humains.
De nombreuses preuves suggéerent que les oligoméres d’AB, qui sont des assemblages d’Af
solubles allant des dimeres aux especes de haut poids moléculaire, sont plus puissants que les
fibrilles d’AB et les dépb6ts amyloides pour provoquer des anomalies de fonctionnement
synaptique et de I'activité du réseau neuronal chez la souris (Selkoe, 2008; Tomiyama et al.,
2010), et chez I’humain (Shankar et al., 2008). Les effets déléteres des oligomeéres d’Ap se sont
avéres étre présents sur plusieurs étapes du trafic des vésicules synaptiques (Park et al., 2013).
Les protéines présynaptiques telles que SNAP-25, la synaptophysine et la synaptotagmine sont
présentes en plus faibles quantité dans le cerveau des patients atteints de MA (Reddy et al.,
2005). Les oligoméres d’AP provoquent différents types de défauts synaptiques, tels qu'une
altération de la libération/capture des neurotransmetteurs, des modifications de la localisation
cellulaire des récepteurs, des anomalies du cytosquelette et une perturbation de la plasticité
synaptique, effets qui seraient a l'origine de déficits mnésiques, bien qu'ils n'aient jamais été
prouvés chez les patients atteints de MA (Ricciarelli and Fedele, 2017).

Dans les modéles murins, l'augmentation de I'activité neuronale potentialise la production d'Ap
et le blocage de I'activité neuronale a I'effet inverse. Ces résultats soutiennent I'idée que APP et
AP font partie d'une boucle de rétroaction qui contréle I'excitabilité neuronale (Palop and
Mucke, 2010). Tandis que I'application de faibles concentrations d'AB (picomolaire),
ressemblant aux niveaux endogeénes d'Af dans le cerveau, potentialise considérablement la

transmission synaptique, des concentrations plus élevées (nanomolaire-micromolaire) d'Ap
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provoquent une dépression synaptique (Puzzo et al., 2008). Des niveaux d’Ap
pathologiquement éleves peuvent indirectement provoquer un blocage partiel des récepteurs
NMDA et déplacer l'activation des cascades de signalisation dépendantes des récepteurs
NMDA vers des voies impliquées dans I'induction de la LTD (long-term depression) et la perte
synaptique (Shankar et al., 2007). Ce modele est cohérent avec des études montrant que 1'Af
altere la LTP (long-term potentiation) (Walsh et al., 2002; Cleary et al., 2005) et améliore la
LTD (Hsieh etal., 2006; Li et al., 2009). Bien que les mécanismes sous-jacents a la LTD induite
par les peptides AP n'aient pas encore ét¢ compleétement ¢élucidés, ils pourraient impliquer la
protéine Fyn. En effet, la toxicité post-synaptique de I'amyloide est Tau-dépendante, et médiée
par la protéine Fyn. Fyn augmente les courants calciques médiés par les récepteurs NMDA,
module la libération de calcium et intensifie la transmission synaptique (Lu et al., 1999) (voir
Chapitre 4 partie 2). Les peptides Ap vont compromettre la liaison de Tau aux microtubules et
empécher le transport axonal des mitochondries, ce qui peut lier deux hypothéses : I'nypothese
de "l’altération du transport axonal”, selon laquelle Tau induit une défaillance du transport
axonal et I'nypothése du "stress oxydatif”, selon laquelle les mitochondries - étant une cargaison
de transport axonal essentielle - sont fonctionnellement altérées, entrainant la production
d'espéces réactives de I'oxygene (ERO/ROS)(Ittner and Gotz, 2011).

La période d'incubation silencieuse de la MA ne trouve pas d’explication dans I’hypothese de
la cascade amyloide. Les mécanismes de compensation dans le cerveau et I'homéostasie
maintiennent des performances cognitives quasi normales pendant des décennies (De Strooper
and Karran, 2016). Le systeme lysosomal/endolysosomal et, en particulier, I'autophagie est un
régulateur clé de ce stade protéopathique (Nixon, 2013). Dans les cerveaux atteints de MA, une
augmentation frappante des autophagosomes est observée a un stade précoce de la maladie
(Nixon, 2013). Ce n'est que lorsque ces mécanismes de compensation se transforment en
processus chroniques, irréversibles et pathologiques que la maladie débute sa progression
inexorable. La formation de protéines agrégees pourrait étre une stratégie protectrice des
neurones vieillissants (Penke et al., 2017). En effet, la formation de plaques séniles est supposée
étre un mécanisme adaptatif pour séquestrer I'excés d'oligomeéres solubles toxiques tout en
laissant les niveaux d'Ap fonctionnels natifs intacts. Cette hypothese est renforcée par I'absence
de résultats positifs et d'effets secondaires des essais cliniques d'immunothérapie visant a une
clairance compléte de I'Ap et soutient les r6les physiologiques bénéfiques de I'AB natif dans la

fonction cellulaire (Karisetty et al., 2020).
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Il existe de nombreuses hypotheses sur la genese des tous premiers éléments perturbateurs dans
la MA : un dysfonctionnement des synapses cholinergiques (Bierer et al., 1995), une hypoxie
dans le cerveau, des problémes de signalisation du calcium, d’homéostasie mitochondriale, de
stress chronique du réticulum endoplasmique, une diminution de la clairance des protéines ou
plusieurs de ces facteurs cumulés (Figure 4). Le peptide AP joue un rdle dans l'induction d'un
dysfonctionnement mitochondrial dans la MA : il rentre dans les mitochondries, présentes
essentiellement dans les synapses, induit la formation des radicaux libres, causant des
dommages oxydatifs et inhibant I’ATP cellulaire, la diminution de la production d’ATP
pouvant causer la défaillance de la neurotransmission (Reddy and Beal, 2008). En effet, Ap
interagit avec VDAC1, bloquant le transport des protéines mitochondriales et conduisant a une
phosphorylation oxydative défectueuse, qui peut & son tour induire une augmentation de la
production de radicaux libres (Manczak and Reddy, 2012). L'augmentation des dommages
oxydatifs est présentée actuellement comme étant I’un des premier événements pathologiques

de la MA (Nunomura et al., 2001).

Le peptide B-amyloide mais également la protéine Tau hyperphosphorylée ont des effets
cytotoxiques directs et indirects qui affectent la neurotransmission, le transport axonal, les
cascades de signalisation, la fonction des organites et la réponse immunitaire de maniére a
entrainer une perte synaptique et des dysfonctionnements dans la libération des
neurotransmetteurs. Les oligomeres de Tau se sont révélés étre également de puissants
inhibiteurs de la LTP. Les enchevétrements exercent des effets neurotoxiques faibles par
rapport a la Tau soluble (Santacruz et al., 2005). Dans les neurones sains, il y a une plus grande
quantité de Tau dans les axones que dans les compartiments somatodendritiques, mais dans les
maladies neurodégénératives, ce gradient est inverse, perturbant potentiellement le transport
axonal et permettant I'accumulation d'agrégats de protéine Tau toxiques. Les troubles
synaptiques apparaissent avant méme la perte des synapses, étape clé dans la transition entre la
phase asymptomatique et la phase symptomatique (Hoover et al., 2010).
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Figure 4 : Schéma des différents acteurs du dysfonctionnement de la transmission synaptique.
L'amyloide-B est libéré d'une maniére dépendante de l'activité neuronale. Les plaques amyloides
contiennent des dépots d’AB entourées de fortes concentrations de formes solubles, ce qui endommage
les synapses proches et aggrave probablement encore la libération d’AB. L’intervention des acteurs de
I’inflammation est bénéfique en premier lieu, puis devient un cercle vicieux en augmentant la libération
de cytokine pro-inflammatoire (IL-1B, TNF-a). En fonction de l'efficacité microgliale et astrocytaire,

I'influx de Ca2+ et le dysfonctionnement mitochondrial, lysosomal et synaptique se propagent le long
des axones ou se limitent a la proximité immédiate des plaques (NT : neurotransmetteurs).

1.2.4 Dysfonctionnement de I’'immunité cérébrale : le role des médiateurs de 1’inflammation

Les astrocytes

On pourrait penser que les maladies neurodégénératives dont la maladie d’Alzheimer sont des
pathologies principalement neuronales, mais des preuves récentes ont montre que les astrocytes,
les oligodendrocytes et la microglie jouent un rdle prépondérant dans le développement du
dysfonctionnement neuronal a 1’origine de ces maladies (Kovacs et al., 2017). A I’appui de
cela, de nombreuses études suggérent que les composantes inflammatoires sont modifiées dans
la maladie d’Alzheimer. Premic¢rement, les cellules inflammatoires (astrocytes et microglie),

les cytokines, chemiokines et les molécules du complément sont retrouvés a des niveaux plus
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¢levés dans les cerveaux des malades d’Alzheimer par rapport aux cerveaux témoins (McGeer
and McGeer, 2001). Deuxiémement, une autre étude a montré que les astrocytes actives sont
abondants autour des plaques amyloides dans le cortex entorhinal des personnes atteintes de la
MA, et que les astrocytes sont capables de phagocyter ces plaques composées d’AB1-42 et de
les dégrader via les lysosomes (Funato et al., 1998; Nagele et al., 2003). Des études récentes
suggerent ainsi que la premiére étape de la pathologie astrocytaire pourrait étre I'accumulation
de protéines mal repliées comme une tentative de contenir les dommages a 1’intérieur des
astrocytes, tel que des fragments AP ou des dép6ts de protéine Tau par micropinocytose (lkeda
et al.,, 2016; Garwood et al., 2017; Martini-Stoica et al., 2018). De maniére réciproque,
I'accumulation d'astrocytes sénescents favoriserait la formation d'agrégats de Tau
hyperphosphorylés chez la souris (Bussian et al., 2018). De plus, dans les premiers stades de la
maladie d'Alzheimer dans différents modéles murins, une hyperactivité astrocytaire est présente
des le début de la pathologie amyloide (Dudal et al., 2004) et Tau (Yoshiyama et al., 2007),

bien avant que I'inflammation ne devienne perceptible.

En tant que composant important de la synapse tripartite, les astrocytes maintiennent
I'homéostasie dans le systéme nerveux central par une diversité d’actions et de roles, notamment
le controle du flux sanguin, la modulation de la neurotransmission, I'absorption d'ions et de
glutamate, l'apport métabolique ou encore la défense oxydative (Haydon, 2001; Ren et al.,
2018). Au cours du développement de la MA, les astrocytes subissent une transformation
dramatique appelée "astrocytose réactive" et activent de nombreux genes (Zamanian et al.,
2012). Les fonctions des astrocytes réactifs ont fait I'objet de nombreux débats, des études
antérieures montrant alternativement qu'ils entravent ou soutiennent la récupération du systéeme
nerveux central (SNC) (Martinez and Gordon, 2014; Heppner et al., 2015; Anderson et al.,
2016).

Les astrocytes sont maintenant reconnus pour contribuer aux réponses neuro-inflammatoires
qui accélérent la progression des maladies neurodégénératives chez 1’humain (Bouvier et al.,
2016). Les astrocytes réactifs sont des astrocytes subissant un remodelage morphologique,
moléculaire et fonctionnel en réponse a une blessure, une maladie ou une infection du SNC. Il
avait ét¢ communément accepté jusqu’a récemment qu’il existait deux types d’astrocytes
réactifs : le type Al, neurotoxique et destructeur pour les synapses, libérant des cytokines pro-
inflammatoires, des ROS et perdant la plupart des fonctions trophiques des astrocytes ; et le

type A2, au contraire protecteur et augmentant 1’expression de nombreux génes bénéfiques pour
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les neurones (Reid et al., 2020). Les marqueurs des astrocytes Al sont certes régulés a la hausse
dans la MA, et ce phénotype serait induit par la microglie activée (Liddelow et al., 2017).
Cependant, il a été démontré qu’il existe un spectre d'états astrocytes réactifs dans différentes
régions du cerveau, tout au long du vieillissement et de la progression de la maladie, similaire
aux réponses microgliales dynamiques de la maladie. Il n’y aurait donc pas d'astrocyte réactif
prototype, et les astrocytes réactifs ne se polarisent pas en phénotypes binaires simples, tels que
Al1-A2, bon-mauvais ou neurotoxique-neuroprotecteur. Au contraire, les astrocytes réactifs
peuvent adopter plusieurs états selon le contexte, avec seulement une fraction de changements

communs entre les différents états (Habib et al., 2020; Escartin et al., 2021).

La microglie

Dans le cas de la MA, la concentration et I'activation de la microglie autour des plaques
amyloides ont été démontrées a l'origine par Alois Alzheimer et ont été depuis réguliérement
observées (Cipriani et al., 2011). L'homéostasie cérébrale est surveillée en permanence par la
microglie, qui sont des macrophages résidant dans les tissus cérébraux qui exécutent un large
éventail de fonctions cellulaires, y compris le soutien trophique des neurones, la réponse
immunitaire aux blessures et aux infections, et la clairance phagocytaire des synapses et autres
débris cellulaires (Crotti and Ransohoff, 2016). De maniere similaire aux astrocytes, la
microglie répond aux altérations de I'noméostasie du tissu cérébral en modifiant son expression
génique et sa morphologie, un processus appelé "microgliose réactive" (Figure 5). Ainsi, ces
cellules activées sont appelées "microglie associée a la dégénérescence ou a la maladie"
(Disease associated microglia, DAM). Cette microglie activee peut remplir différentes
fonctions et exercer a la fois des effets positifs et négatifs dans différents modeles de maladies
murines. Notamment, le récepteur TLR2 est essentiel dans I'activation microgliale induite par
AP (Jana et al., 2008; Liu et al.). L'activation continue de TLR2 contribue au développement
de la neuroinflammation et de la pathologie (McDonald et al., 2016a). Dans la MA, ces
microglies réactives se trouvent en abondance autour des plaques pathologiques d'amyloide-f
(Itagaki et al., 1989), et des études "-omiques" du cerveau humain ont révélé que les
changements de la microglie constituent les signaux transcriptionnels et épigénetiques les plus
forts de la MA et du vieillissement normal (Ris et al., 1975; Zhang et al., 2013; Huang et al.,
2017).
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L'autophagie microgliale joue un réle modulateur dans l'internalisation et I'absorption d'Ap, et
a probablement un impact sur la dégradation ou la formation de plaques amyloides, les déficits
de l'autophagie microgliale contribuant a la progression de la maladie. La microglie permet
d’éliminer le peptide AP, un processus qui a été largement étudié (Bates et al., 2009; Lee et al.,
2010a; Baranello et al., 2015). La microglie peut sécréter des protéinases, telles que la
néprilysine, une enzyme de dégradation de I'insuline et la MMP9, qui dégradent directement
I'AB soluble (Qiu et al., 1998; Iwata et al., 2001; Yan et al., 2006). Plus généralement, la
microglie est présumée internaliser et dégrader AP grace au récepteur TREM2 (Song and
Colonna, 2018; Zhao et al., 2018). Des études de génétique chez I’Homme ont prouvé l'effet
important des mutations perte de fonction du gene Trem2 sur le risque de MA et sur la fonction
microgliale et soutiennent que la microglie a une fonction protectrice qui réduit I'incidence de
la MA (Dourlen et al., 2019).

La microglie peut également éliminer les agrégats de protéine Tau en les phagocytant et en les
dégradant (Luo et al., 2015; Bolds et al., 2016; Hopp et al., 2018). D'autre part, la microglie
peut également étre un ennemi dans la propagation de la pathologie Tau en phagocytant Tau et
en le libérant dans I'espace extracellulaire (Asai et al., 2015). Il semble qu'aux premiers stades
de la MA, la réponse neuro-inflammatoire puisse étre protectrice, contribuant initialement au
maintien de I'homéostasie. L'activation continue des cellules gliales au cours de la maladie,
cependant, peut conduire au développement d'une inflammation chronique dysfonctionnelle qui
exacerbe les pathologies Tau, amyloide et la perte synaptique (Hansen et al., 2018). Par
exemple, les molécules du complément C1q et C3 et la microglie qui élaguent les synapses en
exces au cours du développement se retrouvent activées de maniére inappropriée dans la MA
et médient la perte synaptique et le déclin cognitif associé (Hong et al., 2016). Il est tres
probable qu'une fois que les altérations inflammatoires ont commencé, elles conduisent a un

cercle vicieux qui entretient les processus liés a la MA (Wyss-Coray, 2006).
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Figure 5 : Schéma reliant la toxicité des plaques amyloide, les acteurs de I’inflammation (astrocytes
et microglie) et les conséquences sur les neurones adjacents. Certains facteurs déclencheurs comme
des signaux apoptotiques, des agrégats d’ AP ou des stimulis inflammatoires vont convertir les astrocytes
et la microglie en cellules inflammatoires activées, avec un spectre d’états intermédiaires. Les microglies
sont attirées par les plaques et phagocytent ainsi les synapses endommagées grace au récepteur TREM2,
offrant ainsi une protection dans un premier temps contre des dommages plus importants. Cette
suractivité inflammatoire finit a terme par endommager les connections synaptiques et les neurones,
alimentant la perte synaptique et les déficits mnésiques associés.

[11.  Diagnostic clinique

Certains changements dans le cerveau peuvent débuter 10 a 20 ans avant 1’apparition d’une
quelcongue manifestation clinique. La progression de la démence a un stade léger (mild stage)
dure en 2 et 5 ans et est mise en évidence par une amnésie (perte partielle ou totale de la
mémoire), accompagnée de troubles du langage, de changements de personnalité et d’une
désorientation visuospatiale, entre autres. A ce moment, la personne et sa famille sont
conscients de la maladie et le diagnostic clinique probable est en général posé. Au stade modéré
de la maladie qui peut durer entre 2 et 4 ans, les dommages se sont étendus aux régions du
cortex cérebral qui contrélent le raisonnement, le langage, entrainant une aphasie (perte de la
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faculté de s’exprimer ou de comprendre le langage), mais également le traitement des entrées
sensorielles ce qui va conduire a une agnosie (trouble de la reconnaissance des visages, des
odeurs, des sons, des golts...). Les symptomes de la maladie sont plus prononcés et une
supervision du patient devient nécessaire. L’ interruption de la communication neuronale peut
causer de la paranoia, des hallucinations, des acces de colere mais également une apraxie
(difficulté a effectuer des gestes précis) ce qui va détériorer la possibilité d’effectuer des taches
quotidiennes comme s’habiller, lire ou écrire. Le stade sévére de la maladie est caracterisé par
une atrophie étendue du cortex cérébral et un élargissement des ventricules (Barrera Ocampo
and Lopera, 2016). Cette atrophic de I’hippocampe peut étre mesurée grace a I'échelle de
Scheltens qui note le stade de I'atrophie de I'nippocampe de 0, absence d'atrophie, a 4, atrophie
tres sévere (Scheltens et al., 1993). Au stade sévére, le patient est totalement dépendant et est

incapable de reconnaitre ses amis et sa famille.

1.3.1 Les tests comportementaux

Plusieurs tests médicaux permettent de construire un diagnostic de MA relativement fiable
(Rossini et al., 2020), malgré le fait que le diagnostic certain ne pourra étre posé que post-
mortem a la découverte dans le cerveau du patient des lésions caracteristiques, les plaques
amyloides et les enchevétrements neurofibrillaires. Le cheminement médical commence
généralement par des examens comportementaux, consistant en un ou plusieurs tests
mnésiques. 1l en existe un grand nombre, comme le MMSE (Mini Mental State Examination),
qui consiste en une série de questions permettant d’apprécier la coordination du patient, sa
capacité a compter, a restituer des événements généraux et a raisonner (Derouesne et al., 1999).
Il existe également le CDR-SB (Clinical Dementia Rating Sum of Boxes) (Cedarbaum et al.,
2013) ou I'ADAS-Cog (The Alzheimer’s Disease Assessment Scale—Cognitive Subscale), une
échelle congue aux USA par Rosen et al. en 1984 (Rosen et al., 1984; Kueper et al., 2018).

Si le neurologue soupconne un début de MA, il peut prescrire des tests plus pousseés,
comprenant notamment de I’imagerie, des ponctions lombaires ou des analyses sanguines a la
recherche de biomarqueurs caractéristiques. Les biomarqueurs actuels mesurent les niveaux
d’AB1-40, AB1-42 et de la protéine Tau dans le plasma et le liquide cérébrospinal (Ashton et
al., 2020; Barthélemy et al., 2020; Palmquvist et al., 2020). Les études d’imagerie (IRM et TEP)
completent généralement ces analyses de biomarqueurs. Dans la maladie d’Alzheimer, ces
biomarqueurs sont correlés avec la progression de la maladie (La Joie et al., 2020; Leuzy et al.,
2020; Chang et al., 2021).
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1.3.2 L’imagerie médicale

Il existe une variété de modalités d’imagerie, incluant I’'Imagerie a Résonnance Magnétique
(IRM) structurale et fonctionnelle ou la Tomographie a Emission de Positron (TEP).
Concernant la MA, I’IRM structurale peut étre divisée en 1’évaluation de 1’atrophie progressive
cerébrale (séquences volumétriques pondérées en T1) (Figure 6) et 1’étude des changements
dans les caractéristiques des tissus comme la substance blanche (IRM pondérée en T2). La
contribution majeure a 1’atrophie est la perte neuronale et dentritique. Le cortex entorhinal est
le premier site d’atrophie, suivi de prés par I’hippocampe et I’amygdale (Lehéricy et al., 1994).
Ces pertes neuronales s’étendent ensuite dans le néocortex temporal, suivant ainsi les études
histopathologiques qui ont décrit la diffusion des dégénérescences neurofibrillaires (Braak and
Braak, 1991). Il est maintenant clair qu’au moment ot un patient Alzheimer typique regoit son
diagnostic, I’atrophie cérébrale est d¢ja bien avancée. En effet, le volume cérébral a diminu¢ en
moyenne de 6% (Ridha et al., 2006), et ’atrophie du lobe temporal médian est maintenant
proposé en tant que critere de diagnostic de la MA (Dubois et al., 2007), car les études ont
montré que I’atrophie était le facteur qui était le mieux corrélé aux déficits cognitifs a tout age

(Savva et al., 2009).

Figure 6 : Imagerie IRM pondérée en T1 utilisant une séquence MPRAGE (Magnetisation Prepared
Rapid Gradient Echo) montrant une diminution du volume de substance grise chez un patient atteint de
MA par rapport a un contr6le sain et un déclin intermédiaire de la substance grise chez un patient avec
un début de MA (ici AD, Alzheimer’s disease) ou MCI (mild-cognitive impairment). L’élargissement
des ventricules consécutif a cette perte de substance grise est indiqué par des fleches rouges (Chandra
etal., 2019).
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L’IRM fonctionnelle (IRMf) permet de donner une mesure de I’activité neuronale, déduit de la
mesure des changements du niveau d'oxygene dans le sang au niveau cérébral (BOLD fMRI,
Ogawa et al., 1990; Kwong et al., 1992). L’IRMf peut étre enregistrée durant des taches
cognitives, et chez les patients de la MA une diminution de 1’activité de 1’hippocampe durant
les phases d’encodage de nouvelles informations a été détectée (Small et al., 1999; Hamaldinen
et al., 2007), et plusieurs études ont montré une augmentation de 1’activité du cortex préfrontal,
possiblement dans un mécanisme compensatoire (Grady et al., 2003).

Le fluoro-deoxy-D-glucose (FDG)-TEP est connu pour mesurer I’activité synaptique,
s’appuyant sur le fait que le glucose est la principale source d’énergie du cerveau, et I’analogue
du glucose FDG est un indicateur fiable du métabolisme cérébral quand il est couplé au fluor-
18 (demi-vie 110 min). Les régions limbiques et associatives sont typiquement
hypométaboliques chez les patients atteints de la MA (Foster et al., 1983; De Santi et al., 2001),
et cela s’aggrave durant la progression de la maladie (Figure 7). Le FDG est donc un marqueur
robuste de neurodégénération car il a été montré que I’hypométabolisme précéde dans certains
cas I’apparition des symptémes cognitifs et peut prédire le taux de déclin cognitif progressif
chez les personnes qui se sont révelées plus tard avoir progressé vers la MA (de Leon et al.,
2001; Jagust et al., 2006). Plusieurs groupes ont observé un dépot élevé d’amyloide dans les
régions pariétales qui colocalise avec 1’hypométabolisme observé en présence de FDG,

indiquant possiblement une toxicité locale (Klunk et al., 2004; Cohen et al., 2009).

Normal

Alzheimer
disease

Figure 7 : Images transaxiales FDG-PET d'un sujet témoin et d'un patient atteint de MA légére.
A noter un hypométabolisme sévere (régions corticales jaunes et bleues) dans le cortex associatif et
limbique. Ce sont les régions cérébrales généralement impliquées qui permettent de définir le profil
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FDG-PET typique de la MA. Ce profil s'aggrave lentement parallelement aux symptémes et est bien
corrélé a l'autopsie avec le diagnostic pathologique de la MA (Johnson et al., 2012).

Il est possible de détecter la charge amyloide en TEP, par une technique appelée TEP Amyloide.
Son principe repose sur la liaison du Pittsburgh Compound B (PiB) aux plaques amyloides,
permettant de traquer le processus d’agrégation (Ikonomovic et al., 2008) (Figure 8). Trois
traceurs TEP amyloides ont été approuvés a la fois par la Food and Drug Administration (FDA)
américaine et I'Agence européenne des médicaments (EMA) pour l'imagerie AB chez les
patients atteints de troubles cognitifs en cours d'évaluation clinique pour la MA, & savoir le
[‘8F]florbetapir (Amyvid™)(Wong et al., 2010), le [*8F]flutémétamol (Vizamyl™) (Nelissen et
al., 2009) et le [‘®F]florbetaben (Neuraceq™)(Rowe et al., 2008). 96% des patients Alzheimer
sont amyloide-positifs, mais 24% des controles sans déficits cognitifs le sont aussi
(Kemppainen et al., 2006; Roe et al., 2010). De maniére réciproque, seulement une partie des
patients présentant des troubles de la mémoire 1égers progressera vers une maladie d’ Alzheimer
dans les 5 a 10 ans (Petersen et al., 1999; Johnson et al., 2012). Les plaques B-amyloides sont
détectables dans le cerveau de nombreuses années, voire des décennies avant l'apparition de la
démence, mais semblent n'avoir que des effets subtils sur la cognition chez les humains (Vogel
et al., 2020).

ﬁ Logan
o DVR
W W

C2CRER

MCl+ MCl++ AD

Figure 8 : Images TEP PiB de sujets témoins normaux, de patients avec un début de MA (MCI) et
de patients MA montrant différents stades de dépots d*amyloide-p. La plupart des témoins ne montre
aucun signe de dépdt d'amyloide-p (NC-), mais une partie substantielle (25 %) en présente néanmoins
un peu (NC+). La plupart des patients atteints de MCI présentent des dépdts d'amyloide p modérés
(MCI+) ou séveres (MC++), mais jusqu'a 40 % a 50 % ne présentent aucun signe de pathologie
amyloide-B (MCI-). La grande majorité des patients atteints de MA diagnostiqués cliniquement
présentent des dépdts importants d'amyloide-f3 (AD)(Johnson et al., 2012).

Il a également été mis en place une imagerie TEP-Tau, qui permet d’étudier la progression de

la maladie, méme avant que les symptdmes ne se manifestent (James et al., 2015; Saint-Aubert
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et al., 2016). Le TEP-Tau permet la quantification de Tau in vivo, mais le signal TEP est
contaminé par du signal non spécifique qui limite les interprétations. Les composés utilisés sont
par exemple le flortaucipir (Tauvid™) (dérivé de structure azaindole pyridine), se lie aux
filaments hélicoidaux appariés ou PHFs). De maniére importante, il a été montré que la
distribution spatiale de Tau refléte mieux le phénotype clinique que AP, et que les
enchevétrements neurofibrillaires de protéine Tau sont fortement corrélés a la
neurodégéneérescence locale et, a leur tour, aux troubles cognitifs (Bejanin et al., 2017). La
distribution spatiale de Tau et AP est discordante, cependant I’association la plus forte peut étre
faite dans le cortex entorhinal (Vemuri et al., 2017). Il est également intéressant de noter que
des niveaux faibles d’ AP peuvent prédire le développement de la pathologie Tau dans les 5 ans
dans les régions limbiques et néocorticales (Leal et al., 2018), et réciproquement un dép6t de
Tau étendu se déroule en présence d’ AP néocortical et est associé avec un déclin cognitif et une
progression de la pathologie (Schéll et al., 2016; Pascoal et al., 2017). Une relation synergique
entre les deux Iésions pourrait ainsi déclencher la progression de la maladie (voir Chapitre 4.
I). Les régions cérébrales successivement atteintes expliquent bien 1’apparition progressive des
troubles cognitifs qui caractérisent la MA : amnésie consécutive a la dégenérescence
entorhinale et hippocampique ; aphasie, apraxie et agnosie avec 1’atteinte du néocortex. Une
¢tude a montré que les dépots d’ AP sont les plus élevés dans les régions appelées “default mode
network”, ou les neurones de ce réseau sont préférentiellement actifs lorsque I'individu n'est pas
concentré sur son environnement externe (Buckner et al., 2005).

D’autres marqueurs candidats ont été étudiés en relation avec I’inflammation et 1’activation
astrogliale dans les maladies neurodégénératives, tel que le YKL-40, une glycoprotéine
synthétisée par les astrocytes et la microglie, ou la forme soluble de TREM2, qui s’est montré

la plus prometteuse (Muszynski et al., 2017)

1.3.3 Les biomarqueurs plasmatiques et du liquide cérébrospinal

De maniere complémentaire a 1’imagerie, il est également possible de quantifier plusieurs
biomarqueurs présents dans le liquide cerébrospinal (LCS) ou dans le plasma des patients. En
France, ou I'imagerie moléculaire n'est pas accessible en soin courant, ils sont bien souvent le
seul outil disponible pour poser un diagnostic biologique de MA. La fiabilité des biomarqueurs
a suscité leur intégration dans les critéres diagnostiques de recherche de la MA dés 2007
(Dubois et al., 2007). Le triple dosage du peptide B-amyloide (AB1-42), de la protéine Tau totale

(T-tau) et de la protéine Tau phosphorylée (P-tau) dans le LCS est un reflet sensible et
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spécifique des lésions de la MA dans le parenchyme cérebral. En effet, les niveaux de Tau totale
et de Tau phosphorylée détectés dans le LCS refletent la physiopathologie liée a la MA
(Blennow et al., 1995). L'explication la plus probable est que les niveaux accrus de Tau dans le
LCR sont dus a une augmentation de la phosphorylation et de la sécrétion de Tau par les

neurones, en tant que réponse neuronale a I'exposition a Ap (Maia et al., 2013).

On peut également détecter les formes AB1-40 et AB1-42 du peptide AP, et les approches
actuelles de détection de la MA reposent sur la classification des individus comme "positifs"
ou "négatifs" pour les biomarqueurs liés a la pathologie AB. Cependant, I'accumulation d'Ap
commence lentement, des années avant que les biomarqueurs ne deviennent anormaux. Dans
le LCS des patients Alzheimer, 1a concentration d’AB1-42 est réduite de 50% par rapport au
niveau basal. En effet, ce peptide s’agrége dans le parenchyme cérébral, ce qui résulte en des
niveaux réduits dans le LCS. Il a ét¢ montré qu’un ratio entre la forme AB1-42 et AB1-40 était
plus représentatif des différences inter-individuelles dans le traitement amyloidogénique de
I’APP (faibles versus forts producteurs d’AB) que la quantité d’Ap1-42 ou d’AB1-40 seuls et
permet d'appréhender cette diminution relative d' AB1-42 (Lewczuk et al., 2017; Hansson et al.,
2019). AB1-40 étant le produit de clivage principal de I'APP, bien plus abondant que I'AB1-42,
son dosage peut étre considéré comme une bonne approximation de I'Ap totale. Ce ratio est, de
plus, proche de 100% de concordance avec la TEP amyloide (Mattsson et al., 2019).

Le ratio AB1-42/AB1-40 dans le plasma (mesuré par immunoprécipitation et spectrométrie de
masse ou par ELISA hautement sensible) semble également refléter la pathologie amyloide
dans le cerveau avec une bonne précision par rapport a la TEP Amyloide et au ratio AB1-
42/AB1-40 dans le LCS (Janelidze et al., 2016; Nakamura et al., 2018; Schindler et al., 2019).

Dans le cerveau des patients Alzheimer, les concentrations de la protéine Tau totale (T-Tau) et
Tau phosphorylée (P-Tau) sont augmentées par rapport aux témoins (Leroy et al., 2021).
L'élévation de T-Tau ne survient que s'il y a une pathologie amyloide associée (Tapiola et al.,
2009). Ainsi observe-t-on dans la MA une élévation moyenne des concentrations de T-Tau et
de P-Tau a 254 % et 188 % de la norme, respectivement (Olsson et al., 2016), mais seule P-Tau
est un marqueur spécifique de la pathologie neurofibrillaire. La quantification de T-Tau
plasmatique posséde cependant une moindre speécificité que P-Tau (Zetterberg, 2017), et la
corrélation avec le LCS est faible (Pereira et al., 2017). Une explication potentielle a cela est
que le test mis en place est vulnérable a la dégradation protéolytique de Tau dans le sang (la

demi-vie de Tau mesurée a l'aide des tests T-Tau actuellement disponibles est de 10 h)
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(Zetterberg and Bendlin, 2020). L'association de ces quatre biomarqueurs peut aider a
différencier une MA d'une autre maladie neurodégénérative et poser un diagnostic de MA deés
le stade précoce. Leur interprétation peut se révéler difficile, liée notamment aux profils
ambigus (Amyloide+ et Tau- ou Amyloide- et Tau+) et a la fréquence des associations

pathologiques, notamment chez le sujet trés age.

V. Etiologie

1.4.1 La maladie d’Alzheimer d’origine génétique

Dans le cas de la MA, il existe des formes autosomiques dominantes qui sont caractérisées par
un début précoce (avant 60 ans), appelées aussi formes familiales (FAD) elles représentent
moins de 1% des cas; et d’autre part les formes sporadiques de la maladie, avec une survenue

plus tardive mais largement plus répandues (El Kadmiri et al., 2013).

Des mutations héréditaires des génes APP (amyloid-p protein precursor), localisés sur le
chromosome 21 (Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987) et PSEN1 et PSEN2 (Rogaev et al., 1995;
Sherrington et al., 1995) qui codent pour les sous-unités de la y-secrétase, la préséniline 1 (PS1)
et la préséniline 2 (PS2) ont été identifiées dans les années 80 et 90. Ces mutations modifient
le clivage protéolytique de I'APP et augmentent la production d’AB1-42, le rapport AB1-
42/AB1-40 et l'agrégation du peptide AP, ce qui aboutit finalement & I'apparition des formes
familiales de la maladie d'Alzheimer (FAD) (Fernandez et al., 2014; Qiu et al., 2015). Les
mutations les plus fréquentes causant les formes précoces de la MA sont retrouvées sur le géne
codant pour la préséniline 1 (PSEN1), porté par le chromosome 14 et impliqué dans 72% des
cas contre 13% de mutations sur le géne codant pour la préséniline 2 (PSEN2), porté par le
chromosome 1 (Scheuner et al., 1996). La mutation PSEN1M139T conduit a un 4ge moyen de
survenue de la maladie entre 39 et 51 ans (Campion et al., 1995). Les porteurs précliniques ont
des niveaux relativement élevés d'AB1-42 dans le liquide céphalo-rachidien (Portelius et al.,
2012). En effet, la préséniline-1 joue un rdle essentiel dans I'homéostasie du calcium et le
maintien du pH lysosomal acide, les mutations associées a la FAD perturbent ainsi la fonction
ATPase dépendante du calcium dans les lysosomes (Chung et al., 2019). La préséniline-2 quant
a elle joue notamment un réle crucial dans le fonctionnement mitochondrial et la bioénergétique
cellulaire, notamment dans la formation et I'intégrité de la chaine de transport d'électrons
(Contino et al., 2017).
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Les mutations autosomiques dominantes dans le gene MAPT codant pour la protéine Tau
provoquent des troubles neurodégénératifs dans les modeles murins (Roberson et al., 2007;
Gotz and Gotz, 2019), ce qui renforce I’idée du rble causal de Tau dans les maladies
neurodégéneératives. MAPT est en effet un facteur de risque génétique de MA chez I’Homme :
la duplication du géne MAPT provoque la formation d'enchevétrement neurofibrillaire et le

développement d’une tauopathie (Le Guennec et al., 2017).

1.4.2 L’hypothése de la cascade amyloide

“Our hypothesis is that deposition of amyloid  protein (ABP), the main component of the
plaques, is the causative agent of Alzheimer’s pathology and that the neurofibrillary tangles,
cell loss, vascular damage, and dementia follow as a direct result of this deposition”. Découlant
de la découverte des mutations sur le géne de I’APP, ces mots présentent la genése de
I'nypothése de la cascade amyloide qui remonte a 1992 lorsque Hardy et Higgins (Hardy and
Higgins, 1992) ont pour la premiere fois proposé que I'accumulation de peptides Ap dans le
parenchyme cérébral était I'événement central de la pathogenése de la MA. Les preuves les plus
convaincantes pour appuyer cette hypothese sont l'apparition de la pathologie chez des
individus porteurs de mutations autosomiques dominantes sur les genes codant pour la protéine
précurseur amyloide (APP) ou les protéines du complexe y -secrétase préséniline 1/2
(PSEN1/2). L'hypothése de la cascade amyloide a recu un soutien supplémentaire depuis la
génération d'une variété de modeles de souris transgéniques APP ou APP/PS1 qui se sont avérés
récapituler  certaines des principales caractéristiques anatomopathologiques et
comportementales de la forme familiale de la MA, telles que la formation des plaques
amyloides, la perte synaptique, des altérations de la plasticité synaptique et troubles de la
mémoire (Puzzo et al., 2014). Dans cette hypothése, la mutation des génes impliqués dans la
biosynthese, I'agrégation et la dégradation d'Ap entraine un déséquilibre entre la production
d'Ap et la clairance d'AB, conduisant a l'accumulation anormale d'Af dans le cerveau.

(Mawuenyega et al., 2010)

Depuis plusieurs années, un nombre croissant d’arguments s’est élevé contre cette théorie
fondatrice, comme le fait que la grande majorité des cas de MA sont sporadiques et, bien qu'ils
présentent également des plaques AP et des enchevétrements neurofibrillaires de protéine Tau,
il n'est pas si simple de conclure que MA d’origine génétique et sporadique partagent le méme
déclencheur pathogéne (Ricciarelli and Fedele, 2017). 1l a été constamment démontré que

l'accumulation et le dépot d'AP ne sont pas corrélés avec la perte neuronale et le déclin cognitif,
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et que de nombreuses personnes ont une charge importante de plaques amyloides, évaluee par
TEP, sans montrer de symptdmes de troubles de la mémoire (Aizenstein et al., 2008).
L'hypothese amyloide a été modifiée pour incarner le concept selon lequel les oligomeéres d’AB
solubles, plutdt que leurs agrégats fibrillaires insolubles, sont les especes toxiques et qu'ils sont
présents avant que les peptides AP ne soient agréges et deposes sous forme de plaques
amyloides dans le cerveau. Dans ce scénario, ces oligoméres toxiques dérives de I'APP sont les
principaux responsables des dysfonctionnements synaptiques (Voir Chapitre 3, partie 2b) et
sont responsables de I'initiation de déficits cognitifs avant que les Iésions caractéristiques ne se
manifestent dans le cerveau (Mucke and Selkoe, 2012; Ferreira et al., 2015; Nhan et al., 2015).
Bien que cette hypothése postule que lI'agrégation Ap est I'événement pathologique initiateur de
la MA, les études de biomarqueurs et de pathologie ont montré une forte corrélation entre
I'accumulation d’enchevétrements neurofibrillaires et la neurodégénérescence et le déclin
cognitif, alors que la pathologie amyloide n’était que faiblement corrélée avec la progression
de la MA (Herrup, 2015). Plusieurs études ont ainsi apporté des preuves convaincantes que A3
n’était pas la seule protéine responsable dans le tableau clinique de la MA, mais plutét qu’il
existerait une synergie avec la protéine Tau (voir Chapitre 4 partie 2). Sur la base de ces
résultats, il a été postulé que, dans la cascade pathologique de la MA, "AB est le déclencheur
et Tau est la balle" (Bloom, 2014).

Si certaines mutations sur le géne APP sont responsables du déclenchement de la MA et
d’autres sont protectrices, 1’hypotheése de la cascade amyloide demeure possible, tout en
n’excluant pas d’autres hypothéses comme I’implication de facteurs environnementaux ou de

facteurs génétiques touchant d’autres génes que 1’APP.

1.4.3 Laforme sporadique et les autres facteurs de risque liés a la MA

Bien qu'elles ne soient pas identiques, la FAD a début précoce et la maladie d'Alzheimer
sporadique a début tardif présentent un large chevauchement clinique et pathologique (Frisoni
et al., 2007) et peuvent donc partager des mécanismes communs de dysfonctionnement cognitif
dépendant de I'AP (Figure 9).

La majorité des cas de MA sont des formes sporadiques, pour lesquelles plusieurs facteurs de
risque ont €été mis en évidence : le principal étant 1’age, avec une incidence qui double par
tranche de cing ans aprés 65 ans (Rademakers et al., 2003). Des facteurs de risque génetique

ont ainsi été identifié, tel que 1’alléle €4 du geéne codant pour 1’apolipoprotéine E (ApoE). Ce
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gene est présent sous trois formes alléliques dans la population générale (€2, €3, €4) codant pour
trois isoformes protéiques E2, E3 et E4 respectivement. L'association de I'allele APOE &4 avec
le risque de MA a été maintes fois démontrée (Farrer et al., 1997; Mahley et al., 2006), alors
que l'allele 2 est associé a un effet protecteur (Kim et al., 2009). APOE régule le transport du
cholestérol et des lipides, et est impliqué dans la réponse des neurones suite a des dommages.
Les porteurs de I’all¢le €4 du géne APOE ont un risque 2 a 3 fois plus élevé avec un seul allele
et 12 a 15 fois plus de risques pour les porteurs de deux alleles de développer la maladie
d’Alzheimer. Bien que cette population présente un risque, la présence de 1’allele €4 n’est pas
nécessaire ni suffisante pour développer la MA. La présence spécifique d'APOE dans les
plaques (dans la partie la plus centrale) associée aux neurites dystrophiques chez les patients
MA suggere que I'APOE peut contribuer a 1’agrégation du peptide AP, améliorant la capacité
de certaines plaques a endommager les axones environnants (Dickson et al., 1997). Tau a
également des relations bidirectionnelles avec ApoE4. Cet allele favorise
I'nyperphosphorylation de la Tau endogene dans les neurones humains dérivés des cellules
souches pluripotentes induites (iPSC) et chez les souris transgeniques (Tesseur et al., 2000;
Brecht et al., 2004; Wang et al., 2018). A l'inverse, une suppression de la Tau endogene protege
les souris transgeniques exprimant des fragments d'’ApoE4 humaine contre le déclin cognitif
(Andrews-Zwilling et al., 2010), ce qui suggere une interdépendance mutuelle entre ces facteurs
pathogenes. Récemment, il a été mis en évidence un autre facteur génétique a risque dans la
maladie d’Alzheimer sporadique : TREM2, qui code pour un récepteur de surface cellulaire
exprimé par la microglie, suscite en effet un vif intérét car son variant R47H confére un risque
de développer la MA comparable a l'all¢le €4 du géne APOE (Vautheny et al., 2021).

La clairance défectueuse d'Ap (et de Tau) est considérée comme sous-jacente a la majorité des
cas sporadiques de la MA. Des études suggérent que certains facteurs de risque génétiques
contribuent au développement et a la progression de la MA en modulant la clairance des
protéines pathologiques. Ainsi, via des études d’association pangénomique d’autres génes ont
pu étre identifiés comme facteurs de risques répartis principalement dans trois voies :
I’endocytose et la voie endo-lysosomale (PICALM, BIN1, SORL1), le transport de 1’APP
(PLD3) ou le métabolisme lipidique (SORL1, CLU) (Harold et al., 2009; Reitz and Mayeux,
2014). En effet, le géne codant pour I'amphiphysine 2 (également connu sous le nom de BIN1)

est le deuxiéme locus de risque le plus répandu pour I'AD a début tardif (Seshadri et al., 2010).

Dans les formes monogéniques de la MA, AP serait toujours responsable de la pathogeneése,

alors que dans les formes sporadiques, AP ne serait qu’un accélérateur important du processus
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pathologique. La MA sporadique semble donc étre caractérisée par une interaction plus
complexe entre le vieillissement, l'agrégation AP, les modifications vasculaires,
I’inflammation, le stress oxydant et d'autres co pathologies, comme 1’a-synucléine neuronale et
des inclusions TDP-43 (Zetterberg and Bendlin, 2020). Environ 50 % des personnes atteintes
de la MA ont une pathologie a-synucléine dans le cerveau en plus de la pathologie

caractéristique Ap et Tau (Hamilton, 2000).

Familial AD Sporadic AD

Aging
APP, PSEN1, PSEN2 Genetic (APOE) and
genes mutation Environmental risk
factors

Failure in AB clearance

Altered AB production

Imbalance in AR homeostasis

Increase in AB42 production and
accumulation

AB42/AB40 ratio 1

A peptides oligomerization, formation
of fibers and plaques deposits

Cytotoxicity
(Oxidative stress, autophagy
dysruption, inflammation...)

Tau imbalance

Synaptic dysfunction
Neuronal death

Cognitive impairment

Figure 9 : La MA d’origine familiale et la MA d’origine sporadique et leurs causes sous-jacentes.
Les origines de ces deux variantes de la MA sont différentes : une/des mutations génétiques pour la MA
d’origine familiale et pour la MA sporadique plutot des dysfonctionnements liés a 1’age, des facteurs de
risques environnementaux ou encore des mutations génetiques a risque comme APOE. Ces causes vont
mener ultimement a une dérégulation de I’homéostasie d’ Af, entrainant une mort neuronale importante.
Adapté de Qiu et al., 2015.

Il est important de souligner que les symptdmes n'apparaissent qu'a un age et un stade avancé
de la maladie, ce qui implique I’existence d’un systéme tampon qui empéche l'apparition de la

maladie et la formation d'amyloide plus tét dans la vie (Labbadia and Morimoto, 2015). La
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phase clinique de la maladie est initiée lorsque la réaction cellulaire ne peut plus maintenir
I'noméostasie (De Strooper and Karran, 2016). Par exemple, I’augmentation de certaines
enzymes dégradant 1'AP peut initialement compenser le déclin de I'activité d'autres enzymes,
maisau fur et a mesure du vieillissement, les facteurs génétiques et les maladies telles que
I'nypertension et le diabéte diminuent l'efficacité d'autres voies d'élimination de I'AP, la
réduction de la clairance du peptide AP augmente alors les niveaux de ce peptide dans le cerveau

conduisant au développement de la MA (Miners et al., 2008).

Ainsi le dysfonctionnement métabolique est I'une des premieres caractéristiques pathologiques
de la MA. La MA est souvent appelée diabéte de type 3 en raison de la présence d'une résistance
a I'insuline qui se développe dans le cerveau au cours de la maladie (Vinuesa et al., 2021). Ces
facteurs de risques vasculaires, le diabéte, ’hypercholestérolémie et I’hypertension artérielle
sont associés a une augmentation du risque de déclin cognitif (Alagiakrishnan et al., 2006). Une
prévalence plus élevée de I'obésité a également été observé en corrélation avec la MA. En plus
des facteurs mentionnés précédemment, il existe des preuves que les facteurs de risque
environnementaux, tels que les métaux lourds toxiques, des pesticides ou la qualité de l'air
peuvent également contribuer au développement de la MA (Killin et al., 2016). A I’inverse, une
consommation modérée d’alcool, un régime alimentaire de type méditerranéen, la pratique
d’une activité physique réguliere et en particulier un niveau d’éducation €levé (en lien avec la

Réserve cognitive) pourraient avoir un effet protecteur (Satizabal et al., 2016).

Les espéces AP solubles peuvent se lier & divers récepteurs cellulaires neuronaux et transduire
des signaux neurotoxiques provoquant des défauts cellulaires qui incluent le stress oxydatif et
une dérégulation transcriptionnelle a médiation épigénétique (Karisetty et al., 2020).
L'épigenétique signifie ce qui contrble I'organisme au-dela de la génétique, ou les mécanismes
régulant I'expression des génes qui n'impliquent pas de changements dans le génotype. A I'heure
actuelle, il est tres clair que toutes les caractéristiques d'un individu ne sont pas déterminées
uniquement par I'ADN, mais que le mode de vie, I'environnement, le stress, et la nutrition jouent
un réle essentiel dans la détermination de la réponse d'un organisme et conduire a cette diversité
phenotypique quant a la susceptibilité aux maladies neurodégénératives (Chin-Chan et al.,
2015). Les méecanismes épigénétiques comprennent la méthylation de I'ADN, la modification
des histones et I'ARN non codant qui ont un impact substantiel sur la progression et les voies
lices a la maladie d'Alzheimer. Les mécanismes épigénétiques sont dérégulés dans la maladie
d'Alzheimer et se caractérisent par une hyperméthylation de I'ADN, une désacétylation des

histones et un état général réprime de la chromatine qui modifient I'expression des génes
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(Lardenoije et al., 2015; Sharma et al., 2020). Les modifications de I'acétylation sont mediées
par les histones acetyltransférases (HAT) et les désacétylases (HDAC), et I'équilibre de ces
enzymes régule I'noméostasie neuronale (Schneider et al., 2013). La HDAC1 est diminuée chez
les personnes atteints de la MA, ce qui serait la preuve de dysfonctionnements de I'acétylation
au niveau des enzymes associées et des histones dans les cerveaux des patients (Schueller et al.,
2020).

Chapitre 2 : La protéine Tau associée aux microtubules

. Génétique et structure

2.1.1 Génétique de la protéine Tau

La protéine Tau fait partie de la famille des MAPs (pour Microtubule Associated Proteins),
c’est une protéine stabilisatrice des microtubules majoritairement Synthétisée au niveau
neuronal (Binder et al., 1985). Chez I’Homme, elle est codée par le géne MAPT (Microtubule-
Associated Protein Tau), long de 134 kb et localisé sur le chromosome 17 au locus 17¢g21.31
(Neve et al., 1986). L'expression de MAPT est régulée par un promoteur localisé autour de
I'exon -1 ou 0 méme si la littérature suggére l'existence de prés de 6 autres promoteurs dans la
séquence de MAPT (Caillet-Boudin et al., 2015). La séquence du gene MAPT possede 15 exons
numérotés de 0 a 13, certains d'entre eux étant non codants (Figure 10). Les exons 1, 4,5, 7, 9,
11, 12 et 13 sont des exons constitutifs. L'exon 14 fait partie de la région 3' non traduite de
I'ARNmM de Tau (Buée et al., 2000). Ainsi, Tau peut subir un épissage alternatif principalement
sur les exons 2, 3, 4a, 6 et 10. Les mécanismes de régulation de cet épissage ont été
extensivement étudiés (Wei and Andreadis, 2002; Andreadis, 2005; Caillet-Boudin et al.,
2015). Les exons 2, 3 et 10 sont épissés alternativement et sont spécifiques au cerveau adulte,
donnant 6 isoformes différentes. Ces derniers ont 0, 1 ou 2 inserts N-terminaux et sont nommés
ON si aucun des exons 2 et 3 n'est inclus, 1N si seulement I'exon 2 est présent ou 2N si les exons
2 et 3 sont présents simultanément. L'exon 3 n'est jamais inclus indépendamment de I'exon 2.
De plus, les isoformes peuvent avoir trois repétitions de liaison aux microtubules (3R) ou quatre
(4R) et cela est régulé par I'épissage ou non de I'exon 10. La plus petite isoforme (c'est-a-dire
Tau ON3R) est présente aux premiers stades du développement tandis que les six isoformes sont

présentes a I'age adulte avec un rapport 1:1 3R/4R (Andréadis, 2005). L'inclusion de I'exon 4a
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donne une isoforme plus longue exclusivement présente dans un systeme nerveux periphérique
(SNP) (Goedert et al., 1992). Enfin, I'exon 6 peut étre présent dans le SNC feetal et adulte et
d'autres tissus (Luo et al., 2004).

Gene —'— 1 -2-@—45‘6- 7 9 -10-11-12-13-“—
E 6 n /n\

Primary .~ 1 4SL/ 7 9 11—12—13ﬂ

transcript

|| B BN ON/3R |
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Figure 10 : Du géne MAPT a la protéine Tau. La structure du géne MAPT, I’épissage alternatif et les
différentes isoformes de la protéine Tau présentes au sein du systéme nerveux central humain. Le géne
MAPT contient 16 exons, I'exon -1 faisant partie du promoteur. Le transcrit primaire tau contient 13
exons. Les exons -1 et 14 sont transcrits mais pas traduits. Les exons 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12, 13 sont
constitutifs, et les exons 2, 3 et 10 sont épissés alternativement, donnant lieu a six ARNm différents,
traduits en six isoformes de Tau différentes dans le SNC. Ces isoformes différent par I'absence ou la
présence d'un ou deux inserts N-terminaux de 29 acides aminés codés par 1’exon 2 (en bleu) et 3 (en
mauve), associes avec trois (R1, R3 et R4) ou quatre (R1, R2, R3 et R4) répétitions (en rouge). Le
domaine de liaison aux microtubules est codé par I'exon 10 (en vert), suivie du domaine de projection
en C-terminal. Dans le cerveau adulte, Tau comprend les six isoformes, y compris la plus grande
isoforme de 441 acides aminés contenant tous les inserts et I'isoforme la plus courte de 352 acides aminés
qui est la seule que 1'on trouve uniquement chez le feetus. Figure modifiée d’aprés Luna-Munoz et al.,
2013.

2.1.2 Structuration de la protéine Tau

La protéine Tau est composée de quatre domaines structurellement et fonctionnellement
distincts (Buée et al., 2000) :
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- Le domaine N-terminal est porté par les exons 1 a 5, et est variable en fonction de
I'inclusion des exons 2 et 3 lors de I'épissage alternatif. Il régule la liaison de la protéine
Tau aux microtubules et détermine 1’espacement entre ceux-ci (Chen et al., 1992;
Derisbourg et al., 2015). La région N-terminale associée au domaine riche en proline
est appelée "domaine de projection”.

- Le domaine central riche en proline, codé par I'exon 7. Cette région riche en proline est
impliquée dans la signalisation cellulaire, se liant a I'actine et a la tubuline (He et al.,
2009; Arendt et al., 2016).

- Le domaine de liaison aux microtubules (MTBD) codé par les exons 9 a 12, qui permet
a Tau de se lier aux microtubules. La présence de trois ou quatre répétitions contrélées
par I'épissage de I'exon 10 contrble I'affinité pour les microtubules (Mandelkow et al.,
1995).

- Le domaine de projection C-terminal ou plusieurs sites de phosphorylation sont présents
(Simi¢ et al., 2016). Ce domaine contribue également a la liaison de Tau & la tubuline et
régule la liaison de Tau a la membrane plasmique (Arendt et al., 2016; Kadavath et al.,
2018).

Tau appartient a un groupe de protéines intrinsequement désordonnées (IDPs), elle n'a pas de
structure secondaire stable en solution (Jeganathan et al., 2008). Au lieu de cela, la protéine Tau
peut adopter rapidement plusieurs conformations lors de I'interaction avec différents partenaires
de liaison (Merezhko et al, 2020).

Il.  Multiples fonctions de la protéine Tau

2.2.1 Tau et les microtubules

La fonction canonique de Tau est de stabiliser et maintenir I’intégrité des microtubules et par
extension le cytosquelette du neurone. Depuis la découverte de Weingarten et al qui ont montré
la capacité de Tau a former et stabiliser la tubuline in vitro (Weingarten et al., 1975), plusieurs
études sont venues confirmer cette observation in vitro et in vivo (Scott et al., 1992; Samsonov
et al., 2004). Dans le neurone polarisé, la protéine Tau est majoritairement localisée dans le
compartiment axonal, mais Tau a aussi été retrouvée dans le noyau, la membrane plasmique,
les mitochondries, le réticulum endoplasmique ainsi que dans I'appareil de Golgi (Farah et al.,
2006). Dans des conditions normales, la protéine Tau est constamment phosphorylée et
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déphosphorylée pour réguler I'assemblage des microtubules dans les axones. L'interaction
dynamique entre Tau et les microtubules régule de multiples fonctions neuronales, y compris
la polarité et la stabilité des neurites, la croissance, le guidage des axones et I’organisation des
faisceaux de microtubules qui constituent ’axone (Caceres and Kosik, 1990; Brandt and Lee,
1993; Esmaeli-Azad et al., 1994; Kempf et al., 1996; Takei et al., 2000; Biswas and Kalil, 2018;
Tapia-Rojas et al., 2019). Tau est également impliquée dans la facilitation du transport axonal
rétrograde et antérograde des cargos cellulaires en régulant I’activité des protéines motrices
telle que la dynéine et la kinésine (Dixit et al., 2008). Dans les neurones sains, une concentration
plus faible de Tau dans le soma permet la liaison de la kinésine aux microtubules et le transport
antérograde des cargaisons vers l'axone distal. Les cargos sont ensuite libérés en raison de la
concentration plus élevée de Tau au niveau de I'axone distal, alors que le transport rétrograde
dépendant de la dynéine de I'axone au soma n'est pas affecté du fait de la sensibilité plus faible
de la dynéine a Tau. Cependant, le transport axonal Tau-dépendant est controverseé car il n'a pas
encore été validé par des études in vivo. Une étude montre méme que la surexpression ou le
knock-out (KO) du géne codant pour la protéine Tau dans un modéle murin ne produit pas

d'altération du transport axonal (Yuan et al., 2008).

2.2.2 Fonctions atypiques de la protéine Tau

De nouvelles études ont montré dans des modeles expérimentaux de souris Tau-KO qu'une
perte de fonction de Tau pouvait induire des déficiences synaptiques, des perturbations des
voies de signalisation intracellulaires, une augmentation du stress oxydatif, de I’inflammation,
des dysfonctionnements du métabolisme des ARN ou encore des dommages a I'ADN (Sultan
et al., 2011; Violet et al., 2014; Mansuroglu et al., 2016; Lebouvier et al., 2017; Marciniak et
al., 2017; Sotiropoulos et al., 2017). Ensemble, ces observations ont conduit les chercheurs a
postuler que Tau est une protéine pléiotrope avec plusieurs roles au sein de 1’organisme. Dans
ce contexte, la notion de protéine associée aux microtubules dans les neurones est dépassée et
Tau devient progressivement une protéine régulant de nombreuses fonctions dans plusieurs

tissus.

Les ARNm de Tau se retrouvent dans les reins, le cceur et les muscles squelettiques, les ovaires,
le pancréas, la peau, ou encore les testicules. Dans des conditions physiologiques, les niveaux
de Tau endogéne dans les oligodendrocytes sont faibles (LoPresti et al., 1995) et quasiment
aucune Tau endogéne n’a été retrouvée dans les astrocytes et la microglie (Ilschner and Brandt,

1996; Muller et al., 1997). Des études récentes montrent que Tau est fortement associée a
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I'noméostasie du glucose par la voie de l'insuline dans les neurones de I'hippocampe (Gratuze
and Planel, 2017; Marciniak et al., 2017). De plus, Tau a été retrouvée dans le pancréas au
niveau des flots de Langerhans ou elle régulerait également I'noméostasie du glucose
(Wijesekara et al., 2018). Ceci est cohérent avec le fait que les modéles de souris Tau-KO
présentent systématiquement un phénotype de troubles métaboliques (Yarchoan et al., 2014).
En outre, Sigala et al ont démontré un autre réle de la protéine Tau dans le sperme humain et le
tissu testiculaire, dans lequel elle participerait au développement des spermatozoides et aurait
donc un role dans la fertilité (Sigala et al., 2014). Des preuves grandissantes suggerent que la
protéine Tau aide également a réguler plusieurs voies de signalisation. Des travaux ont défini
la voie PI3K/Akt comme une voie principale de survie et de croissance cellulaires dans le
cancer, et Tau s'est avéré étre un régulateur négatif de la signalisation de I'insuline via la voie
PI3K/Akt (Marciniak et al., 2017). Tau suractive la voie PI3K/Akt qui est alors constitutivement
activée. Etant donné que la suractivation de cette voie a été étroitement liée & I'inhibition de
I'apoptose et de la croissance cellulaire dans les cancers, il est trés probable que Tau participe a
la progression du cancer par cette voie. De méme, Tau semble étre un régulateur clé des voies
ERK/MAPK et p38/MAPK (Drubin et al., 1985). Ces deux voies favorisent la croissance

cellulaire en augmentant la prolifération cellulaire et en diminuant la mort cellulaire.

Tau a également la capacité de se lier a I'ADN in vitro (Villasante et al., 1981). Ceci est
concordant avec I'étude de Loomis et al montrant que Tau est présent dans le compartiment
nucléaire (Loomis et al., 1990). Depuis, plusieurs études ont montré des interactions entre Tau
et les acides nucléiques (Galas et al., 2019). Tau peut s’associer a I'ADNdb in vitro et est capable
de le protéger de la dénaturation dans des conditions hyperthermiques (Hua et al., 2003). Lu et
al ont confirmé I'nypothése selon laquelle Tau est capable de protéger I'ADN de différentes
menaces et ont précisé que cela était spécifique a la Tau non phosphorylée (Lu et al., 2013b).
Ces observations ont conduit a une hypothése intéressante : Tau est internalisée dans le noyau
afin de protéger ’ADN contre des menaces diverses en conditions physiologiques et
pathologiques. Cette hypothése est basée a la fois sur des expériences in vitro et des
observations in vivo dans des cerveaux humains atteints de la MA, montrant que la pathologie
Tau était associée a une augmentation des cassures de I'ADN double-brin (Violet et al., 2014,
2015). En 2011, Sultan et al ont démontré que I'induction d'un stress hyperthermique dans les
neurones, mimant les effets du stress oxydatif observé dans les tauopathies, entrainait une
accumulation nucléaire rapide et réversible de Tau (Sultan et al., 2011). De plus, les cassures

de I'ADN double-brin étaient considérablement diminuées lorsque Tau était retrouvée dans le
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noyau et cela accompagne d'une meilleure survie cellulaire, offrant ainsi une protection globale
de I'ADN. Violet et ses collégues ont confirmé cette implication de Tau dans la protection de
I'ADN in vivo dans des modéles de souris Tau-KO (Violet et al., 2014). Pris ensemble, ces

travaux ont permis d'attribuer un important role a Tau dans la protection de I'ADN.

Des études ont montré que Tau peut étre présente dans le compartiment mitochondrial et régule
les fonctions mitochondriales (Hu et al.,, 2016b; Cieri et al., 2018). Au cours de la
neurodégénérescence, un dysfonctionnement mitochondrial est presque toujours observé. En
particulier, les tauopathies présentent de nombreuses altérations de la forme des mitochondries,
de leur métabolisme et de leur localisation axonale. En accord avec ce postulat, plusieurs études
ont montrées que Tau influencait le mouvement des mitochondries vers la périphérie nucléaire
par le biais d'un mécanisme dépendant des microtubules (Stamer et al., 2002; Li et al., 2016).
En parallele, une oxydation des protéines, une peroxydation lipidique et des dommages a I'ADN
induits par le stress oxydatif sont observés (Wang et al., 2014; Cabezas-Opazo et al., 2015;
Abolhassani et al., 2017). Ces études ont lié la forme pathologique de Tau a une distribution
anormale des mitochondries a travers les axones, un dysfonctionnement dans le cycle de
fusion/fission, une mitophagie altérée ou encore un potentiel membranaire mitochondrial altéré
(Cheng and Bai, 2018; Zheng et al., 2020). Méme s'il est largement suggéré que de telles
altérations se produisent parce que la Tau pathologique est toxique pour les cellules, cela se
produit également en raison de la perte de fonction de la Tau endogéne. De plus, une étude a
mis en évidence une régulation étroite de I’interaction mitochondrie-réticulum endoplasmique
et des échanges de calcium médiés par la protéine Tau. Les auteurs expliquent que cette
régulation limite le stress oxydatif et I'apoptose (Cieri et al., 2018). Par conséquent, Tau pourrait
étre une protéine qui apporte une stabilité génomique agissant en amont des dommages avec un
réle dans la protection de I'ADN (Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014), mais aussi en aval par

la prévention du stress oxydatif (Frost et al., 2014).

En résumé, en plus de ses fonctions de MAP, Tau contribue a la protection des acides nucléiques
(Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014), a la régulation de certaines voies de signalisation
cellulaire (Leugers et al., 2013; Marciniak et al., 2017; Perea et al., 2018), a la prévention du
stress cellulaire (Violet et al., 2015; Cieri et al., 2018) et bien davantage, car il reste de multiples

fonctions de Tau encore non élucidées (Chang et al., 2021).
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1. Modifications post-traductionnelles de la protéine Tau et implications

des kinases/phosphatases

2.3.1 Sites de phosphorylation et phosphorylations pathologiques

Dans des conditions physiologiques et pathologiques, Tau peut subir différentes modifications
post-traductionnelles : phosphorylation, ubiquitination, troncature, glycation, glycosylation,
nitration et sumoylation. Les enchevétrements neurofibrillaires sont composés de Tau agrégée
qui  porte des modifications  post-traductionnelles  anormales, parmi elles
I’hyperphosphorylation est la plus représentée. Tau posséde au total 85 sites de phosphorylation
possibles (45 résidus sérine, 35 thréonine et 5 tyrosine) sur les 441 acides aminés qui composent
I’isoforme la plus longue exprimée dans le cerveau (758 sinon dans les tissus périphériques), la

plupart de ces sites se trouvant dans le domaine de liaison aux microtubules (Figure 11).
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I 43D 39E10 77G7 I
A_IZ-SO TT__ES Tau-5 5(_'.'.7 M} Tau-46
Tau-1 TauC-3
T17 Y29 TJQSSGSG‘TTG TN 5137 T149T169 S195 T220 T;:; T263 $305 gg;g §352 T373 T386 T414
R NN

ottt DIt ‘

Y18 S68  S113T123 r153T175T184 $199| 1212, 289 356 v394 5412
e T69 sznz §214 8238 T403 gﬂg
7 5191 05 ~ .3235 525 5409 o "35
{ 539 5633
$208
via7] 5210 \ 3404
Red - the AD brain s198| T217 12E8 \J \
Green - both the AD and the normal brain ATS AT100 TG3
AT270
Blue - the normal brain AT180 PHF-1/AD2

’ AP422
Purple - tau antibodies specific for phospho-tau epitopes

I Black - phospho sites that have not been fully characterized yet I

Tau epitopes phosphorylated in the AD brain

Figure 11: Représentation des différents domaines composants la protéine Tau ainsi que les sites
de phosphorylation potentiels physiologiques et pathologiques présents sur chaque domaine. En
rouge les sites phosphorylés dans le cerveau des patients atteints de MA, en bleu les sites phosphorylés
dans un cerveau sain et en vert les sites potentiellement phosphorylés dans les deux situations. En violet
sont décrits les dénominations des anticorps reconnaissants les épitopes associés (Simi¢ et al., 2016).

Certains de ces sites potentiels de phosphorylation comme la Ser262 et la Ser396 diminuent

fortement les interactions entre Tau et les microtubules (Morris et al, 2015), ou d’autres comme
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Ser202/Thr205/Ser208 promeuvent 1’agrégation de Tau (Despres et al.,, 2017). Les
modifications de Tau, la déstabilisation des microtubules, ainsi que les perturbations du
transport axonal sont associées a une perte synaptique importante (Takashima, 2006).

La phosphorylation de la protéine Tau régule ainsi finement ses activités, en contrdlant en
particulier sa liaison avec les microtubules. Lorsqu’elle est hyperphosphorylée a un certain
degré, la Tau agrégée se désolidarise des microtubules. Elle régule ainsi la dynamique
microtubulaire et le transport axonal : une phosphorylation élevée de la protéine Tau diminue
son affinité pour les microtubules et augmente le nombre de protéines Tau libres, sans affecter
la cinétique du transport axonal. Une réduction de la phosphorylation de Tau augmente 1’affinité
de Tau pour les microtubules mais inhibe le transport axonal de Tau (Rodriguez-Martin et al.,
2013). Les modifications post-traductionnelles influencent la stabilité intra et extracellulaire de
la protéine Tau : la Tau hyperphosphorylée ayant une plus faible affinité pour les microtubules,
elle a alors des risques d’interagir a des localisations ectopiques, comme dans les épines
dendritiques ou la Tau hyperphosphorylée perturbe le fonctionnement synaptique (Hoover et
al., 2010). Cette hyperphosphorylation est due a un déséquilibre entre la régulation des kinases
et des phosphatases (Gao et al., 2018).

2.3.2 Les kinases et phosphatases de la protéine Tau

Cet équilibre entre kinases et phosphatases, qui respectivement phosphorylent et
déphosphorylent la protéine Tau, est capital dans la dynamique et le bon fonctionnement du

neurone.
Il existe 4 groupes de kinases interagissant avec la protéine Tau (Sergeant et al., 2008) :

- Les protéines kinases Proline-spécifiques (Proline-directed protein kinases, PDPK), qui
phosphorylent Tau sur des sérines ou des thréonines qui sont suivies par un résidu
proline, comme la famille des CDK (CDK1, CDKS5...)(Michel et al., 1998);

- Le groupe non-PDPK, qui inclue la Tau tubulin kinase 1, Caséine kinase 1 and 2, PKA,
PKB/AKT et PKC (Singh et al., 1995; Schneider et al., 1999; Fang et al., 2000), mais
aussi la MAP (mitogen-associated protein), Ca/Kinase Il dépendante de la calmoduline,
MARK et JNK (c-jun NH2-terminal kinase) (Drewes et al., 1992; Sironi et al., 1998;
Schneider et al., 1999; Reynolds et al., 2000) et DYRK (Woods et al., 2001);

- Les protéines kinases Tyrosine, comme les kinases Src;

50



- Les kinases qui phosphorylent Tau sur des résidus sérine ou thréonine parfois, mais pas

toujours, suivi par un résidu proline, comme la Glycogene synthase kinase 3 (GSK-3).

Phosphorylation de Tau

Parmi les protéines kinases qui ont été impliquees dans la phosphorylation de la protéine Tau
figure la Glycogene synthase kinase 3p (GSK-3B) (Ishiguro et al., 1993). La Glycogene
synthase kinase 3 est une sérine/thréonine kinase constitutivement active, qui est impliquée
dans le métabolisme du glycogéne mais également dans la division cellulaire, le renouvellement
des cellules souches, I'apoptose (mort cellulaire programmée), la différenciation cellulaire, le
rythme circadien, la transcription de certains génes et la régulation de I'insuline. Il existe trois
isozymes de GSK-3, a savoir GSK-3a, GSK-3 et GSK-3p2. Chez I'Homme, GSK-3 est codée
par deux génes qui sont situés sur 19913.2 et 3g13.3. La GSK-3 est abondamment retrouvée
dans le SNC, en particulier dans I'hippocampe (Hooper et al., 2008). La GSK-3 est régulée par
des modifications post-traductionnelles, c'est-a-dire la phosphorylation de Ser9 (inhibitrice) et
Tyr216 (activatrice) pour GSK-3p. Dans la MA, la suractivité de GSK-3p est responsable d'une
hyperphosphorylation de Tau, d'une augmentation de la production de peptide AB, de réponses
inflammatoires associées a la microglie et de troubles de la mémoire. La phosphorylation de
Tau par la GSK-3p régule finement la liaison de Tau aux microtubules, sa dégradation et son
agrégation (Hanger et al., 1992; Mandelkow et al., 1992; Lovestone et al., 1994; Sperber et al.,
1995; Hurtado et al., 2012).

Une seconde kinase est importante dans la phosphorylation de Tau. En effet, il a été montré que
CDKS5 est capable de phosphoryler Tau sur les Ser202, Ser235, Ser396, Ser404 et sur les
Thr205, Thr212 et Thr217 (Lee and Tsai, 2003). Il a été rapporté que I'activation de CDKS5 par
p25, une forme tronquée de p35, favorise la phosphorylation et I'agrégation de Tau (Cruz et al.,
2003; Noble et al., 2003) et que p25 s'accumule dans le cerveau des patients atteints de MA
(Patrick et al., 1999) et chez les souris APP (Otth et al., 2002).

DYRKZ1A est également connue pour réguler 1’épissage de Tau et phosphoryler cette derniére
sur plusieurs sites, notamment Thr181, Thr212 et Thr231, qui sont tous retrouvés dans les
enchevétrements neurofibrillaires présents dans les cerveaux atteints de MA (Souchet et al.,
2019).
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Déphosphorylation de Tau

La déphosphorylation de la protéine Tau est assurée par des phosphatases, la principale étant
PP2A. Les phosphatases a localisation cytoplasmique sont classées en quatre types, a savoir
PP1 (protéine phosphatase 1), PP2A, PP2B et PP2C (Gotz, 2001). La "famille PP2A" englobe
les enzymes multimeres, I'noloenzyme mammifére typique étant composée d'une sous-unité
"C" catalytique (PP2Ac) associée a une sous-unité "A" d'échafaudage et a une sous-unité "B"
régulatrice variable (Taleski et al., 2021a). Une diminution de I'activité de PP2A entraine une
hyperphosphorylation anormale de Tau non seulement par une diminution de la
déphosphorylation de Tau mais également en stimulant les activités des kinases de Tau comme
les kinases CaMKII, PKA et MAP qui sont régulées par PP2A (Igbal and Grundke-Igbal, 2005).
Dans le cerveau de patients atteints de la MA, I’activité de PP2A est diminuée (Gong et al.,
1993, 1994). L'analyse in vitro de la capacité de déphosphorylation de différentes phosphatases
vis-a-vis de Tau a montré que PP2A contribuait a 71 % de la déphosphorylation de la Tau
hyperphosphorylée humaine isolée du cerveau de patients atteints de MA (Liu et al., 2005). Une
autre étude a montré que Pinl peut faciliter la déphosphorylation de Tau par PP2A sur la
pThr231 (Galas et al., 2006; Wang et al., 2007b). La PP2Ac peut étre méthylée sur son résidu
leucine 309 par la Leucine carboxyl méthyl transférase (LCMT1), et cette méthylation multiplie
l'activité phosphatase de la PP2A par deux (Favre et al., 1994; De Baere et al., 1999).
Inversement, la protéine Phosphatase méthyl estérase (PME-1) déméthyle PP2Ac et diminue
son activité (Lee et al., 1996; Ogris et al., 1999)(Lee, 1996 ; Ogris, 1999). Dans la MA, méthyl-
PP2A est réduite tandis que déméthyl-PP2A est augmentée, ce qui entraine une réduction du

rapport méthyl/déméthyl PP2A de 75 % par rapport aux témoins (Park et al., 2018).

2.3.3 Autres modifications post-traductionnelles de la protéine Tau

Des modifications post-traductionnelles anormales, telles que la troncature, sont probablement
impliquées dans le processus pathologique de la MA. De nombreux tests cellulaires montrent
que la troncature de la partie C-terminale de Tau ou des parties N- et C-terminales a un impact
sur ses proprietés biochimiques et fonctionnelles et déclenche un gain de fonction toxique. Les
especes générées par ces clivages se retrouvent dans les enchevétrements neurofibrillaires, et
leur apparition est corrélée a la gravité de la maladie (Derisbourg et al., 2015). La O-
GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle moins connue de Tau qui implique

I'ajout de N-acétylglucosamine sur les résidus sérine et thréonine. Il a été demontré que
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I'inhibition de la O-GIcNAcase (OGA) reduit la pathologie Tau dans plusieurs modéles
transgéniques (Hastings et al., 2017). Dans les cerveaux atteints de MA, la N-glycosylation s'est
averée augmentée, tandis que la O-GIcNAcylation semble étre réduite, ce qui peut expliquer
les phénomeénes globaux d'hyperphosphorylation et d'agrégation observes dans la pathologie.
La dégradation de Tau (via I'autophagie ou via le protéasome) et sa troncature par les protéases
peuvent également étre altérées par phosphorylation. D'autres modifications post-
traductionnelles, telles que l'ubiquitination et la SUMOylation, pourraient influencer la
dégradation de Tau a travers le protéasome, directement ou indirectement, respectivement
(Babu et al., 2005; Luo et al., 2014).

2.3.4 Les modifications post-traductionnelles et la dégénérescence neurofibrillaire

Dans des conditions physiologiques, la phosphorylation de Tau est donc le résultat de I'activité
concertée de plusieurs protéines kinases et phosphatases. Un déséquilibre dans ce mécanisme
bien orchestré est suggéré étre a I’origine des tauopathies. L hyperphosphorylation au sein du
domaine de liaison aux microtubules diminue l'affinité de Tau pour ceux-ci (Biernat et al.,
1993), et ce mécanisme conduit a lI'agrégation de Tau en favorisant son auto-organisation en
structures d'ordre élevé telles que les enchevétrements neurofibrillaires. Lors des différentes
étapes de son agrégation, Tau acquiert tout d’abord une conformation compétente qui differe
de sa conformation physiologique soluble, puis elle forme des diméres et de petits oligomeres
solubles appelés pré enchevétrements, pour enfin former de grandes inclusions filamenteuses
et insolubles, les enchevétrements neurofibrillaires (Cieplak, 2019). Ainsi, la fraction de Tau
insoluble contenant des niveaux élevés de Tau hyperphosphorylée est considérablement
augmentée alors que la fraction de Tau soluble est quant a elle réduite avec le vieillissement
dans un modele murin transgénique de la MA (Hirata-Fukae et al., 2009). Certains auteurs ont
cependant remis en cause la pathogénicité des grands agrégats insolubles de protéine Tau, qui
ne seraient pas les especes de Tau les plus toxiques. En effet, ils peuvent protéger les cellules
des dommages causés par les petits oligomeres solubles tres toxiques de Tau en les séparant de
I'environnement cellulaire en de grandes inclusions insolubles (Cowan and Mudher, 2013;
Tenreiro et al., 2014; d’Orange et al., 2018). Il est intéressant de noter que récemment 542
protéines différentes ont eté identifiées dans les enchevétrements neurofibrillaires. Cela

comprenait la protéine Tau, I'ubiquitine et I'apolipoprotéine E, mais aussi la protéine synaptique
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VAMP2, la sous-unité vacuolaire-ATPase, ou encore la protéine de liaison a 'ARN hnRNPA1
(Drummond et al., 2020).

V. Sécrétion et propagation de type prion de la protéine Tau

2.4.1 Sécrétion et internalisation de Tau par les neurones

Au début, la communauteé scientifique pensait que Tau n'était libérée que passivement par les
neurones en apoptose, mais il est connu maintenant que Tau est activement transférée entre les
neurones et sécrétée dans I'espace extracellulaire. Il est supposé que les cellules peuvent sécréter
et propager Tau via trois voies coexistantes: la sécrétion non-conventionnelle (translocation a
travers la membrane plasmique), la sécrétion a partir d’exosomes et 1'excrétion ectosomale
(Merezhko et al., 2020; Peng et al., 2020).

- La sécrétion cellulaire permet a la protéine Tau d’étre sécrétée dans 1’espace extracellulaire
sans membrane par translocation directe a travers la membrane plasmique et ainsi diffuser dans
tout le SNC (Chai et al., 2012; Katsinelos et al., 2018).

- La sécrétion de Tau via les exosomes permet d’excréter Tau emprisonnée dans une vésicule
membranaire (40-100 nm). La protéine Tau hyperphosphorylée a été détectée dans des
exosomes isolés du LCR d'individus atteints de MA ou dans des cultures de neurones primaires
(Saman et al., 2012; Wang et al., 2017). Les corps multi-vésiculaires (MVB) peuvent,
alternativement a leur fusion avec les lysosomes, fusionner avec la membrane plasmique et
libérer leur contenu dans le cytoplasme (Harding et al., 1983). Cette libération exosomale
pourrait étre avantageuse pour les neurones voulant éliminer des protéines indésirables, mais
ce qui au départ serait bénéfique a un systéeme de dégradation débordé pourrait causer a terme
la propagation de protéines Tau anormales dans le cerveau. La sécrétion de Tau associée aux
exosomes a été observée uniquement dans des systémes de surexpression de Tau, suggerant que
la voie des exosomes sert avant tout a éliminer I’excés de Tau intracellulaire (Vingtdeux et al.,
2012). Il est intéressant de noter que la microglie peut également diffuser Tau via la sécrétion
d'exosomes lors de la maladie, et de par sa migration transférer des especes pathogenes de Tau
vers de nouvelles zones du cerveau (Maphis et al., 2015; Boloés et al., 2017; Clayton et al.,
2021).
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- L’excrétion ectosomale permet de libérer Tau dans 1’espace extracellulaire a I’intérieur d’une
vésicule par bourgeonnement de la membrane plasmique via un processus de nucléation (50—
1000 nm). Dujardin et collaborateurs ont réussi a montrer que Tau est principalement sécrétée
dans les ectosomes et lorsqu'elle s'accumule, la voie exosomale est activée (Dujardin et al.,
2014).

Le processus de sécrétion de Tau serait influencé par I’activité neuronale (Yamada et al., 2014).
La stimulation de I'activité neuronale a la fois in vitro et in vivo améliore la libération de la
protéine Tau : la stimulation des récepteurs AMPA augmente la libération de Tau par un
mécanisme dépendant du calcium, et en retour la présence de Tau excite les neurones,
conduisant a une sur-stimulation des neurones connectés, qui a son tour conduit a la sécrétion

de Tau, créant un cercle vicieux (Pooler et al., 2013; Vogel et al., 2020).

La Tau sécrétée peut ensuite étre internalisée par les neurones via divers mécanismes,
notamment I'absorption basée sur les exosomes, les tunnels nanotube, I'endocytose dépendante
ou indépendante de la clathrine, la translocation directe médiée par les protéoglycanes a
héparane sulfate (HSPG), I'endocytose médiée par les HSPG, et la macropinocytose dépendante
de I'HSPG (Jiang and Bhaskar, 2020). Ainsi, il a été démontré que les HSPG servent de
récepteurs pour I’internalisation de Tau : les agrégats libres de Tau se lient aux HSPG a la
surface cellulaire pour stimuler leur absorption par micropinocytose (un processus dépendant
de I'actine qui permet aux structures macromoléculaires d'entrer dans la cellule)(Holmes et al.,
2013). Cette interaction est bloquée par I'héparine, un glycosaminoglycane sulfaté. De méme,
la protéine liée au récepteur des lipoprotéines de faible densité 1 (LRP1) contrdle I’endocytose
de Tau par les neurones via un mécanisme dépendant des résidus lysine dans le MTBD de Tau,
avec un role important dans la propagation de Tau dans le cerveau (Rauch, 2020). De plus,
certains ont suggéré la présence d'une structure tubulaire appelée nanotubes entre les cellules
favorisant le transfert de la protéine Tau. Cela pourrait étre un autre mécanisme de transfert de
cellule a cellule de Tau, méme si ce mécanisme n‘a jamais été confirme in vivo (Abounit et al.,
2016; Tardivel et al., 2016).

2.4.2 Transmission de la protéine Tau entre les neurones

La MA se caractérise par une vulnérabilité de régions cérébrales et de populations neuronales

spécifiques. L’envahissement progressif du cerveau par cette pathologie Tau, débutant dans le
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locus cceruleus, le cortex entorhinal, I’hippocampe — siége de la mémoire —, le lobe temporal et
les régions polymodales associatives, est étroitement corrélé au déclin cognitif et & I’apparition
des signes cliniques de la MA (Braak and Braak, 1991; Delacourte et al., 2002). Ainsi, la
présence de Tau dans le lobe temporal est associée a des problemes de mémoire antérograde,
et une forte densité d’enchevétrements neurofibrillaires dans I’hippocampe est corrélée a une

désorientation spatiale (Giannakopoulos et al., 2000).

La progression des dégénérescences neurofibrillaires dans le cerveau des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer est donc hiérarchique et stéréotypée, ce qui amene a penser que le
processus est progressif et suit des connexions interrégionales impliquant un mécanisme de type
transmission ou propagation. La constatation que la protéine Tau se répand dans les régions du
cerveau anatomigquement connectées a conduit a I'hypothése que la forme pathologique de Tau
serait transmise de neurone a neurone de la méme maniére que les protéines prion. Donc d’apreés
cette hypothése "Prion-like", la protéine Tau de conformation pathologique est libérée par les
neurones portant des agrégats préexistants et est assimilée par les neurones connectés sains par
I’intermédiaire des synapses (Clavaguera et al., 2014; Takeda, 2019). La Tau pathologique sert
ensuite de modele pour sa propre réplication, un processus appelé nucléation ou "seeding”, et
imprime sa conformation pathologique sur des protéines naives dans les cellules réceptrices
voisines (Guo and Lee, 2011; Guo et al., 2016). La protéine Tau ne satisfait pas tous les critéres
pour étre considérée comme un véritable prion, elle n’est pas infectieuse mais est plutot dite
“prion-like” car capable de réplication spécifique a la souche de Tau. En effet, il a été rapporté
que les monomeres de Tau compétents pour la nucléation forment des agents de nucléation ou
“seeds” morphologiquement distincts dans les différentes tauopathies, et ils sont également
composés de différentes isoformes de Tau (Dinkel et al., 2011; Sanders et al., 2014; Kaufman
et al., 2016; Narasimhan et al., 2017; Sharma et al., 2018). Ces agents de nucléations de Tau
qui modeélent la conformation mal repliée de la Tau native sont majoritairement des oligomeres
solubles ou des fibrilles de petite taille (Lasagna-Reeves et al., 2012; Falcon et al., 2015;
Mirbaha et al., 2015; Usenovic et al., 2015; Jackson et al., 2016b), et lorsque la Tau se
polymérise en filaments, elle perd son activité de "seeding" (Alonso et al., 2006). Cependant, il
existe a ce jour un manque de consensus sur ce point : la Tau monomeérique est-elle suffisante
pour initier le "seeding", ou alors les trimeres de Tau sont-ils la taille minimale ? (Michel et al.,
2014; Mirbaha et al., 2015). Il existe une grande variabilité entre les patients MA, avec des
patients enclins a une nucléation élevée dont le cerveau est plus enrichi en especes de Tau

oligomériques. Ainsi, la quantité de phosphorylation sur des sites spécifiques était en
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corrélation non seulement avec l'activité d'ensemencement mais aussi avec le taux de

progression de la maladie (Dujardin, 2020).

In vivo, des experiences ont démontré d'une part que des fibrilles de Tau synthétiques
induisaient une agrégation de Tau chez des souris transgéniques qui exprimaient la forme
mutante P301L de la Tau humaine mais pas chez des souris de type sauvage (Peeraer et al.,
2015). D’autre part, ces expériences ont demontré que la Tau pathologique dérivée du cerveau
d'individus atteints de tauopathies, telles que la MA, induit une pathologie Tau chez les souris
de type sauvage (Guo et al., 2016; Narasimhan et al., 2017), démontrant que les protéines Tau
pathologiques dans les cerveaux humains malades ont des conformations uniques qui ne sont
pas aisément reproduites avec leurs homologues protéiques recombinantes (Lasagna-Reeves et
al., 2012; Clavaguera et al., 2013; Zhang et al., 2019).

Les agents de nucléation de Tau se transmettent entre des neurones intacts et connectés avec
une grande efficacité, ce qui suggére que la propagation de Tau mal repliée se produit entre des
neurones vivants et fonctionnels a des stades trés précoces avant la dégénérescence neuronale.
L'agrégation de Tau est associée a I'nyperphosphorylation (Alonso et al., 1996; Wang et al.,
2007a) et les charges négatives associées a I'nyperphosphorylation augmentent la propension a
adopter une conformation structurelle alternative qui a son tour peut agir comme un modele

efficace pour que la Tau native se replie mal, s'agrege et se propage (Hallinan et al., 2019).

Il faut cependant souligner qu’il ne semble pas y avoir de démonstration concluante que la
protéine Tau en se propageant altere les fonctions cérébrales ou la survie des neurones a qui
elle est transmise. Dans des cultures primaires de neurones, les agrégats de Tau marqués par
fluorescence se sont propagés efficacement de neurone a neurone mais n'ont pas altéré la survie,
les terminaisons présynaptiques, les propriétés électrophysiologiques de base ou l'activité des
neurones (Hallinan et al., 2019; Chang et al., 2021).

V.  Les tauopathies

Les tauopathies sont un groupe de maladies neurodégénératives progressives et hétérogenes
souvent associées a I'age, ou des dépots de protéine Tau anormale sont retrouveés dans le cerveau
comme signature pathologique prédominante (tauopathies primaires) ou en combinaison avec

la présence d'autres agrégats toxiques (tauopathies secondaires). Au sein de ces tauopathies, la
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protéine Tau peut prendre différentes formes dans les neurones : pré-enchevétrements (Tau
neuronal cytoplasmique diffus), NFTs, corps de Pick, inclusions sphériques, neurites
dystrophiques, fils de neuropiles (axonaux) et grains (dendritiques). La pathologie Tau peut
également impliquer des inclusions de Tau dans les astrocytes et d'oligodendrocytes (Kovacs,
2016). Les proteines Tau pathologiques présentent ainsi un schéma biochimique spécifique et
une distribution régionale différente, pouvant caractériser cing classes principales de
tauopathies (Duyckaerts et al., 1997; Sergeant et al., 2005). Ces différentes classes regroupent
entre autres la maladie d'Alzheimer (MA), la démence frontotemporale (FTD), la paralysie
supranucléaire progressive (PSP), la degénérescence corticobasale (CBD) et bien d'autres ou la
protéine Tau est hyperphosphorylée et agrégée pour former des filaments hélicoidaux appariés
insolubles (PHF) et finalement des enchevétrements neurofibrillaires (NFT). En particulier,
dans la MA, la pathologie Tau suit une évolution spécifique décrite par les stades de Braak
(Braak and Braak, 1991) alors que dans la paralysie supranucléaire progressive (PSP) par

exemple, la pathologie Tau suit un schéma tres différent (Verny et al., 1996).
Les 5 classes de Tauopathies sont organisées comme suit (Sergeant et al., 2008):

- Classe 0: Démence du lobe frontal sans agrégats de Tau mais avec la présence de
changements morphologiques dans le cerveau comme la perte neuronale, une spongiose
et une gliose dans les couches corticales superficielles du cortex frontal et temporal
(Zhukareva et al., 2001; Papegaey et al., 2016). Ces changements seraient liés a des
mutations sur le géne de la progranuline (Baker et al., 2006).

- Classe 1 : Toutes les isoformes cérébrales de Tau sont agrégées. Cette tauopathie 3R+4R
est caractérisée en western blot par des bandes a 60 kDa (exon 2, 3-,10-), 64 kDa (exon
2 et 10) et 69 kDa (exon 2,3 et 10). La maladie d’Alzheimer fait partie des tauopathies
de classe 1, avec 9 autres pathologies dont le syndrome de Down (Hyman, 1992; Buee
et al., 2000).

- Classe 2 : Les isoformes de Tau contenant la sequence codant pour I'exon 10 s’agrégent
(agrégation de la protéine Tau avec quatre domaines de liaison aux microtubules). Dans
cette catégorie sont regroupées la paralysie supranucléaire progressive, la
dégenérescence corticobasale ou la démence a grains argyrophiles (Sergeant et al., 1999;
Tolnay et al., 2002).

- Classe 3 : les isoformes Tau dépourvues de séquences codant pour I'exon 10 s’agregent,
comme par exemple dans la maladie de Pick ou la FTDP-17 (Frontotemporal Dementia

and Parkinsonism linked to chromosome 17) (Sergeant et al., 1997).
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- Classe 4 : les isoformes Tau dépourvues des sequences codantes pour les exons 2, 3 et
10 s’agreégent. Cette classe ne contient que la dystrophie myotonique de type I et 11, la
forme la plus rependue de dystrophie musculaire survenant a I’age adulte (Reardon and

Harper, 1992; Vermersch et al., 1996).

Ainsi les divers processus de dégénérescences neurofibrillaires sont liés a la phosphorylation
de différentes combinaisons d'isoformes de Tau dans des sous-populations de neurones
(Mailliot et al., 1998). L'association de diverses souches de Tau qui en résulte avec différents
troubles suggere qu'elles peuvent étre en partie responsables des multiples résultats des
tauopathies, expliquant comment I'agrégation de la méme protéine peut provoquer différentes
maladies et diverses progressions et phénotypes (Lo Cascio et al, 2020).

Bien que les tauopathies non-MA moins répandues par définition soient également caractérisées
par une pathologie Tau, elles difféerent néanmoins de la MA et les unes des autres en ce qui
concerne plusieurs autres caractéristiques pathologiques et cliniques. Notamment, un grand
nombre de mutations sur le géne MAPT tres rares (principalement a l'intérieur ou a coté du
domaine de liaison aux microtubules) peuvent chacune provoquer des tauopathies non liées a
la MA, en particulier la dégénérescence lobaire frontotemporale (FTLD), mais sans jamais
causer la MA (Goedert and Spillantini, 2019).

Chapitre 3 : La protéine précurseur du peptide amyloide

l. Génétique et structure de I’APP

3.1.1 Geéne et isoformes de I’APP

Le précurseur du peptide B-amyloide (APP) appartient a la famille des génes APP, a laquelle
sont également étroitement apparentés les génes codant pour les protéines APLP1 et APLP2
(Amyloid beta precursor like protein 1 et 2). APLP1 n'est synthétisée que dans le cerveau alors
que APLP2 et APP sont ubiquitaires. L’ APP est codé par un seul géne qui se situe sur le
chromosome 21 au locus 2121, et est estimé a 290 586 paires de bases (Goldgaber et al., 1987;
Kang et al., 1987; Tanzi etal., 1987; Yoshikai et al., 1990; Lamb et al., 1993). C’est une protéine

hautement conservée qui peut étre retrouvée dans le cerveau de nombreux animaux, tels que
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I'Homme, le singe, le chien et la souris (Qiu et al., 2015). Le géne APP posséde 19 exons (au
minimum 18) dont I’épissage alternatif des exons 7, 8 et 15 donne naissance a une dizaine
d’isoformes variant de 365 a 770 acides aminés. Il existe trois isoformes majeures de I’APP :
I’APP695, I’APP751 et I’APP770, différant par 1’inclusion ou non des exons 7 et/ou 8 et

pouvant toutes conduire in fine a la production du peptide Ap.

Les isoformes 751 et 770 de I’APP sont majoritairement produites dans les cellules non
neuronales tandis que I’isoforme APP695 est spécifiquement retrouvée dans les neurones ou
elle est fortement synthétisée. Cette différence de localisation peut étre associée a 1’absence des
exons 7 et 8 dans I’isoforme APP695, codant pour un domaine inhibiteur de sérine protéase de
type Kunitz (KPI) (Neve, 1988; Tanzi et al., 1988). La synthése d'APP695 est nettement
augmentée au cours de la différenciation neuronale, mais I'expression gliale de I'APP n'a pas

été observée in vivo.

3.1.2 Structure de la protéine APP

L'APP est une protéine membranaire de type | orientée avec son extrémité N-terminale dans
I’espace extracellulaire et son extrémité C-terminale dans I’espace intracellulaire. Les trois
isoformes partagent la structure conservée de la protéine avec un domaine extracellulaire plus
grand, un court domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique (Muresan and
Ladescu Muresan, 2015). L’ectodomaine comprend un domaine riche en cystéine (E1), un
domaine acide (AC), un domaine riche en hélices o (E2) et une partie du domaine A s'étendant
également dans le domaine transmembranaire. Le domaine cytoplasmique court contient un
motif YENPTY conservé responsable des interactions protéiques. Le domaine E1 contient un
site de liaison a I'néparine (HBD) et un domaine de liaison aux métaux (MBD) avec des sites
de liaison au cuivre et au zinc. Le domaine E2 est composé de six hélices o formant une
structure en bobine enroulée. L'APP770 et I'APP751 contiennent toutes deux un domaine
inhibiteur de la sérine protéase de type Kunitz (KPI) codé par I’exon 7 aprés le domaine AC.
De plus, I’isoforme APP770 contient un domaine Ox2 codé par I’exon 8 suivant le domaine
KPI, I’APP695 ne possédant ni le domaine KPI et ni Ox2 (Figure 12).
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Figure 12 : Le géene APP et les différentes isoformes de la protéine APP. Le gene APP, constitué de
18 exons, est situé sur le chromosome 21 (21921.2-3). La région codant pour la séquence amyloide
comprend une partie des exons 16 et 17 (en orange). L'APP est alternativement épissé en plusieurs
isoformes, ici représentées les 3 isoformes les plus exprimées dans le SNC : APP695, APP751 et
APP770. Certaines isoformes contiennent un domaine KPI de 57 acides aminés (en rose) et un domaine
OX-2 de 19 acides aminés (en violet) dans les séquences extracellulaires. En N-terminal le peptide signal
(SP) est représenté en gris, suivi d’un domaine riche en cystéine et d’un domaine acide. Un motif
YENPTY est présent dans la partie C-terminale de la protéine APP. Modifié d’apres Campos-Pea et al.,
2014.

Tous les membres de la famille APP sont de véritables protéines multifonctionnelles et peuvent
former de grands complexes de signalisation avec diverses protéines transmembranaires et
partenaires de liaison intracellulaire. L'APP et les APLP peuvent former des diméres, leur
permettant de fonctionner comme des molécules d'adhésion synaptique in vitro et au niveau de
la jonction neuro-musculaire in vivo (Muller et al., 2017). On peut également noter que les
isoformes de 1I’APP contenant le domaine KPI sont retrouvées en plus grande quantité dans le
cerveau des malades de la MA et pourraient étre associées a la progression de la maladie. En
effet, il a été montré que la protéolyse de I'APP en Ap est régulée par I'hnomodimérisation, qui
implique a la fois les régions extracellulaires et juxtamembranaires/transmembranaires
(JM/TM) de I’APP. L’APP751 s'est averé former significativement plus d'homodimeéres que
APP695, ce qui signifie que le domaine KPI joue un role majeur dans la dimérisation de I'APP
(Ben Khalifa et al., 2012a, 2012b).
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1. Fonctions et localisation cellulaire de 1I’APP

3.2.1 Localisation cellulaire et modifications post-traductionelles de I’APP

La protéine précurseur du peptide B-amyloide (APP) est une protéine transmembranaire
localisée a la surface des synapses. L’APP est tout d’abord synthétisée dans le réticulum
endoplasmique, puis elle est transportée dans 1’appareil de Golgi ou elle peut subir différentes
modifications post-traductionnelles, telles que la N- et O- glycosylation, la phosphorylation, la
sulfatation ou 1’acétylation (Walter and Haass, 2000). L’APP maturée est ensuite transportée
du réseau trans-golgien vers la membrane cellulaire. L’APP n’ayant pas été clivée par les
secrétases ou étant devenue non fonctionnelle peut étre internalisée et se retrouver dans les
endosomes précoces puis tardifs, lieux ou les catabolites délétéres sont principalement formés,
puis le long de la voie endolysosomale et subir une dégradation protéolytique (Koo et al., 1996;
Selkoe et al., 1996; Kinoshita et al., 2003; Lorenzen et al., 2010; Chia et al., 2013).
Alternativement, I’ APP peut étre recyclée a la membrane plasmique (Vetrivel and Thinakaran,
2006). Ainsi, des preuves substantielles indiquent maintenant que la MA est susceptible de
résulter d'un trafic membranaire défectueux dans les deux voies sécrétoires et endocytiques
(Toh and Gleeson, 2016). La demi-vie de 1’ APP est relativement courte, environ 10 minutes a

la surface cellulaire, et son ‘turnover’ est assez rapide, entre 30 et 90 minutes.

L’ APP posséde huit sites potentiels de phosphorylation dans son domaine cytoplasmique, parmi
lesquelles sept sont phosphorylés dans le cerveaux des patients Alzheimer (Y653, S655, T668,
S675, Y682, T686 et Y687 — numérotation selon 1’isoforme APP695)(Lee et al., 2003). Il a été
démontré que la phosphorylation constitutive de I'APP sur la T668 était observée
spécifiqguement dans le cerveau et contribuait a la neurodégénération (Chang et al., 2006). La
production d'Ap est significativement réduite lorsque la phosphorylation sur la T668 est abolie
ou inhibée. La phosphorylation sur la T668 faciliterait ainsi le clivage de I'APP par BACE1
pour augmenter la génération d'AP (Lee et al., 2003; Feyt et al., 2007).

3.2.2 Roles physiologiques de la protéine APP

L’APP possede de nombreux roles physiologiques, en particulier & la synapse ou elle joue un
réle crucial dans la formation, le maintien, le renouvellement et la plasticité des synapses, y

compris dans la potentialisation a long terme (LTP) (Dawson et al., 1999; Seabrook et al., 1999;
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Ring et al., 2007; Weyer et al., 2011, 2014; Tyan et al., 2012; Ludewig and Korte, 2016; Zou
etal., 2016). En effet, les niveaux de synthése de la protéine APP sont étroitement corrélés avec
la densité et le nombre d’épines dendritiques présentes sur les neurones, et elle facilite
également la libération de neurotransmetteurs (Lee et al., 2010b; Fanutza et al., 2015). Des
niveaux physiologiques d’APP sont nécessaires pour un positionnement appropri¢ des
neurones, son expression culminant a la période de développement chez les mammiféres ou se
produit la synaptogenese corticale la plus rapide, vers la deuxiéme semaine postnatale (Loffler
and Huber, 1992; Young-Pearse et al., 2007). Les interactions trans-synaptiques entre les

protéines APP pré- et postsynaptiques favorisent I'adhésion des synapses (Wang et al., 2009b).

La protéine APP joue un role clé dans I’homéostasie neuronale (van der Kant and Goldstein,
2015), en agissant sur la signalisation intracellulaire en transmettant des informations sur les
conditions extracellulaires (des dommages neuronaux par exemple), et sur la transcription de
certains facteurs trophiques importants comme le GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic
factor). La régulation APP-dépendante de I'expression du GDNF affecte la différenciation
neuronale et musculaire fondamentale pour la maturation de la jonction neuromusculaire in vivo
(Stanga et al., 2016). L’APP a également une fonction trophique importante et peut étre
impliquée dans le développement des cellules souches neuronales, la prolifération cellulaire, la
survie neuronale et méme étre un facteur neuroprotecteur (Bolds et al., 2014; Milosch et al.,
2014; Wu et al., 2016; Hefter and Draguhn, 2017). Les hypoxies cérébrales aigués (AVC, arrét
cardiague) ou chroniques (maladie cérébrovasculaire) entrainent une augmentation de la
synthése de I’APP, cette régulation jouant un rdle bénéfique aprés le traumatisme. Il a été
proposé que I'APP se lie aux HSPG pour exercer son action neuroprotectrice, ou encore via la

régulation de I'noméostasie calcique (Plummer et al., 2016).

Dans les études des modeéles murins, I'étendue complete des fonctions de la protéine APP peut
étre masquée chez les souris APP-KO en raison de la compensation par les protéines APLP de
la méme famille. Les souris dépourvues d'un seul membre de la famille APP sont pleinement
viables et présentent des troubles synaptiques et comportementaux uniguement lorsqu'elles sont
agées. En effet, les souris APP-KO de 12 mois ou plus présentent une densité d’épines
dendritiques réduite dans les cellules pyramidales de I'hippocampe, ainsi qu’une LTP altérée et
des troubles de la mémoire (Phinney et al., 1999; Ring et al., 2007; Lee et al., 2010b). Aucune
anomalie n'a été retrouvée chez les souris APLP2-KO jeunes ou agées (von Koch et al., 1997;
Heber et al., 2000; Weyer et al., 2011; Midthune et al., 2012). En revanche, le phénotype
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APP/APLP2-DKO est mortel peu de temps apres la naissance en raison de déficits dans la
morphologie synaptique et la libération des transmetteurs a la jonction neuromusculaire (Wang
et al., 2005; Klevanski et al., 2014). Tous ces ¢léments concordent pour souligner I’importance
de la protéine APP dans le cerveau et expliquer la tres forte conservation de cette protéine au

cours de I’évolution, ainsi que la redondance dans les roles exercés par APP, APLP1 et APLP2.

[11.  Clivages et catabolites

3.3.1 Protéolyse amyloidogénique et non amyloidogénique : a-secrétase, B-secrétase et y-
secrétase

La protéine APP peut subir plusieurs clivages différentiels selon deux voies, la voie
amyloidogenique et la voie non-amyloidogénique. La voie non-amyloidogénique est initiée par
I’a-secrétase (ou ADAM10, A Disintegrin And Metalloprotease 10), qui clive I’ APP au milieu
de la séquence de la protéine AP pour libérer un fragment extracellulaire soluble sAPPa et un
fragment carboxy-terminal APP-CTFa (ou C83) (Suh and Checler, 2002). Ce dernier sera
ensuite pris en charge par la y-secrétase qui va cliver le fragment C83 en AICD (APP
intracellular domain) et en peptide p3 (ou AB17-42 ; Gowing et al., 1994). Il existe en réalité
plusieurs a-secrétases : ADAMIO réalise le clivage dit “constitutif” qui est actif
continuellement, et ADAM17 (appelée aussi TACE, pour Tumor necrosis Alpha Converting
Enzyme) et ADAMS9 fonctionnent comme des a-secrétases régulées, par activation de la
cascade PKC notamment (Asai et al., 2003). La voie non-amyloidogénique est la voie majeure
dans laquelle s’engage 1I’APP et représente environ 90% de sa protéolyse. Dans 10% des cas,

I’ APP suit la seconde voie, la voie amyloidogénique (Penke et al., 2017).

La voie amyloidogénique débute par un clivage de I’APP par la pB-secrétase (aussi appelée
BACE-1, ou Memapsin-2) en amont de 1’acide aspartique-1 (Aspl) du domaine A (entre les
résidus 596 et 597 de I’APP695) qui va genérer un fragment soluble SAPPS (environ 110 kDa)
extracellulaire et un fragment APP-CTFp ou C99 (12 kDa) transmembranaire. La y-secrétase
va ensuite cliver ce fragment C99 en peptide AP d’une part et AICD d’autre part (Tolia and De
Strooper, 2009) (Figure 13).
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Figure 13 : Les deux voies principales dans la protéolyse de I’APP. Ces voies font intervenir plusieurs
secrétases, dont ’a-secrétase et la y-secrétase pour la voie non-amyloidogénique et la B-secrétase
(BACE]) et la y-secrétase pour la voie amyloidogénique. La voie non-amyloidogénique produit
plusieurs fragments, dont un sAPPa aprés le clivage par 1’a-secrétase et un APP-CTFa (ou C83), qui
donnera un AICD et un fragment p3 apres le clivage de la y-secrétase. Dans la voie amyloidogénique,
le clivage par BACEI produit un sAPPp ainsi qu’un APP-CTFp (ou C99). Ce dernier va étre clivé par
la y-secrétase pour donner un AICD et un fragment AP de longueur variable.

Le peptide AICD a été initialement identifié dans le cerveau de patients atteints de la MA(Passer
etal., 2000) ou il a été demontre qu'il participait au déclenchement de signaux apoptotiques. En
effet, grace a sa séquence spécifique Y®ENPTY® un motif d'endocytose médiée par la
clathrine, I'AICD interagit avec Fe65 afin d’effectuer une translocation vers le noyau
(Konietzko et al., 2010). L’ AICD exerce ainsi une toxicité via des mécanismes dépendants de
la transcription en formant un complexe tripartite avec Fe65 et I'histone acétyltransférase Tip60
dans le noyau (Cao and Sudhof, 2001), induisant I'expression de GSK-3p, suivie d'une
phosphorylation de la protéine Tau, qui contribuerait a la pathogenese de la MA (Kim et al.,
2003). La génération d'AICD a lieu au niveau de la membrane plasmique et/ou dans les
endosomes précoces (Vingtdeux et al., 2007a). Bien que les AICD produits via les voies
amyloidogéniques ou non-amyloidogéniques aient la méme séquence peptidique, elles
semblent étre fonctionnellement distinctes. L'AICD produit aprés le clivage de la B-secrétase
est transporté vers le noyau, tandis que celui produit aprés le clivage de 1’a-secrétase est

rapidement dégradé dans le cytosol par I'enzyme dégradant l'insuline.

L'engagement de I'APP dans le traitement amyloidogéne et non amyloidogéne depend des

niveaux cellulaires des a- et B-secrétases et du trafic d'APP vers les organites subcellulaires
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exprimant ces protéases. Il a été suggeré que le clivage non amyloidogéne de I'APP est localisé
principalement dans la membrane plasmique, alors que le clivage amyloidogéne se déroule de
maniére intracellulaire (Penke et al., 2017). De multiples mécanismes peuvent étre mis en place
pour moduler la protéolyse de I'APP, par exemple en agissant via un blocage physique (par
exemple, BRI2) pour empécher I'acces des protéases a I'APP, ou en modifiant le trafic de I'APP
(par exemple, le récepteur SORLA), en augmentant ou en réduisant ainsi la probabilité que
I'APP rencontre les secrétases.

La y-secrétase est un complexe multi-protéique de haut poids moléculaire composé de 4 sous-
unité : la Préséniline 1 ou 2 (PS1 ou PS2), la Nicastrine (NCT), Aph-1 (Anterior pharynx
defective) et Pen-2 (Presenilin enhancer) (Edbauer et al., 2003; Kimberly and Wolfe, 2003;
Takasugi et al., 2003; De Strooper and Annaert, 2010) (Figure 14). Le complexe y-secrétase
contient PS1 ou PS2, qui sont le centre catalytique du complexe enzymatique (De Strooper et
al., 1998; Wolfe et al., 1999). Il a été montré que les complexes de y-secrétase contenant PS1
étaient ciblés vers la membrane plasmique, tandis que ceux contenant PS2 étaient adresses
plutdt au réseau trans-Golgi, aux endosomes de recyclage et endosomes tardifs (Meckler and
Checler, 2016; Sannerud et al., 2016). En conséquence, PS2 clive I’APP dans les endosomes
tardifs et généere un pool de formes longues d'Ap intracellulaire plus important en comparaison
de PS1. Les mutations associées a la MA familiale (FAD) de PSEN2 augmentent ainsi
davantage les niveaux de formes longues et toxiques d’Af (Sherrington et al., 1995). La
Nicastrine est une glycoprotéine transmembranaire de type | qui agirait comme récepteur de
substrat au sein du complexe (Shah et al., 2005). Elle est impliquée dans le clivage menant a la
production de peptides AB (Yu et al., 2000). L'activité protéasique de la y-secrétase est régulée
par le pH avec une activité optimale a pH 6,3. La y-secrétase posséde plus de 90 substrats dont
I’ APP et son inhibition peut ainsi perturber d’autres voies (Carroll and Li, 2016). On peut citer
entre autres Notch, IL-1R 1/2, ErbB-4, NRG1, le récepteur a I’insuline ou encore ApoER2
(Pardossi-Piquard and Checler, 2012).
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Figure 14 : Les différentes sous-unités du complexe y-secrétase. Le complexe y-secrétase est formé
par I'assemblage séquentiel d'Aph-1, de la nicastrine, de la préséniline et de Pen-2. Tout d'abord, I'Aph-
1 et la nicastrine s’assemblent pour former le squelette du complexe, puis la préséniline est incorporée.
Enfin, Pen-2 est recruté et la préséniline compléte est endoprotéolysée, activant I'enzyme. La nicastrine
joue un réle dans la reconnaissance du substrat. Aph-1 est cruciale pour la structure et la stabilité du
complexe, et peut jouer un role supplémentaire dans la détermination de la longueur des espéces AP
produites en fonction de 1'isoforme incorporée dans le complexe y-secrétase. Le motif GXXXG dans
Aph-1 est essentiel pour 'assemblage du complexe y-secrétase. La préséniline, une protéine a 9
domaines transmembranaire possédant 2 isoformes, est la sous-unité catalytique de la y-secrétase. Enfin
Pen-2 est nécessaire pour l'endoprotéolyse de la préséniline et l'activation de la y-secrétase.

3.3.2 Les clivages non-conventionnels de I’APP

Récemment, de nouvelles enzymes ont été identifiees comme intervenant dans le processus
catalytique de I’APP : lan-secrétase (MT5-MMP), la 3-secrétase (ou asparagine endopeptidase,
AEP) et la méprine B (Andrew et al., 2016) (Figure 15). Ces enzymes catalysent des clivages

physiologiques qui peuvent se retrouver altérés dans la MA :

La n-secrétase (MT5-MMP ou MMP-24) est I’enzyme responsable du clivage n de
I’APP qui entraine la libération d’un fragment sSAPPn (80 a 95 kDa) et d’un fragment
APP-CTFn (30 kDa) transmembranaire. L’APP n-CTF peut étre clivé soit par la 3-
secretase pour former un fragment soluble An-p (12 kDa) et un APP-CTF, ou par I’a-
secretase libérant un fragment soluble An-a (=12/16 kDa) et un APP-CTFa. Il peut étre

alternativement dégradé par les lysosomes (Wang et al., 2015). Ces fragments s’avérent
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synaptotoxiques car ils altéerent la LTP (Willem et al., 2015). 1l a été observe que MT5-
MMP contribue a la progression de la pathologie Alzheimer dans un modéle
transgénique, par le biais du clivage de I’APP, mais aussi par sa contribution au traffic
intracellulaire de I’APP. De plus, I’absence de MT5-MMP corrige les déficits de LTP
observés dans les souris Alzheimer (Baranger et al., 2016b, 2016a).

- Le clivage de I’APP par d-secrétase (ou AEP) s’opére dans les endolysosomes et libére
des fragments solubles sAPP1-373 (80 kDa) ou sAPP 1-585 (130 kDa) et APP-
dCTF374-695 ou APP-3CTF586-695. Le clivage de I’ APP par la 8-secrétase favorise un
clivage ultérieur par la B-secrétase, augmentant ainsi la production d’AB. De plus, la
quantité de d-secrétase disponible augmente avec le vieillissement (Zhang et al., 2015).

- La Méprine B est une métalloprotéase dépendante du zinc, qui clive APP au niveau de la
surface cellulaire. Ce clivage produit des fragments AB 2-X, qui ont une capacité
d’agrégation supérieure aux peptides AP 1-x, bien qu’ils soient présents en plus faible

quantité dans le cerveau (Bien et al., 2012; Becker-Pauly and Pietrzik, 2016).

L’ APP peut également étre le substrat de différentes caspases (Barnes et al., 1998; Weidemann
etal., 1999; Lu et al., 2000). Leur clivage s’opeére aprés I’acide aspartique 664 dans la partie C-
terminale de I’APP, de I’APPCTF ou de I’AICD, libérant ainsi en Nter un APPA31 et en Cter
un fragment de 31 acides aminés appelé C31, Jcasp et un peptide AB ou p3.
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Figure 15 : Les clivages non-conventionnels de la protéine APP. Le clivage par la 8-secrétase produit
trois fragments APPsd solubles et le fragment C-terminal-d (CTF3), qui est ensuite traité par la B-
secrétase et la y-secrétase (schéma supérieur gauche). Le clivage par la Méprin-p sur trois sites potentiels
donne lieu a trois fragments solubles (schéma supérieur droit). Le fragment APPsp* contient un résidu
supplémentaire par rapport aux APPsp (produits par la B-secrétase) ; CTFpB* est le fragment C-terminal
produit suite & la libération des APPB* et est un résidu plus court que les CTFp classiques. AB* est un
fragment AB2—x tronqué en amino-terminal. Le clivage par la n-secrétase produit APPsn et CTFn
solubles, qui sont traités par la a-secrétase ou la B-secrétase pour générer les fragments An-a ou An-8
(schéma inférieur gauche). Les caspases clivent I’APP dans son domaine intracellulaire pour donner
C31 et, apres clivage de la y-secrétase, Jcasp (Muller et al., 2017).

Le clivage par la 5-secrétase produit trois fragments APPsd solubles et le fragment C-terminal-
d (CTFd), qui est ensuite traité par la B-secrétase et la y-secrétase (schéma supérieur gauche).
Le clivage par la Méprin-p sur trois sites potentiels donne lieu a trois fragments solubles
(schéma supérieur droit). Le fragment APPsB* contient un résidu supplémentaire par rapport
aux APPsp (produits par la B-secrétase) ; CTFB* est le fragment C-terminal produit suite a la
libération des APPB* et est un résidu plus court que les CTEp classiques. Ap* est un fragment
APB2—x tronque en amino-terminal. Le clivage par la n-secrétase produit APPsn et CTFn
solubles, qui sont traités par la a-secrétase ou la B-secrétase pour generer les fragments An-a
ou An-p (schéma inférieur gauche). Les caspases clivent I’ APP dans son domaine intracellulaire

pour donner C31 et, apres clivage de la y-secrétase, Jcasp.

3.3.3 Le peptide AP : clivages, fonctions et propagation

69



Les différents fragments AP

La y-secrétase peut cliver le fragment C99 a plusieurs endroits, donnant des tailles de peptides
AP différents. Dans des conditions physiologiques, les principales espéces générées sont AB1-
40 (plus de 50 % de I'Ap total), avec AB1-37, 1-38, 1-39 et 1-42 générés a des niveaux inférieurs
(environ 5-20 % des AP). Dans certains cas, des peptides AP supplémentaires (par exemple,
APB1-34, 1-36, 1-41 et 1-43) sont générés (Seubert et al., 1992; Wang et al., 1996). Les
changements dans la production d’AB vers AB1-42 ou, dans de rares cas, AB1-42 et Ap1-43
sont corrélés a la MA (lwatsubo et al., 1994; Younkin, 1998; Kretner et al., 2016). Ainsi dans
la MA, la production de ces formes longues augmente et conduit a la formation des plaques
dont le constituant le plus abondant est le peptide Ap 42, issu de la voie amyloidogénique de la
protéolyse de 1I’APP. L'étape de génération d'AP1-40 s’effectue principalement dans le
réticulum endoplasmique, alors que AP1-42 est généralement produit dans le réseau
transgolgien. Les peptides AP peuvent également étre produits dans les tissus périphériques
(Citron et al., 1994; Kuo et al., 2000) et sont capables de traverser la barriere hémato-
encéphalique (Deane and Zlokovic, 2007), ce qui suggére que 1'Ap dérivé de la périphérie

pourrait contribuer a la pathologie AP dans le cerveau.

Fonctions du peptide Af

Depuis la découverte du peptide Ap en 1984, les recherches sur la MA se sont presque
exclusivement focalisées sur son réle pathologique. Il a été demontré que les oligomeéres AB1-
42 solubles induisent une variété d'effets neurotoxiques, y compris une perméabilité
membranaire, perturbent la transmission synaptique, inhibent la LTP hippocampique et altérent
les fonctions cognitives (Laurén et al., 2009; Butterfield and Sultana, 2011; Ozdemir et al.,
2013; Morkuniene et al., 2015). Cependant, toutes les formes de peptides AB1-42 ne sont pas
toxiques. En fait, les monomeres AB1-42 se sont avérés neuroprotecteurs, en particulier a de
faibles concentrations picomolaires. C’est en 1990 que les fonctions physiologiques d'Af ont
été mises en lumiere pour la premiére fois lorsque Yankner et ses collaborateurs (Yankner et
al., 1990) ont montré que ce peptide a faible concentration pouvait avoir des propriétés
neurotrophiques pour les neurones hippocampiques immatures. Dans la lignée de ce constat,

les monomeres A induisent la survie des neurones en développement sous privation de facteurs
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trophiques et protégent les neurones matures contre la mort cellulaire excitotoxique (Giuffrida
et al., 2009). AB peut fonctionner comme une molécule de signalisation, un facteur
transcriptionnel, un régulateur du transport du cholestérol et un agent antimicrobien (Soscia et
al., 2010). Outre la fonction physiologique normale de AB1-40 et AB1-42, le groupe de Chen
(Chen and Dong, 2009) a découvert que différents types d'AB peuvent induire une
différenciation des cellules progénitrices neurales (NPC) en différents types cellulaires. L'AB1-
40 soluble peut induire la différenciation des NPC en neurones, tandis que I'AB1-42 peut induire
la différenciation des NPC en astrocytes. Ces résultats ont soutenu la fonction physiologique
d'Ap dans la nutrition neuronale et la différenciation cellulaire. La démonstration la plus
probante du réle physiologique de I'AB dans le processus de formation de la mémoire a été
apportée lorsque la production du peptide endogéene était bloquée et que les souris ont montré
des troubles cognitifs importants (Garcia-Osta and Alberini, 2009) et que la LTP
hippocampique a été abrogée (Puzzo et al., 2011), les deux effets étant rétablis par I'ajout d'Ap1-

42 exogene.

AP1-40 et AB1-42 different par une isoleucine et une alanine supplémentaire a I'extrémité C-
terminale de AB1-42. Du fait du positionnement de ces deux acides aminés dans la région C-
terminale de AB1-42, I'importance de cette région a été confirmée comme étant cruciale pour
les différents mécanismes d'agrégation (Socher et al., 2014). Cette différence structurelle se
retrouve egalement au niveau de leur activité respective. L’AB1-40 est capable d’inhiber
I’agrégation du peptide AP1-42. AB1-40 séquestre en fait I'AB1-42 dans des tétraméres mixtes
stables, empéchant ainsi 1’oligomérisation d'Ap1-42 et la formation du dodécamere
possiblement toxique, et par conséquent le développement potentiel de la MA (Murray et al.,
2009; Bate and Williams, 2010). Une augmentation mineure du rapport AB1-42/AB1-40
stabilise les espéces oligomeres toxigques et augmente la neurotoxicité (Kuperstein et al., 2010).
McGowan et al. ont rapporté qu'aucune plague amyloide n'a été trouvée dans le cerveau de la
souris transgénique qui surexprime AB1-40 (McGowan et al., 2005; Qiu et al., 2015).

Ces études révelent que la clé entre toxicité et trophisme des peptides AB se trouve dans la
concentration de ces peptides, 1’espece majoritaire produite et leur niveau d’agrégation. La
production d'AP n'est ainsi pas délétére en soi, mais c’est le déréglement dans la
production/clairance et 1’agrégation de ce peptide qui rend sa présence toxique pour les
neurones, amenant [’hypothése d’une "perte de fonction" physiologique pour un gain de

fonction pathologique.
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Propagation et différentes souches d’AB

Les dépots anormaux de peptide AP apparaissent généralement avec une distribution spatiale
hiérarchique, ce qui suggere que AP, tout comme la protéine Tau, pourrait se propager entre
différentes zones du cerveau (Thal et al., 2002). Ainsi, plusieurs études ont démontré le transfert
d'Ap dans des mode¢les cellulaires (Nath et al., 2012) et animaux. Notamment en 2000, Walker
et collaborateurs ont mis en évidence que I'inoculation intracérébrale d'extraits de cerveau de
patients atteints de MA dans dans un modeéle de souris surexprimant I’APP induisait le
développement d’un dépot cérébral d'A aprés une période d'incubation de 5 mois (Kane et al.,
2000). Ceci a été appuyé par la démonstration que les agrégats d’Ap composés exclusivement
de peptides A synthétiques pouvaient également initier un dépot cérébral d’Ap dans un modele
de souris surexprimant I’APP, avec cependant une activité moindre (Stohr et al., 2012). Une
autre étude est venue confirmer ces observations par 1’inoculation de souris ne surexprimant
pas I'APP avec des extraits de cerveaux Alzheimer purifiés, ce qui a entrainé 1’induction de type
prion d’un dépot cérébral d'AP, démontrant en méme temps que la surexpression d'APP n'est

pas une condition préalable a la propagation d’AP (Ruiz-Riquelme et al., 2018).

Ces expériences indiquent que, comme les protéines prions (PrP), les agrégats d’Ap dérivés de
cerveaux atteints de MA sont capables d’auto-propagation. Les Ap prion semblent également
se propager loin du site d'inoculation d'origine (Eisele et al., 2009; Ye et al., 2015), fournissant
peut-&tre une partie de I’explication de la progression de la pathologie AP observée dans les
patients MA. Les assemblages spécifiques d'AB responsables de 1’induction du dépdt cérébral
d'AB n’ont pas encore été formellement identifiés, mais les oligomeres d’Af de poids
moléculaire inférieur et les protofibrilles ont été suggérés comme étant particuliérement
neurotoxiques et comme étant des agents de nucléation permettant une agrégation ultérieure
(Gouras et al., 2010). Les oligoméres d’AB peuvent s'accumuler a l'intérieur des cellules,
notamment a cause de problémes de clairance intracellulaire, et ensuite se propager d'une cellule
a l'autre (Domert et al., 2014). Les mécanismes sous-jacents de la propagation des oligomeres
d’Ap restent incomplétement compris, mais pourraient impliquer les exosomes. En effet, les
exosomes provenant de cerveaux de patients MA contiennent des niveaux accrus d'oligomeres
d’Ap et peuvent agir comme véhicules pour le transfert de neurone a neurone de ces especes

toxiques dans les neurones receveurs en culture (Sardar Sinha et al., 2018).

Il est possible qu'une partie de la réponse quant a I’hétérogénéité observée dans la MA puisse
venir de la présence de souches distinctes d'Ap prion dans le cerveau. Il a été montré qu'il existe
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de nombreuses especes d'oligoméres d’Ap avec des taux de propagation différents et une
toxicité distincte dans la pathogenese de la MA (Musiek and Holtzman, 2015; Sengupta et al.,
2016). En effet, les agrégats d’Ap présents chez les patients atteints de MA sont
structurellement distincts de ceux formés spontanément a partir d'AB synthétiques (Paravastu
et al., 2009). Il a été déeterminé que les agrégats d’AP isolés de deux patients atteints de MA
sporadique différents produisent des agrégats d’ A et une structure et des propriétés différentes,
faisant valoir que des souches distinctes d'AP peuvent exister chez les patients atteints de MA
(Luetal., 2013a). En effet, les peptides AB1-42 qui s'agregent chez les patients avec une version
plus agressive de la MA sont conformationnellement distincts de ceux présents chez les patients
atteints de MA avec une évolution de la maladie stéréotypée (Cohen et al., 2015). 1l a été montré
que la souche d’ A qui s'agrége a partir d’un patient atteint de MA avec la mutation suédoise
de ’APP peut étre distingué de celle présente dans un patient MA possédant la mutation
arctique (E693G) (Watts et al., 2014). De plus, quand les extraits de cerveau de ces deux
patients ont été inoculés a des souris APP23, des pathologies AP distinctes ont été¢ observées

(Watts and Prusiner, 2018).

3.3.4 Propriétés des autres catabolites de I’APP

Les roles des principaux autres produits de dégradation de I’APP sont résumés dans le tableau

suivant :
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sAPPa

SAPPB

APP-
CTFa
APP-
CTFp

AICD

Propriétés neuroprotectrices
- Améliore la survie neuronale
- Protege contre les dommages
hypoglycémiques
- Protege contre I'excitotoxicité du
glutamate
- Atténue les dommages induits par Ap
- Protege contre les lésions oxydatives
- Diminue les niveaux élevés de calcium
intracellulaire
- Facilite la LTP et améliore la
mémorisation
- Stimule la prolifération de cellules
souches
- Régule la fonction de I'APP dans la

croissance des neurites

- Similaire a sAPPa avec une efficacité 100

fois moindre

- Fait pencher le systéme vers la voie non-

amyloidogénique, peu de données a ce jour

- Aucune connue

- Médiateur de certaines activités

transcriptionnelles

Propriétés neurotoxiques
- Favorise une croissance cellulaire
incontr6lée (tumorigenése)
- Stimule I’activation de la microglie
- Induit la production de cytokines
pro-inflammatoires

- Active DR-6, un récepteur
cytoplasmique de mort cellulaire,
pour indure la neurodégénérescence

- Aucune connue

- Altére le fonctionnement du
systéme autophagique

- Neurotoxique, altére les fonctions
synaptiques

- Perturbe ’homéostasie des canaux
ioniques

- Favorise ’astrogliose

- Perturbe la LTP et les fonctions
cognitives

- Pro-apoptotique in vitro et in vivo
- Active la Gsk3-B qui augmente la
phosphorylation de Tau

- Induit la dégénérescence des

neurones hippocampiques
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Araki et al., 1991
Mattson et al., 1993

Goodman and
Mattson, 1994

Caillé et al., 2004

Young-Pearse et
al., 2008

Ohsawa et al., 1999
Ishida et al., 1997
Taylor et al., 2008
Barger and Harmon,
1997
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Freude et al., 2011
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Chasseigneaux et al.,
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Miller et al., 2017
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- Induit une activité neuronale Chang et al., 2006
aberrante et des troubles cognitifs Ozaki et al., 2006
Nakayama et al., 2008
Ohkawara et al., 2011
p3 - Aucune connue - Induit I’apoptose in vitro Wei et al., 2002
- Favorise la réponse inflammatoire ~ Szczepanik et al,,
2001
Jcasp - Aucune connue - Pro-apoptotique Bertrand et al., 2001
Madeira et al., 2005
C31 - Aucune connue - Induit un dysfonctionnement Luetal., 2003
synaptique Park et al., 2009
- Pro-apoptotique

Figure 16 : Tableau récapitulatif des effets neurotrophiques et neurotoxiques des principaux
fragments issus du clivage de I'APP.

IV. Les protéases BACE

3.4.1 Structure des protéases BACE

En 1999, quatre groupes ont indépendamment reporté l'identification d’une aspartyl protéase
membranaire, la B-secrétase, appelée également BACE ou Memapsin2 (Hussain et al., 1999;
Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). BACE1 est responsable de I'étape
initiale et limitante de la production du peptide AP, qui est le clivage a ’acide aminé Aspl de
la séquence AP (Vassar et al., 2014). C’est une aspartyl protéase transmembranaire de type |
avec un prodomaine N-terminal de 21 résidus, un grand domaine luminal de 434 résidus, un
domaine transmembranaire de 21 résidus et une queue cytoplasmique de 24 résidus (Zhi et al.,
2011) (Figure 17). Elle possede un site actif dans son domaine luminal avec des résidus acide
aspartique dans les deux motifs, DTGS (résidus 93-96) et DSGT (résidus 289-292). BACEL1 est
synthétisée en tant que protéine précurseur puis transportée a travers la voie sécrétoire : elle
subit une maturation par N-glycosylation complexe et élimination protéolytique du pro-peptide
par une endoprotéase de type furine, pour aboutir a une protéine mature de 75 kDa (Capell et
al., 2000; Haniu et al., 2000; Creemers et al., 2001).
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Figure 17: Caractéristiques structurelles de la protéase BACEL. BACEL1 est une aspartyl protéase
transmembranaire de type | qui se compose de 501 acides aminés et sur laquelle se répartissent un
domaine N-terminal comprenant un peptide signal et un pro-peptide, qui vont étre clivés par la Furine
pour activer BACE1, ainsi que du domaine cytosolique. En C-terminal on retrouve une structure en
hélices, la région trans-membranaire et le domaine cytosolique. BACE1 posséde également deux motifs
de site actif de protéase aspartique, DTGS (résidus 93-96) et DSGT (résidus 289-292), et la mutation de
l'un ou l'autre de ces motifs rend I'enzyme inactive. Adapté de Moussa-Pacha et al., 2020.

3.4.2 Fonctions des protéases BACE

BACEL est la principale B-secrétase du cerveau (Vassar et al., 1999), tandis que I'expression et
la fonction de son homologue BACE2 (codée par un gene sur le chromosome 21) restent encore
peu connues (Vassar et al., 2014; Yan, 2017). Au moins trois activités differentes de BACE2
ont été mise en évidence en ce qui concerne son interaction avec I'APP : en tant que 0-secrétase
(deégradant les B-CTF et empéchant la formation de Ap), en tant que p-secrétase auxiliaire (pro-
amyloidogéne), et en tant que protéase dégradant les peptides Ap synthétiques (Fluhrer et al.,
2002; Shi et al., 2003; Sun et al., 2006; Abdul-Hay et al., 2012).
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La glycosylation de BACE1 semble étre une étape importante pour l'activité maximale de
I'enzyme, les mutations des sites de glycosylation réduisant considérablement son activité
protéolytique (Charlwood et al., 2001). La protéine BACE1 mature est ensuite transportée vers
la surface cellulaire, d'ou elle peut étre réinternalisée dans les compartiments endosomaux
(Huse et al., 2000). En cohérence avec la localisation subcellulaire de BACEL, le clivage de
I'APP par la B-secrétase a été identifié dans le réseau trans-golgi (TGN) et les compartiments
endosomaux ainsi qu'au niveau de la membrane plasmique (Vassar and Citron, 2000; Yan et
al., 2001; Rajendran et al., 2006). Comme les autres aspartyl protéases, BACE1 nécessite un
environnement acide pour une activité optimale. De plus, BACEL soluble est incapable de
cliver efficacement I'APP, ce qui indique que BACEL doit étre lié & la membrane et a proximité
de I'APP pour que le clivage se produise (Yan et al., 2001).

BACEL, via le motif di-leucine dans sa partie cytoplasmique qui peut se lier au complexe
protéique adaptateur clathrine-2 (AP-2), est internalisée de la membrane plasmatique aux
endosomes précoces (Prabhu et al., 2012; Buggia-Prévot et al., 2013; Chia et al., 2013). L'APP
nouvellement synthétisée quant a elle est directement transportée du TGN vers les endosomes
précoces (Burgos et al., 2010; Toh and Gleeson, 2016). Par conséquent, les endosomes précoces
sont un site de convergence important pour APP et BACE1 (Koo et al., 1996; Kinoshita et al.,
2003; Rajendran et al., 2006; Lorenzen et al., 2010). A partir des endosomes précoces, le trafic
intracellulaire de BACEL1 et APP diverge et APP est acheminée le long de la voie
endolysosomale pour dégradation tandis que BACEL est transportée vers les endosomes de
recyclage avant d'étre recyclée a la surface cellulaire. Le trafic normal de BACEL et de I'APP
conduit en conditions physiologiques a de faibles niveaux de clivage de I’APP en raison des
différentes voies de trafic intracellulaire de la protéine APP et de BACEL. Le niveau de
production d'Ap dépend donc de la répartition de I’ APP et de BACE1 dans leurs voies de trafic
respectives. Dans les neurones, BACE1 et APP sont séparés en conditions de repos, tandis que
I'activité neuronale induit leur convergence dans les endosomes précoces et tardifs (Das et al.,
2013), fournissant un environnement optimal pour l'activité enzymatique de BACEL et le
clivage de I'APP (Huse et al., 2000).

Le transport intracellulaire de BACEL est régulé notamment par la phosphorylation de son
domaine cytoplasmique par la caséine kinase-1 (Walter et al., 2001; Pastorino et al., 2002). La
phosphorylation de BACE1 affecte également son interaction avec la protéine GGA1L, qui
permet de faire transiter BACEL rapidement des endosomes précoces (lieu de rencontre

privilégie entre BACE et APP) aux endosomes de recyclage, ce qui limite la génération d’Ap.
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L’expression de GGAL est diminuée dans la MA (Dell’ Angelica et al., 2000; Hirst et al., 2000;
He et al., 2003; Shiba et al., 2004; von Arnim et al., 2006). 1l a également été démontré que
plusieurs autres protéines pourraient participer au trafic de BACEL telles que SNX3, SNX4,
Rab4, Rabl1, Rab22, la protéine membranaire associée aux vésicules 3 (Vamp3) et Arf6 (Toh
and Gleeson, 2016).

La quantité d'ApB générée semble donc dépendre de plusieurs facteurs : de I'équilibre entre le
clivage a- et B-secrétase de I'APP (Nitsch et al., 1996), de la localisation subcellulaire respective
de BACEL et de I’APP (Lee et al., 2005), et enfin dans quelle mesure I'APP va subir un clivage
par BACE1 pour produire le peptide Ap.

Il a été déemontré que la synthése de la protéine BACEL est augmentée dans le cerveau des
patients atteints de la MA, et que cette €lévation est corrélée avec la production d’AP et la
présence accrue de plaques amyloides (Yang et al., 2003; Li et al., 2004). Cette constatation a
été confirmée dans le cerveau de souris double transgéniques surexprimant la protéine BACE
et ’APP (Willem et al., 2004; Rockenstein et al., 2005). De maniére réciproque, les souris
transgéniques KO pour le géne de BACE ne développent pas de plaques amyloides (Luo, 2003).
Peut-étre en tant que réponse pathologique a I'AB, BACEI s’accumule a proximité des plaques
amyloides, ce qui augmente la génération locale d'Ap (Zhao et al., 2007; Kandalepas et al.,
2013; Sadleir et al., 2014, 2016). Cependant, une activité excessive de BACEL peut également
conduire a un clivage alternatif de 'APP au site ', juste apres I’acide glutamique-11 (Glull)
dans la séquence du peptide AP (Vassar et al., 1999). Ce clivage entraine la libération d’un
fragment SAPPB’ et d’un APP-CTFp’ (ou C89) transmembranaire (Huse et al., 2002). La vy-
secrétase clive ensuite le C89 en peptide AB11-x, variant de 34 a 50 acides aminés (environ 4
kDa) sécrété dans le milieu extracellulaire (van der Kant and Goldstein, 2015; Kimura et al.,
2016). Cette activité excessive de BACE1 peut aussi entrainer une dégradation du peptide Ap,
en catalysant la troncature C-terminale de AB1-40 et AB1-42 en peptide non-amyloidogéne
AP34 (Liebsch et al., 2019).

3.4.3 Autres substrats et inhibiteurs de BACE1

La suppression de BACE1 dans un modéle de souris transgéniques est effectivement capable
d'inverser complétement le dép6t d'amyloide, mais les souris avec une ablation de BACEL
présentent également un nombre alarmant de défauts physiologiques, tels qu’une astrogenése
anormale, une neurogenése réduite, une altération de la croissance axonale et de I'orientation,

une hyperactivité, une potentialisation a long terme altérée (LTP) et une dépression a long terme
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(LTD) accrue, une hypomyelinisation, ainsi que des défauts musculaires (Vassar et al., 2014;
Yan and Vassar, 2014; Bardo et al., 2016; Hu et al., 2016a). Ces phénotypes semblent étre liés
au clivage aboli des substrats physiologiques BACE1 (Hu et al., 2018). En effet BACEL
posseéde de nombreux substrats cellulaires autres que 1I’APP, parmi lesquels : la Neuréguline 1
(NRG1), qui est impliquée dans la myélinisation axonale des neurones (Willem et al., 2006; Hu
et al., 2016a), la Neuréguline 3 (NRG3), la sous-unité p2 du canal sodique voltage-dépendant
(Wong et al., 2005; Kim et al., 2007), les molécules d’adhésion et de guidage axonal, y compris
CHL1 (Rajapaksha et al., 2011) et L1 (Zhou et al., 2012), Jagged 1 (Hu et al., 2013), la a- 2,6-
sialyltransféerase (Kitazume et al., 2005; Sugimoto et al., 2007), les proteines APP homologues
APLP1 et APLP2 (Li and Sudhof, 2004), la protéine liée au récepteur des lipoprotéines de basse
densité (LRP) (von Arnim et al., 2005), le récepteur a I'interleukine-1 de type 11 (IL-1R2) (Kuhn
et al., 2007, 2012), et le vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR1) (Cai et al.,
2012). Certaines études démontrent méme que ’affinité de BACEL est plus importante pour
ses substrats non amyloidogéniques que pour I’APP (Ben Halima et al., 2016). Par conséquent,
les approches thérapeutiques basées sur des inhibiteurs de BACEL afin de réduire la production
d'Ap posent des problemes importants liés aux effets secondaires de l'interférence du traitement

avec ces substrats supplémentaires.

Plusieurs inhibiteurs de BACE ont néanmoins été découverts comme le Gleevec (Netzer et al.,
2017) et plusieurs autres inhibiteurs chimiques (les molécules inhibitrices de BACE1 en phase
d’essais cliniques sont détaillées au Chapitre 5.1). Il a également ét€¢ mis en évidence plusieurs
facteurs intracellulaires capables d’inhiber BACEL, tels que sAPPa, le produit du clivage de
I'APP par I'a-secrétase, qui est un puissant inhibiteur endogéne direct de BACEL, probablement
grace a un mécanisme allostérique empéchant I’interaction BACE1/APP (Peters-Libeu et al.,
2015). La leptine réduit aussi la production d'Ap et diminue l'activité et les niveaux de synthése
de BACEL : la leptine augmente les niveaux d'expression et I'activité du régulateur métabolique
SIRT1, ce qui entraine par la suite une diminution de I'expression de BACE1 médiée par NF-
kB (Marwarha et al., 2014).

V.  Mutations et pathologies associées

Le géne APP est sujet a de nombreuses mutations dans sa séquence. En effet, il existe plus

d’une soixantaine de mutations du géne APP recensées a ce jour, certaines aggravant et d’autres
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protégeant de la MA (source : Alzforum)(Figure 18). Mais en majorité les mutations codantes
dans le géne APP entrainent une MA autosomique dominante avec un début précoce. Un certain
nombre de mutations associées a la MA d’origine génétique induisant des changements dans le
traitement de I'APP et entrainant une production accrue d'Af ont été caractérisées. Les plus
notables d'entre elles sont la mutation KM670/671NL (mutation Suédoise) et les mutations sur
la valine 717, y compris V7171 (mutation de Londres) et V717F (mutation Indiana) qui
encadrent la séquence du peptide A (Mullan et al., 1992). La double mutation Suédoise au site
de clivage de la B-secrétase entraine une augmentation de six a huit fois des niveaux de peptide
AP sécrété par rapport a la protéine APP native. La mutation Suédoise augmente également les
niveaux d’AB 11-40/42 gréce a une production accrue de C99 (Liu et al., 2006). D'autres
mutations d’APP associées a la MA d’origine génétique incluent : A692G (Flamande), E693G
(Arctique), E693K (Italienne), D694N (lowa) et E693Q (Néerlandaise) (Levy et al., 1990; Van
Broeckhoven et al., 1990; Hendriks et al., 1992; Grabowski et al., 2001; Nilsberth et al., 2001;
Bugiani et al., 2010). Alors que la mutation flamande induit une multiplication par deux de la
production d'AB40 et d'AB42 en raison d'une activité a-secrétase réduite, les mutations
néerlandaise et lowa ne modifient pas les niveaux d'Ap40 et d'AB42 par rapport a I'APP native,
mais sont associées a une formation accélérée de fibrilles et a une pathogénicité accrue des
peptides AP résultants (MacLeod et al., 2015). Les remplacements au niveau ou a proximité
des sites protéolytiques B et y semblent entrainer une surproduction d'Ap ou un changement du
rapport AB40/AB42 vers la formation du peptide AB42 plus toxique, alors que les substitutions
au sein de la séquence du peptide AP entrainent plutdt la formation d’espéces AP avec une
propension accrue a l'agrégation (St George-Hyslop, 2000). La cause de la MA ne serait pas
simplement I'activation de la B-secrétase et sa production d'AB, mais plutét une modification de
la quantité d'APP traitée par la B-secrétase. Cela pourrait étre di a des mutations qui réduisent
le clivage par la a-secrétase, favorisant plutdt la B-secrétase, comme on peut le voir dans les cas
de MA familiale.
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Figure 18: Représentation schématique de la protéine précurseur d’amyloide (APP), avec la
séquence du peptide AP, et les sites de clivages a-, B- et y-secrétase. Sont détaillés ici les substitutions
d'acides aminés pathologiques ou protectrices (Islandaise) causant la MA au sein de I'APP et le nom de
la mutation associée suivant 1’isoforme la plus longue, APP770. Modifié d'aprés Kumar-Singh, 2009.

A Dinverse, Jonsson et collaborateurs ont mis en évidence en 2012 une mutation codante
(A673T) dans le gene APP qui protegerait contre le déclin cognitif chez les personnes agées
sans maladie d'Alzheimer (Jonsson et al., 2012). Cette substitution est adjacente au site de
clivage p de BACEL dans I'APP, et entraine une réduction d'environ 40 % de la formation de
peptides amyloidogénes in vitro. L'allele A673T ou mutation islandaise conférerait ainsi une

protection contre le développement de la MA.

Chapitre 4 : Le peptide amyloide-B et la protéine Tau au

carrefour de la maladie d'Alzheimer

l. Dégradation de Tau et de I’APP : systémes autophagiques

4.1.1 Les systémes de dégradation cellulaire

L'autophagie est un terme englobant un certain nombre de voies cataboliques qui régulent

I'noméostasie cellulaire via la dégradation lysosomale et le recyclage des composants
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cytoplasmiques, tels que les organites endommageés ou indésirables, les agrégats de protéines
ainsi que les agents pathogénes. Les trois principaux sous-types d'autophagie sont la
microautophagie (internalisation directe de composants cytosoliques via l'invagination de la
membrane du lysosome), l'autophagie médiée par les protéines chaperonnes ou CMA
(recrutement médié par des protéines chaperonnes via des séquences polypeptidiques de type
KFERQ vers le lysosome) et la macroautophagie, caractérisée par la formation autour des
agrégats de protéines, des organites endommageés ou des pathogenes d’une structure a double
membrane appelée autophagosome, qui va fusionner avec le lysosome (Figure 19). Les
lysosomes sont des compartiments a membrane unique remplis d'enzymes hydrolytiques acides
(par exemple, les cathepsines) qui digerent les macromolécules et les organites d'origine externe

et interne.
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Figure 19 : Les trois types d’autophagie : la macroautophagie (1), I’autophagie médiée par les
chaperonnes (CMA) (2) et la microautophagie (3), et leur contribution & la dégradation des
protéines et a I'élimination des organites dans les neurones. Dans la macroautophagie, les substrats
sont séquestrés dans une membrane appelée phagophore, qui s'allonge formant une double structure
membranaire, I'autophagosome. Les autophagosomes fusionnent ensuite avec le lysosome pour former
des autolysosomes. En revanche, la CMA implique la protéine chaperonne Hsc70 et ses co-chaperons
qui reconnaissent et déplient les protéines substrats, puis se lient a la protéine lysosomale Lamp2A et
sont transloqués & travers la membrane lysosomale pour étre dégradés. Dans la microautophagie, les
invaginations de la membrane lysosomale engloutissent directement des portions du cytoplasme.
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La macroautophagie, la principale voie de dégradation lysosomale dans les cellules, est
responsable de 1’élimination des constituants cytoplasmiques & longue durée de vie et dégrade
la plupart des organites cellulaires et des agrégats de protéines trop gros pour étre dégradés par
le protéasome (Rubinsztein, 2006; Mizushima, 2007; Xie and Klionsky, 2007). Les substrats
de la macroautophagie sont reconnus par les récepteurs sélectifs de Il'autophagie comme
p62/SQSTM1 (séquestosome-1), qui se lie aux protéines ATG ancrées a la membrane interne
de l'autophagosome, via une interaction avec LC3 (Knaevelsrud and Simonsen, 2010; Johansen
and Lamark, 2020). La formation d'autophagosomes est induite par I'inhibition de mTOR (cible
mammifere de la rapamycine) (Schmelzle and Hall, 2000) ou de la protéine kinase activee par
I'AMP (AMPK) (Samari and Seglen, 1998). Les autophagosomes et leur contenu sont éliminés
lors de la fusion avec les lysosomes contenant des cathepsines, d'autres hydrolases acides et une
ATPase vacuolaire (v-ATPase) (Yamamoto et al., 1998), une pompe a protons qui acidifie
l'autolysosome nouvellement créé. Les autophagosomes fusionnent avec les lysosomes mais
également avec les endosomes tardifs pour former respectivement des autolysosomes et des
amphisomes. Les protéines de transport, telles que les dynéines, sont impliquées dans le
mouvement des autophagosomes le long des microtubules vers les lysosomes ou les endosomes
tardifs.

L'autophagie médiée par les chaperonnes (CMA) est une voie de dégradation sélective des
protéines par les lysosomes (Kaushik and Cuervo, 2018). Le ciblage lysosomal est déclenché
lorsque la protéine chaperonne cytosolique de choc thermique de 70 kDa (Hsc70) reconnait un
pentapeptide (le motif de type KFERQ) dans la séquence d’une protéine. Une fois au niveau du
lysosome, le complexe protéine/chaperonne se lie a la queue cytosolique de la protéine
membranaire associée au lysosome de type 2A (Lamp2A), ce qui déclenche la multimérisation
de Lamp2A en un complexe de translocation pour internaliser la protéine taggée dans les
lysosomes. Lamp2A est la seule isoforme des trois variantes protéiques épissées du gene Lamp2
qui participe a la CMA (Gough et al., 1995; Cuervo and Dice, 2000). Les lysosomes dégradent
les cargos (de grosses protéines, de durée de vie longue ou des organelles endommagées) qui

leur sont délivrés par la voie d’autophagie ou la voie d’endocytose.

La majorité des proteines cytosoliques chez les eucaryotes sont dégradées via I'UPS (systeme
Ubiquitine/Protéasome). Le systeme UPS ou le protéasome (26S) prend en charge la
dégradation des protéines de durée de vie courte, qui sont ensuite recyclées en acides aminés.
Dans ce processus, les protéines ciblées pour la dégradation sont marquées par des multiméres

d'une protéine de 76 acides aminés trés conservée au cours de I'évolution appelée Ubiquitine,
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puis sont dégradées par le Protéasome 26S, une protéase cytosolique géante, retrouvee dans
toutes les cellules (Nam et al., 2017). L’Ubiquitine est liée de maniére covalente a la protéine
cible par une liaison isopeptidique entre la glycine carboxy-terminale de I'Ubiquitine et,
habituellement, le groupe -amino de la lysine dans la protéine cible. L'UPS est impliquée a de
nombreux niveaux dans 1’homéostasie cellulaire, notamment dans la régulation du cycle
cellulaire, la réponse inflammatoire et immunitaire, la survie cellulaire ou la dégradation
associée au réticulum endoplasmique (Nandi et al., 2006). 1l a été montré que p62 opere
également au sein de I’UPS, faisant passer les cargos protéiques polyubiquitinylés vers la
dégradation protéasomale ou vers la formation d'inclusions intracellulaires stables. p62 sert a
moduler les signaux de cytokines médiés par I'Ubiquitine tels que NF-kB, TNF-a et la Caspase-
8, avec des implications sur la régulation de la survie cellulaire et de I'apoptose (Trejo-Lopez
et al., 2020).

Toutes les cellules s'appuient sur leurs systemes de vigilence intracellulaire évolutivement
conservés pour maintenir I'noméostasie protéique. Cette adaptation aux stress extrinseques
(environnementaux) et intrinseques (métaboliques) est particulierement importante dans les
neurones qui, en raison de leur statut hautement différencié, sont tres sensibles aux agressions
protéotoxiques (Nixon, 2013). 1l a été établi que la présence d'agrégats de protéines est une
caractéristique commune dans le cerveau des patients atteints de maladies neurodégénératives
(Bourdenx et al., 2017). Fait intéressant, la plupart des cerveaux agés présentent également une
agrégation de proteéines, méme en l'absence de maladie (Nixon, 2013). L’altération de
I’autophagie, I'une des composantes de 1’homéostasie protéique, est associée au vieillissement
et aux maladies neurodégénératives, dont la MA (Menzies et al., 2017; Barbosa et al., 2018;
Scrivo et al., 2018). Au fil du temps, I'échec progressif des mécanismes de réparation cellulaire
conduit a une détérioration des fonctions neuronales en raison de I'accumulation de dommages
moléculaires et cellulaires. Il a également été constaté que la capacité de la cellule a dégrader
correctement les protéines diminuait avec I'dge, ce qui peut contribuer au processus de
vieillissement et entrainer des maladies liées a I'age dans le SNC (Corti et al., 2020). La
macroautophagie notamment a été démontrée comme étant nécessaire au maintien de
I’homéostasie protéique neuronale et a la protection contre la neurodégénérescence (Hara et al.,
2006; Komatsu et al., 2006). Le dysfonctionnement progressif des lysosomes dans la MA est
multifactoriel, impliquant une surcharge protéique due a une accélération de I’autophagie, des
genes liés a la MA (par exemple, PICALM, GRN et BIN1), des dommages oxydatifs liés au

vieillissement et a la maladie qui crée des protéines plus résistantes a la degradation, et la
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géneration de radicaux libres a partir de la peroxydation du cholestérol et d'autres lipides
(Gamba et al., 2015; Giudetti et al., 2016). Les anomalies du systeme autophagique sont
marquées notamment par des endosomes agrandis, une accumulation progressive de lysosomes
et de vacuoles autophagiques et un défaut d’intégrité de la membrane lysosomale qui sont des
caractéristiques neuropathologiques précoces bien connues de la MA (Nixon et al., 2005;
Nixon, 2013; Piras et al., 2016; Menzies et al., 2017). Des défauts dans le transport rétrograde
des autophagosomes de I'axone au soma et le transport antérograde des lysosomes dégradants
leur contenu vers les axones distaux ont également été démontrés (Farfel-Becker et al., 2019).
Les lysosomes dysfonctionnels peuvent laisser échapper des cathepsines dans le cytoplasme,
ce qui active finalement des programmes de mort cellulaire qui sont médiés par la libération de
caspases, de calpaines et d’hydrolases lysosomales. La compromission des lysosomes peut
perturber les fonctions neuronales de maniére imperceptible ou pathologique et peut expliquer
le large éventail de caracteéristiques phénotypiques dans une maladie neurodégénérative donnée
(Kroemer and Jéaéatteld, 2005; Nixon, 2017).

Il a été suggére que les oligomeres ou agrégats de protéines mal repliées étaient particuliérement
toxiques pour les neurones, et altéraient le repliement correct des proteines physiologiques en
séquestrant les chaperonnes et d'autres facteurs, conduisant a une altération de I'homéostasie
des protéines et des systéemes de dégradation (Takalo et al., 2013). Une activation compensatoire
des lysosomes suite a cette accumulation de protéines se mets alors en place (Bendiske and
Bahr, 2003), mais I'accumulation anormale de protéines va finir par submerger ces systémes et,
par conséquent, davantage de protéines vont s’amasser dans la cellule dans un cercle vicieux,
mettant en péril a terme la survie de la cellule. De plus, les protéines agrégées ne peuvent
généralement pas étre dégradées par I'UPS, déplacant le fardeau de leur clairance vers les
systéemes autophagiques, les formes oligoméres des protéines mal repliées ne pouvant pas
traverser I'entrée étroite du protéasome (Bence et al., 2001; Frake et al., 2015). Si une protéine
mal repliée ne peut étre dégradée ni par le protéasome ni par les systémes autophagiques, elle
va étre séquestrée vers un site cellulaire spécifique et générer par un mécanisme cytoprotecteur

une inclusion intracellulaire, nommée aggresome (Kopito, 2000).

4.1.2 Les voies de dégradation de la protéine Tau

Il a été démontré que de nombreuses protéases contribuaient a la dégradation de la protéine

Tau, notamment la calpaine (Xie and Johnson, 1998; Liu et al., 2010), les aminopeptidases
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(Sengupta et al., 2006), la thrombine (Olesen, 1994), la sérine protéase HTRAL (Tennstaedt et
al., 2012), et les caspases (Fasulo et al., 2002). Cependant, ces enzymes ne semblent pas étre
principalement responsables de la clairance de Tau. Au lieu de cela, elles sont capables de
génerer des espéces de Tau modifiées qui peuvent contribuer a une clairance améliorée de Tau
ou au développement d'une tauopathie, voire aux deux. Certains de ces fragments, tels que ceux
générés par la Thrombine, la Calpaine et la Caspase, sont potentiellement toxiques pour la
cellule s'ils s'accumulent en raison de mécanismes de clairance inefficaces (Chesser et al.,
2013). La majeure partie de la clairance des formes physiologiques et pathologiques de Tau est
plutdt médiee par les systémes de dégradation protéasomale et autophagique. La Tau
neurotoxique soluble est éliminée par I’UPS (Lee et al., 2013), CMA (Wang et al., 2009a) et la
microautophagie (Caballero et al., 2018), tandis que la Tau insoluble intracellulaire est dégradée

par la macroautophagie (Kriiger et al., 2012).

Le protéasome est connu pour jouer un réle important dans la dégradation de la protéine Tau
(David et al., 2002; Lee et al., 2013). En effet, la Tau agrégée présente dans les NFT est
fortement ubiquitinylée (Mori et al., 1987; Perry et al., 1987). Cela suggére que les protéines
Tau anormales ont été détectées et marquéees pour dégradation, mais en raison d'une clairance
inefficace ou altérée, elles restent dans les cellules et se déposent en inclusions (Ross and
Poirier, 2004). 1l a également été démontré que la Tau phosphorylée inhibe la fonction du
protéasome (Keck et al., 2003; Myeku et al., 2016), et que cette inhibition du protéasome
entraine la formation accélérée d'inclusions de Tau (Goldbaum et al., 2003; Tan et al., 2008;
Drummond et al., 2020).

La CMA contribue également a la dégradation de Tau (Cuervo, 2004; Caballero et al., 2018).
Les variantes pathogénes de Tau portant des mutations ou modifications post-traductionnelles
aberrantes sont aussi prises en charge par la CMA mais elles finissent par bloguer la voie
lysosomale (Cuervo, 2004; Wolfe et al., 2013; Caballero et al., 2018). Une différence notable
est que l'activation compensatoire de la macroautophagie observée dans d'autres cellules lors
du blocage de la CMA ne se produit pas dans les neurones. Alors que la macroautophagie peut
directement séquestrer et degrader les inclusions protéiques (Hara et al., 2006; Komatsu et al.,
2006), seules les protéines solubles peuvent étre dégradées par le CMA (Salvador et al., 2000;
Bourdenx et al., 2021). Tau est également dégradée par une forme sélective de microautophagie
nommeée microautophagie endosomale (e-MI), qui reconnait les cargos abritant des motifs
KFERQ a l'aide de la protéine Hsc70 et les délivre dans les endosomes tardifs (Sahu et al.,
2011). L'e-MI régule le renouvellement des protéines synaptiques anciennes et endommagées
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et la libération des neurotransmetteurs (Uytterhoeven et al., 2015). De maniére intéressante,
Tau possede deux motifs KFERQ, et I'induction de la microautophagie réduit les niveaux de
Tau et la séquestration des vésicules synaptiques a la terminaison pré-synaptique dans les

neurones de drosophile.

A T’appui de ces ¢études, le traitement de tranches d'hippocampe avec de la chloroquine, qui
augmente le pH des lysosomes et altere leur fonction, a été associé a une diminution
significative de la dégradation de Tau et a provoqué son accumulation (Hamano et al., 2008).
A D'inverse, l'activation de I'autophagie avec du tréhalose ou du bleu de méthyléne dans des
modeles de rongeurs a permis de diminuer les niveaux de Tau totale et hyperphosphorylée
(Congdon et al., 2012; Kruger et al., 2012).

Par ailleurs, plusieurs protéines sont connues pour moduler la dégradation de la protéine Tau
via les systémes autophagiques, tels que BAG3 et la synaptopodine, qui mettent en place un
mécanisme de régulation de l'autophagie post-synaptique pour faciliter I'élimination des
especes de MAPT phosphorylées (Ji et al., 2019). Les deux protéines cooperent
fonctionnellement pour moduler le flux d'autophagie et faciliter I'élimination de la Tau
phosphorylée au niveau des épines dendritiques. Le Retromer, constitué des composants
VPS35, VPS26 and VPS29, qui orchestre le tri des endosomes au Golgi et a la membrane
plasmique de nombreux récepteurs transmembranaires, régule la dégradation et 1’aggrégation
de Tau via les lysosomes (Carosi et al., 2020). Paralléelement, la protéine Tau peut réguler sa
propre dégradation : la dissociation de la protéine Tau hyperphosphorylée des microtubules et
son désassemblage peuvent interférer avec le transport rétrograde des autophagosomes vers les
lysosomes et conduire finalement a I'accumulation d'autophagosomes dans les axones (Jiang
and Bhaskar, 2020). Tau peut ainsi altérer la CMA et causer un dysfonctionnement lysosomal,

ce qui va conduire a I'oligomérisation de Tau et a son aggrégation (Wang et al., 2009a).

4.1.3 Les voies de dégradation de la protéine APP

Alternativement a leur clivage par la y-secrétase, les protéases lysosomales et/ou le protéasome
sont impliqués dans la dégradation des fragments issus de I’APP. Dans des conditions
physiologiques, la protéine APP est majoritairement adressée aux lysosomes pour y étre
dégradée. En effet, il a été montré que les voies d'endocytose et d'autophagie, les principales

voies du traitement de I'APP sont toutes deux régulées a la hausse dans la MA (Nixon, 2017).
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En accord avec ces données, la restauration de la fonction lysosomale et du taux de
renouvellement des protéines autophagiques dans un modéle de souris transgéniques de dépot
amyloide permet d’améliorer le phénotype et de réduire la charge amyloide (Yang et al., 2011).
L'administration de rapamycine afin de stimuler I'autophagie réduit considérablement le dépot
amyloide dans les modeles de souris surexprimant I’APP (Spilman et al., 2010; Tian et al.,
2011), montrant que la voie endosome/lysosome est importante dans le traitement de I'APP. Il
a également été demontré que les fragments APP-CTFs, AP et AICD sont dégradés par la voie
lysosomale puisque I’inhibition des protéases lysosomales par des agents alcalinisants tels que
la chloroquine ou le chlorure d’ammonium, entraine une accumulation de ces fragments
(Vingtdeux et al., 2007a, 2007b; Gonzélez et al., 2017). De plus, la dérégulation de la voie
endosome/lysosome et celle de 1’autophagie est rapportée comme un mécanisme clé de la
production des peptides AP dans la MA (Vingtdeux et al., 2007b; Ghavami et al., 2014; Peric
and Annaert, 2015). L’accumulation intralysosomale d’Ap et de CTFP serait méme un
déclencheur de la mort neuronale dans la MA (Lauritzen et al., 2012, 2016; Choi et al., 2013;
Fraldi et al., 2016). L’APP contient un motif KFERQ & son extrémité C-terminale, ce qui la
rend susceptible d’étre dégradée par la CMA. La suppression de ce motif KFERQ augmente les
fragments C-terminaux (CTF), suggérant que ce motif est important pour le traitement normal
et la dégradation de I'APP pour empécher I'accumulation d'APP-CTF (Park et al., 2016).

Le peptide AP quant a lui peut étre dégradé grace a plusieurs protéases, notamment 1a protéine
1 liée au récepteur des lipoprotéines de basse densité, qui transporte également I'Ap a travers la
BHE (Barriere hémato-encéphalique) et dans le sang (Sagare et al., 2007). Ont été caractérisées
également I’Enzyme de dégradation de I’insuline (IDE), I’Enzyme de conversion de
I’angiotensine (ACE), les Enzymes de conversion de I’endothéline 1 et 2 (ECE-1 et ECE-2), la
Plasmine, les Cathepsines et la Neprilysine (NEP) principalement (De Strooper, 2010; Saido
and Leissring, 2012; Baranello et al., 2015). On peut également citer les MMPs comme des
protéases capables de dégrader le peptide AB (Rivera, 2019). C’est cependant la NEP qui
apparait étre 1’enzyme la plus efficace pour dégrader I’AP (Vekrellis et al., 2000; Shirotani et
al., 2001).

Il a été montré que I’inhibition du protéasome n’altére pas les niveaux d’expression de 1I’APP
totale (Kienlen-Campard et al., 2006; Agholme et al., 2012). On peut donc en déduire que le
protéasome ne joue pas un réle prépondérant dans la dégradation de la protéine APP. Le
protéasome semble plutdt avoir des effets indirects sur la dégradation de I’ APP en modulant la

dégradation des protéases impliquées dans son métabolisme telles que BACEL, ou les sous-
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unités de la y-secrétase APH-1, PS1 et Nicastrine (Marambaud et al., 1998; He et al., 2006,
2007; Wang et al., 2012). Le protéasome pourrait cependant intervenir dans le clivage des
APP-CTEFp lorsque ceux-ci atteignent des niveaux non physiologiques : les APP-CTF produits
a partir de I’APP totale endogéne ou surexprimée sont principalement traités par la y-secrétase
et la voie endolysosomale, tandis qu'a l'opposé, le fragment CTFB surexprimé est
principalement dégradé par le protéasome et dans une moindre mesure par la y-secrétase
(Evrard et al., 2018).

Le protéasome et la voie autophagie-lysosomes sont ainsi décrits pour intervenir dans la
dégradation de la protéine Tau (Chesser et al., 2013; Ciechanover and Kwon, 2015; Correia et
al., 2015) mais aussi de I’ APP et de ses métabolites. Ainsi un déréglement de ces deux voies de
dégradation protéique altérerait a la fois le métabolisme de Tau et celui de I’APP. De méme,
les peptides AB et Tau peuvent contribuer a 1’altération de ces systémes (Cecarini et al., 2012;
Abisambra et al., 2013). Ainsi, en interférant avec les processus de dégradation, les peptides
AP et Tau pourraient contribuer a la pathologie I’'un de I’autre et agir en synergie a la
dérégulation de I’homéostasie cellulaire (Tseng et al., 2008; Piedrahita et al., 2015; Farizatto et
al., 2017).

Il.  Lasynergie entre la protéine Tau et le peptide amyloide

4.2.1 Potentialisation mutuelle des lésions

Les observations de I’évolution spatio-temporelle de la pathologie Tau et amyloide
suggéreraient une synergie entre ces deux processus lésionnels. Dés 2002, Delacourte et ses
collaborateurs ont mis en évidence que malgré le fait qu’il n’existe pas de chevauchement
spatial entre ’agrégation d’Ap et la pathologie Tau, la corrélation entre les deux pathologies
est trés forte si I'on compare les stades de la pathologie Tau versus la quantité moyenne
d'agrégats AB1-42 dans les aires néocorticales (Delacourte et al., 2002). Les deux pathologies
semblent donc se trouver a différents endroits du cerveau mais pouvoir se potentialiser. La
présence d’espéces AP pathologiques alimenterait le développement et la propagation trans-
neuronale de type prion de la pathologie Tau (Price and Morris, 1999; Thal et al., 2002) : les
oligomeéres et fibrilles d’ AP accélerent la propagation de Tau et la formation de DNF dans le
cerveau des patients Alzheimer en créant des conditions facilitant son agrégation (Gotz, 2001,
Vasconcelos et al., 2016; Bennett et al., 2017; Vergara et al., 2019; Vogel et al., 2020). En effet,
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aux premiers stades de la maladie, les oligomeres d’AB provoguent une accumulation de Tau
endogéne dans les axones dystrophiques entourant les plaques pour créer un environnement
specifique qui facilite le recrutement rapide de cette Tau "potentialisée” en fibrilles. Les
oligomeéres d’AP pourraient également favoriser la propagation de Tau grace a la formation de
canaux ou de pores AB dans la membrane cellulaire au travers desquels les protéines Tau
recrutées entreraient (Sengupta et al., 2006; Kayed and Lasagna-Reeves, 2013; Di Scala et al.,
2016). L'observation selon laquelle les especes d’AB pathologiques solubles peuvent alimenter
la pathologie Tau en I'absence de plaques amyloides expliquerait 1’écart observé entre la
localisation neuroanatomique des plaques et le développement et la propagation des Iésions Tau
dans la MA (Bolmont et al., 2007). Ces études fournissent ainsi une explication potentielle a la
propagation de la pathologie Tau induite par Ap au-dela des régions avec une pathologie Tau

préexistante (cortex entorhinal et locus coeruleus).

Les dépbts d’AB sont nécessaires mais pas suffisants pour initier la cascade de transmission
pathologique de Tau, car des protéines Tau mal repliées avec une certaine conformation sont
aussi nécessaires pour déclencher ce processus (Musiek and Holtzman, 2015; He et al., 2018).
Par conséquent, AP agirait en amont de Tau dans la pathogenése de la MA et déclencherait la
conversion de Tau d'un état anormal a un état toxique (Pooler et al., 2015), mais il existe
également des preuves montrant que réciproquement, la Tau toxique augmente la toxicité d'Ap
via une boucle de rétroaction. En effet, I'accumulation de protéine Tau impacte la pathologie
amyloide, en exacerbant la dystrophie axonale liée a la présence de plaques amyloide et en
augmentant le dépot d’Ap. Il a été montré que les neurones déficients en Tau sont résistants a
la neurotoxicité de 1'AB in vitro, et que la réduction de la Tau endogéne dans les modéles murins
de MA protege de la synaptotoxicité induite par I'AP, des déficits mnésiques et diminue le
traitement amyloidogéne de I'APP (Roberson et al., 2007; Leroy et al., 2012; Bright et al.,
2015).

Au niveau génétique, il a récemment été démontré que I’ A en coopération avec Tau provoque
une régulation négative de la transcription de certains génes impliqués dans le bon
fonctionnement synaptique (Pickett et al., 2019). En paralléle, ApoE4 exacerbe la pathologie
amyloide d'une maniéere dépendante de I'expression de LRP1, et il a été constaté que cette
mutation aggrave la pathologie Tau (Rauch, 2020). Egalement, les mutations d’APP
augmentent la Tau totale et phosphorylée, alors que les mutations sur PSEN1 n’ont pas cet effet
(Moore et al., 2015). L'inhibition de la y-secrétase augmente les niveaux de protéine Tau

intracellulaire, tandis que l'inhibition de la B-secrétase réduit la Tau intracellulaire. Ces données
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démontrent que le métabolisme de I'APP regule la protéine Tau et suggérent que la relation

entre le traitement de 'APP et Tau n'est pas médiée uniquement par I’ Af extracellulaire.

4.2.2 Protéine Fyn et excitotoxicité synaptique

Depuis ces vingt derniéres années, un ensemble de preuves semble indiquer que les formes
solubles d'Ap et de Tau agissent ensemble, indépendamment de leur accumulation en plaques
et enchevétrements, pour conduire des neurones d’un état sain a un état pathologique et que les
propriétés toxiques caractéristiques de I'AB nécessitent la protéine Tau. Il semblerait que la
protéine Tau favorise I’excitoxicité des peptides Ap par sa fonction au niveau des synapses. La
connexion de Ap avec Tau implique probablement une voie de transduction du signal avec un
récepteur pour AP, plusieurs molécules adaptatrices associées a ce récepteur et finalement
I’activation d’une kinase phosphorylante de Tau. Les conclusions de plusieurs études montrent
que cette kinase qui relie fonctionnellement AB a Tau pourrait étre Fyn. Fyn est un membre de
la famille des protéines tyrosine kinases Src (Thomas and Brugge, 1997), et est
préférentiellement présente dans les microdomaines membranaires plasmiques enrichis en
sphingolipides et en cholestérol traditionnellement appelés radeaux lipidiques (Minami et al.,
2011). Ces microdomaines spécialisés jouent un réle clé dans la signalisation et la fonction
cellulaire en compartimentant et en régulant les interactions des protéines membranaires. Les
oligomeéres d’Ap se lient tout d’abord a la protéine prion cellulaire (PrP®) & la surface des
cellules neuronales avec une affinité élevée (Gomes et al., 2019), initiant une cascade
pathologique convergeant vers Fyn (Laurén et al., 2009; Nygaard and Strittmatter, 2009; Um
et al., 2012). La protéine Fyn activée entraine une augmentation du nombre de récepteurs post-
synaptiques au glutamate (Ittner et al., 2010) et phosphoryle les récepteurs N-méthyl-D-
aspartate (NMDA) ce qui augmente leur activité (Suzuki and Okumura-Noji, 1995; Tezuka et
al., 1999; Trepanier et al., 2012), inondant les dendrites de niveaux nocifs de calcium (Ittner et
al., 2010; Roberson et al., 2011). Cette excitotoxicité due au calcium provoque une surexcitation
synaptique qui peut a terme endommager les sites postsynaptiques et provoquer la mort des
neurones (Ittner and Ittner, 2018; Busche and Hyman, 2020) (Figure 20).
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Figure 20: Schéma illustrant ’interaction indirecte de AP et Tau médiée par Fyn a la synpase et le
role central de cette kinase dans la signalisation des oligoméres AP. La liaison des oligoméres AP a
la protéine prion cellulaire (PrP<) déclenche des événements de signalisation dépendants de mGIuRS5.
Les protéines sont regroupées dans la densité post-synaptique (PSD) et modifient le fonctionnement du
récepteur NMDA et les niveaux de calcium intracellulaires. La Tau joue un role dans la localisation de
Fyn et est aussi un substrat de Fyn. La signalisation aberrante PrPC-mGIuR5-Fyn entraine un
dysfonctionnement synaptique et une perte neuronale. Adapté de Penke et al., 2020.

Tau est normalement fortement enrichie dans les axones par rapport aux dendrites mais en
réponse & Ap est largement redistribuée dans le compartiment somatodendritique (Delacourte
et al., 1990; Zempel et al., 2010). Tau intervient ainsi dans I’adressage de la kinase Fyn et
fonctionne comme une navette intracellulaire pour augmenter le ciblage de Fyn vers le
compartiment postsynaptique et stabiliser les récepteurs synaptiques nécessaires a la toxicité
des peptides AP (Ittner and Go6tz, 2011). En retour, la protéine Fyn suractivée va phosphoryler
la protéine Tau (Rajmohan and Reddy, 2017; Nygaard, 2018). La suractivation de Fyn induit
également une élévation anormale de I'APP phosphorylée sur la Tyr682, provoquant son
mauvais adressage dans les neurones, avec des conséquences importantes pour la production
d'Ap (Matrone et al., 2019). L'inhibition de I'activité de Fyn peut contrecarrer les altérations
synaptiques et le déficit mnésique dans des modéles murins de la MA (Kaufman et al., 2015),
démontrant davantage le lien essentiel entre la dérégulation de Fyn et les voies pathologiques
de la MA.

L’excitoxicité synaptique n'est pas le seul effet Tau-dépendant de A (Rapoport et al., 2002;

Nussbaum et al., 2012). 1l a également eté découvert dans des cultures primaires de neurones
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ou des tranches de cerveau que les oligoméres d’Ap provoquent un désassemblage des
microtubules de maniere Tau-dépendante (King et al., 2006; Sadleir et al., 2016), une inhibition
du transport mitochondrial le long des microtubules (Vossel et al., 2010), une potentialisation
a long terme altérée, probablement par le biais de Gsk-3f (Shipton et al., 2011) et une réentrée
dans le cycle cellulaire ectopique des neurones (Seward et al., 2013), ce qui conduit & une mort
neuronale massive dans la MA. Les oligoméres d’AB contr6lent ainsi de nombreuses
modifications post-traductionnelles de Tau (Bloom, 2014).

4.2.3 Interactions médiées par les kinases et phosphatases

Les kinases et les phosphatases sont un lien majeur dans les voies de communication entre la
pathologie amyloide et la pathologie Tau. Les données indiquent que I'amyloide peut induire
une tauopathie par l'activation de GSK-3 (Terwel et al., 2008). GSK-3 phosphoryle I'APP sur
la Thr668 et cette phosphorylation du domaine intracellulaire de I’APP (AICD) est essentielle
pour sa liaison a Fe65 (Chang et al., 2006). L'AICD exerce ensuite une toxicité via des
mécanismes dépendant de la transcription en formant un complexe avec Fe65 dans le noyau,
induisant I'expression de GSK-3, suivie d'une phosphorylation de Tau qui en retour régule
l'activité de GSK-3, contribuant a la pathogenése de la MA (Kim et al., 2003; Vossel et al.,
2015). Mais de plus en plus de preuves suggerent que la relation entre GSK-3 et AP est
bidirectionnelle. Par exemple, une activité élevée de GSK-3 peut interférer avec le traitement
normal de I'APP via la modulation de la fonction de la y-secrétase, conduisant a l'accumulation
d'’AB (Phiel et al., 2003; Hooper et al., 2008). De méme, il a été démontré que I'inhibition de
GSK-3 réduit I'expression de BACE1 et donc diminue le clivage de la B-secrétase et la
production d'Ap (Ly et al., 2013).

La kinase 5 dépendante de la cycline (CDK5) est également intimement associée au processus
de la pathogenese de la MA. CDK5 augmente le traitement amyloidogénique de I'APP pour
génerer des peptides Ap en améliorant la transcription de BACEL via la phosphorylation de
STAT3. CDKS5, en tant que kinase majeure de Tau, est impliquée dans de nombreux processus
de phosphorylation de Tau (Liu et al., 2016). L'accumulation d'Af, en augmentant les
concentrations intracellulaires neuronales de calcium, active la protéase calpaine. La calpaine
clive p35 pour geénérer le fragment p25. Ce dernier a une demi-vie plus longue et une

localisation subcellulaire différente de p35 et provoque une activation prolongée ainsi qu’une
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localisation aberrante de l'activité CDK5. Cette dérégulation de son activité permet a CDK5
d'hyperphosphoryler ses substrats, dont la protéine Tau. L'hyperphosphorylation de Tau
provoque ensuite une perturbation du cytosquelette neuronal et conduit finalement a la

formation d'enchevétrements neurofibrillaires (Lee et al., 2003).

L'inactivation de PP2A, la principale phosphatase de Tau, est également impliquée dans la
phosphorylation Thr668 de la protéine APP et dans la surproduction consécutive d'Ap (Sontag
et al., 2007). La méthylation de PP2A est diminuée dans la MA : les perturbations de la
méthylation de PP2A compromettent la distribution de Fyn dans les radeaux lipidiques, et sa
fonction dans la neuritogenése et la régulation de I'APP (Taleski et al., 2021a). CIP2A, une
oncoprotéine inhibitrice endogéne de PP2A, est quant a elle surexprimée dans le cerveau des
patients Alzheimer. L'inhibition de PP2A médiée par CIP2A entraine I'nyperphosphorylation
de la protéine Tau et de la protéine APP et augmente le clivage de 'APP et la production d'Ap.
L'augmentation de I'expression de CIP2A serait également responsable de la localisation
aberrante de Tau vers les dendrites et de la dégénérescence synaptique associée, ce qui confirme
I’importance de PP2A dans la MA (Shentu et al., 2018).

4.2.4 Implication des médiateurs de I’inflammation

Il est possible que les interactions entre Tau et APP ne soit pas entierement médiées par les
neurones, et que la microglie ou les astrocytes puissent également étre impliqués. La microglie
en particulier semble lier Tau et AP : la microglie devient réactive au contact d’ AP et est capable
de phagocyter les peptides AP grace au récepteur TLR2 ; par ailleurs il a été montré que la
microglie réactive est capable d’entrainer une pathologie Tau et est en corrélation avec la
propagation d’espéces de Tau pathologiques dans le cerveau (Maphis et al., 2015).
L'inflammasome NLRP3 s'assemble a l'intérieur de la microglie lors de son activation,
entrainant une augmentation du clivage et de l'activité de la caspase-1 ainsi que la libération
d'IL-1B. L'injection intracérébrale d'A chez la souris induit une pathologie Tau d'une maniére
dépendante de NLRP3, et la perte de la fonction de l'inflammasome NLRP3 réduit
I'nyperphosphorylation et I'agrégation de la protéine Tau en régulant ses kinases et
phosphatases. NLRP3 semble ainsi médier la pathologie Tau induite par Ap dans les cellules

microgliales (Ising et al., 2019).
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De nombreuses preuves expérimentales et cliniques indiquent a présent que AP et Tau
potentialisent leurs effets néfastes et agissent en synergie pour aggraver la pathologie
Alzheimer. La compréhension limitée du lien entre I'accumulation d'Ap et le dépdt de protéine
Tau dans la MA est un élément clé qui manque a notre connaissance du mécanisme de la
maladie et peut étre un facteur d'échec des thérapies AP existantes dans les essais cliniques. De
plus, ce modéle synergique semble indiquer une meilleure efficacité d'une approche
thérapeutique combinée ciblant a la fois les voies pathologiques Ap et Tau (Pascoal et al., 2017).

Chapitre 5 : La thérapeutigue anti-Alzheimer

I.  Stratégies thérapeutiques existantes

Il'y a actuellement 121 agents en essais cliniques déclarés pour le traitement de la MA : 29 sont
en essais cliniques de phase 3, 65 sont en essais de phase 2 et 27 en essais de phase 1 (Cummings
et al., 2020) (Figure 21). Depuis le début des années 2000, la plupart des thérapies développées
se sont basées sur I’hypothése de la cascade amyloide (Hardy and Selkoe, 2002), qui prédit
qu’en agissant sur la pathologie amyloide, un traitement devrait ralentir ou bloquer la MA. Mais
toutes les thérapies ayant ciblé uniquement la pathologie amyloide demeurent sans efficacité
avérée encore aujourd’hui, une seule thérapie ayant obtenu une mise sur le marché tres récente
et conditionnelle. La suppression des plaques uniquement (objectivée par I'imagerie) ne montre
pas d'effet sur la cognition.

Tres récemment, en juin 2021, la Food and Drug Administration (FDA) américaine a annoncé
I'approbation historique de I'aducanumab (commercialisé sous le nom Aduhelm™) développé
par Biogen pour le traitement de la MA (10 mg/kg), suite aux essais cliniques ENGAGE et
EMERGE (Sevigny et al., 2016). Il s'agit du tout premier traitement approuveé pour traiter la
pathologie sous-jacente et agir peut-étre sur une cause possible de la MA, pas seulement sur les
symptomes. Cette autorisation de mise sur le marché est conditionnelle et plusieurs effets

secondaires indésirables sont a surveiller (céphalées).
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Figure 21: Présentation des composés en essais cliniques pour le traitement de la maladie
d'Alzheimer en 2020. Le cercle extérieur montre les agents en essais cliniques de phase 1, le cercle
médian est composé d’agents en phase 2 et le cercle intérieur présente les composés en essais de phase
3. En vert, les composés modulant les causes de la MA, en violet les petites molécules agissant
également sur les causes de la maladie et en orange les composés agissant sur les symptémes en vu
d’une amélioration comportementale et neuropsychiatrique. La forme de 1’icone désigne la population
impliquée dans ’essai clinique. La couleur de 1’icone désigne les cibles potentielles définies pour la MA
du stade précoce au stade avancé du développement cliniqgue de médicaments: amyloide, tau,
apolipoprotéine E (apoE)/lipides/récepteurs de lipoprotéines, récepteurs de neurotransmetteurs,
neurogenése, inflammation, stress oxydatif, mort cellulaire, protéostasie/protéinopathies,
métabolisme/bioénergétique, systéme vasculaire,  facteurs de croissance/hormones, plasticité
synaptique/neuroprotection, épigénétique, et "autres". Les agents soulignés sont nouveaux et en essais
clinigues depuis 2019 (Cummings et al., 2020).

La majorité des médicaments sur le marché actuellement sont des inhibiteurs
d’acéylcholinesterase et empéchent la dégradation du neurotransmetteur acétylcholine. Les
anticholinestérasiques regroupent ainsi trois molécules différentes d’efficacité similaire : la
galantamine (Reminyl™), la rivastigmine (Exelon™) et le le donépézil (Aricept™), indiqués
pour des formes légéres a modérées. Il existe un second groupe, les antiglutamates qui visent a
bloquer les récepteurs du glutamate, neurotransmetteur responsable d'une excitation toxique du

systéme nerveux, et retardent ainsi la perte des fonctions cognitives. Cette classe thérapeutique,
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apparue en 2002, ne contient qu'un seul médicament : la mémantine (Ebixa™). Il est indiqué
chez les patients plus avances, des stades modérément séveres a severes, mais peut présenter
toutefois des effets secondaires indésirables au niveau digestif (nausées, perte d'appétit ou
troubles gastro-intestinaux) (dos Santos Pisoni et al., 2010; Gholivand et al., 2010). Ces
molécules sont des traitements symptomatiques, qui a présent ne sont plus remboursés en

France.

Parallélement aux thérapies ciblant les symptomes de la maladie, il existe plusieurs méthodes
afin de développer des thérapies agissant a la source de la pathologie Alzheimer, sur les lésions

Tau ou AP, directement ou indirectement.

5.1.1 Les thérapies ciblant le peptide A

Immunothérapies

En 2000, il a été montré par Janus et collaborateurs que I'immunisation par I’ Ap pouvait réduire
a lafois le dépbt d'Ap fibrillaire cérébral et le dysfonctionnement cognitif dans le modéle murin
TgCRND8 de la maladie d'Alzheimer, sans toutefois altérer les niveaux totaux d'Ap dans le
cerveau. Cela impliquait selon cette équipe qu'une réduction de 50 % des plaques Ap serait
suffisante pour affecter la cognition, ou que la vaccination pouvait moduler l'activité
particulierement toxique d'une petite sous-population d'espéces d'AB (Janus et al., 2000).
Depuis, différentes approches pharmacologiques, génétiques et immunologiques visant a
réduire la charge cérébrale en AP chez les souris modeles de la MA, ont permis de diminuer la
perte synaptique et de remédier aux déficits mnésiques (Li et al., 2013). Ces résultats ont
convaincu la communauté scientifique de la validité de I'nypothése amyloide, donnant le feu
vert a une série d'essais cliniques (Ricciarelli and Fedele, 2017). Les essais cliniques se
concentrent généralement sur un ou deux parametres objectivables pour mesurer les résultats
de I’étude, qui seront en général une augmentation des fonctions cognitives évaluées sur la base

d’un test mnésique, et/ou un ralentissement de la progression des lésions en imagerie.

Depuis, les tentatives pour diminuer la neurodégénérescence causée par les especes Ap tentent
de programmer le systeme immunitaire du patient pour se débarrasser des peptides AP en
empéchant la formation de plaques amyloides. C'est ce qu'on appelle I'immunothérapie active,
pour cela est utilise un peptide AP synthétique, ou un fragment de la protéine, pour stimuler la
production d'anticorps par les cellules du systéme immunitaire. En théorie les anticorps
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neutralisent les peptides AP et le complexe est éliminé du cerveau (Barrera Ocampo and Lopera,
2016). En 2000, AN-1792, le premier vaccin contre I’AB1-42 a été testé en phase 2 sur des
patients atteints de MA et, bien que I'essai ait d étre arrété en raison d'effets secondaires graves,
les résultats chez les répondeurs aux anticorps n'étaient pas différents de ceux des témoins
traités par placebo (Gilman et al., 2005). Plus récemment, ABvac 40, développé par Araclon
Biotech est actuellement en phase 2 des essais cliniques pour la MA. ABvac40 est un vaccin
expérimental ciblant I'extrémité C-terminale du peptide AB1-40. 135 participants randomisés
ont été enrolés dans cette étude pour recevoir un traitement ou un placebo, étude qui devrait se
terminer en février 2022 (Lacosta et al., 2018). L'immunisation active a ’avantage d’étre de
longue durée car elle induit une mémoire immunologique. Les vaccins actifs sont faciles a
administrer et la production est rentable. Cependant, la réponse immunitaire dépend du systéme
immunitaire de I'h6te et il existe une variabilité dans la réponse anticorps selon les patients
(Winblad et al., 2014).

L'immunothérapie passive utilise des anticorps monoclonaux (mAb), qui agissent a travers trois
mécanismes qui ont lieu une fois que l'anticorps a franchi la barriere hémato-encéphalique
(Lichtlen and Mohajeri, 2008; Morrone et al., 2015). Le premier est médié par I'interaction Ap-
mADb, qui diminue la formation d'agrégats toxiques. Le deuxieme implique l'activation de I'effet
de cytotoxicité dépendant du complément par le complexe AB-mAb produisant la lyse de la
cellule cible. Le troisieme mécanisme nécessite la liaison entre le domaine Fc du mAb et les
récepteurs Fc-y présents sur la microglie, conduisant & la phagocytose du complexe AB-mAb.
Il existe un quatrieme mécanisme d'action dans lequel le mAb interagitait avec Ap et créerait
un gradient de concentration qui provoquerait I'efflux d'Ap du cerveau (Barrera Ocampo and
Lopera, 2016). L'immunothérapie passive ne nécessite pas que le systeme immunitaire génére
une réponse immunitaire mais la production est colteuse et la courte demi-vie des anticorps

oblige une administration systémique chronique (i.v.)(Jadhav et al., 2019).

Le bapineuzumab a été le premier anticorps anti-Ap dirigé contre la partie N-terminale de I’ AP
(AP1-5, capable de se lier aux formes fibrillaires, oligoméres et monomeéres) a étre testé chez
I'Homme. Dans un premier essai de phase 2, les résultats d'efficacité avec cet anticorps
monoclonal humanisé ont montré qu’il n'y avait pas d'amélioration cognitive chez les patients
atteints de MA traités (Salloway et al., 2009, 2014). Malgré cet échec, un autre anticorps
monoclonal humanisé nommé solanezumab a été développé qui, contrairement au

bapineuzumab, reconnait le monomeére AP soluble et non fibrillaire. Dans un premier essai de
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phase 2, le solanezumab s'est avéré augmenter les taux plasmatiques d'Ap dans le LCR de
maniére dose-dépendante, un résultat compatible avec l'augmentation de la clairance des
plaques dans le cerveau ; mais il n'a eu aucun effet significatif sur la cognition tel qu'évalué par
ADAS-Cog (Farlow et al., 2012). Néanmoins, le solanezumab est entré dans deux essais de
phase 3 en double aveugle, randomisés et contr6lés avec placebo. Cet anticorps n'a pas atteint
le critére d'évaluation principal, les patients ne présentant pas de ralentissement significatif du
déclin cognitif. Il est actuellement toujours en phase 3. Sur la base de la connaissance du role
neuromodulateur de I'AB, un anticorps se liant et éliminant sélectivement les oligomeres et les
fibrilles AP pourrait étre plus bénéfique qu'un autre dirigé également contre les monomeres A3

(Fagiani et al., 2021).

Le gantenerumab est un anticorps humain dirigé contre les formes agrégées d'Ap, qui reconnait
a la fois I'extrémité N-terminale et le domaine médian d'Ap (Bohrmann et al., 2012; Novakovic
et al., 2013). Dans un premier essai en double aveugle, randomisé et contrélé par placebo, il a
été démontré que le gantenerumab réduisait les taux d'amyloide cérébral de maniere dose-
dépendante chez les patients atteints de MA légére a modérée (différence de 36 % par rapport
au placebo a la dose testée la plus élevée) (Ostrowitzki, 2012). Il est actuellement toujours en

phase 3 pour la MA.

Petites molécules thérapeutiques

Parallélement aux anticorps, plusieurs petites molécules inhibitrices/modulatrices de secrétases

ont été développées :

La sélégiline, un inhibiteur sélectif de la monoamine oxydase utilisé pour ralentir la progression
de la MA, s'est avérée augmenter 'activité de 1’a-secrétase via un mécanisme lié au trafic de
protéines. L'atorvastatine, utilisée pour traiter la MA aprés qu'il a été démontré que I'utilisation
chronique de statines peut étre protectrice, semble €également induire l'activation de I’a-
secrétase. Le composé Etazolate (EHT 0202), un modulateur du récepteur GABA, a atteint les
essais cliniques de phase 2 chez I'Homme aprés avoir démontré qu'il pouvait stimuler la
production des fragments SAPPa et proteger contre la toxicité induite par I'AB dans les neurones
corticaux du rat (MacLeod et al., 2015).

De grands efforts de recherche ont également été fait vers l'inhibition de BACEL. Le
développement d'inhibiteurs avec des poids moléculaires suffisamment bas pour permettre le

passage de la BHE, avec une affinité élevée pour le site actif de BACE1L et une sélectivité
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suffisante pour épargner son homologue BACE2 s'est avéré étre un vrai defi. Peu d'études ont
montré que les inhibiteurs de BACEL inversent ou atténuent les déficits de la mémoire et du
comportement dans les modeles murins transgéniques de la MA, et malgré 80 a 90 % de
réduction de I'AB dans le LCR chez I'Homme, les inhibiteurs de BACEL testés chez des patients
atteints de MA légéere a modérée ou prodromique n'ont pas démontré de ralentissement du déclin
cognitif. Parmi les inhibiteurs de la B-secrétase qui sont passés aux essais de phase 2 ou3 sur
des patients atteints de MA modérée les composes LY2886721 et RG7129 ont été arrétés en
raison d'une toxicité hépatique qui semblait étre due a des effets hors cible (Barao et al., 2016).
Se sont également terminés sans résultats concluants les essais cliniques de 1‘elenbecestat
(E2609, du lanabecestat (LY331481) et du verubecestat (MK-8931) de Merck. Les raisons de
ces résultats décevants incluent probablement I'inhibition des autres substrats physiologiques
importants de BACEL, ce qui rend son inhibition a long-terme problématique (Imbimbo and
Watling, 2019). Une inhibition limitée de BACEL semble représenter une approche plus viable
(McLeod et al, 2015).

Les inhibiteurs de la y-secrétase sont devenus I'objet d'une attention intense dans la recherche
pharmaceutique il y a de nombreuses années, car ils ont été facilement identifiés dans le criblage
de composés qui diminuait le clivage Ap (Haass et al., 1992). Le tarenflurbil a été le premier
modulateur de la y-secrétase testé chez les patients atteints de MA, mais dans une étude de
phase 3 il n'a montré aucun effet bénéfique (Wilcock et al., 2008; Green, 2009). Le
sémagacestat (L'Y-450139) est un inhibiteur de la y-secrétase qui a été testé dans deux grands
essais de phase 3 randomisés, en double aveugle, contrdlés par placebo sur des patients atteints
de MA légere a modérée. Les deux études ont été interrompues avant leur achévement, car le
traitement par sémagacestat était inefficace ou a méme aggravé le déclin cognitif, avec des
effets indésirables significatifs par rapport au placebo (Doody et al., 2013, 2015). Ces effets
indésirables sont notamment liés a I'inhibition du clivage médié par la y-secrétase de Notch,
une protéine qui joue un réle fondamental dans le développement et la différenciation cellulaire
(Zhang et al., 2014). Le begacestat (GSI-953) et I'avagacestat (BMS-708163) sont deux autres
inhibiteurs de la y-secrétase qui ont été revendiqués pour épargner Notch (Mayer et al., 2008;
Gillman et al., 2010), bien qu’il se soit avéré que ce n’était pas le cas (Crump et al., 2012).
Aucun des deux inhibiteurs n’a démontré d’effet modulateur de la maladie (Martone et al.,
2009; Coric et al., 2015).

Que ce soit pour la B-secrétase ou la y-secrétase, des problemes de toxicité avaient eté predits

et jusqu'a present, les essais cliniques ont montré un cruel manque d'effets positifs sur la
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cognition (MacLeod et al., 2015; Ricciarelli and Fedele, 2017). Le manque de connaissances
sur la maladie, le manque d'outils précis pour le diagnostic précoce, I'incertitude pour évaluer
les stades de la maladie et la rigidité du processus classique de découverte de médicaments
peuvent avoir contribué a I'échec des stratégies thérapeutiques essayées au cours des deux

derniéres décennies.

5.1.2 Les thérapies ciblant la protéine Tau

Les approches expérimentales pour réduire les niveaux globaux de Tau comprennent le
développement d’anticorps anti-Tau, des oligonucléotides antisens ciblant la protéine Tau et le
développement de petites molécules qui peuvent moduler la production ou la dégradation de
Tau.

Immunothérapies

Parmi ces approches, plusieurs immunothérapies passives ont montré des effets prometteurs sur
la prévention de I'accumulation pathologique de Tau dans les essais précliniques dans les
modeles murins. Les anticorps thérapeutiques anti-Tau neutralisent les formes monomériques
(Boutajangout et al., 2011; Yanamandra et al., 2013, 2015), agrégées (Castillo-Carranza et al.,
2014), ou avec une phosphorylation ou une conformation anomale de la protéine Tau (Chai et
al., 2011; Gu et al., 2013; Kontsekova et al., 2014; Walls et al., 2014), empéchant ainsi la
formation d’enchevétrements neurofibrillaires. Les anticorps anti-Tau peuvent avoir différents
sites de liaison sur Tau : ils reconnaissent soit I'extrémité N-terminale (Dai et al., 2015;
Agadjanyan et al., 2017), la région riche en proline, la région de liaison aux microtubules
(YYanamandra et al., 2013) ou I'extrémité C-terminale (Ittner et al., 2015). Actuellement, seule
une poignée d'anticorps Tau humanisés sont a I'étude a divers stades de développement clinique.
L'anticorps UCBO0107 (bepranemab) qui cible la région médiane de Tau est actuellement en
phase 1 (volontaires sains) (Albert et al., 2019). Janssen a également démarré un essai clinique
de phase 2 dans la MA légére avec l'anticorps JNJ-63733657. L'anticorps LY3303560
(zagotenemab, anticorps MC1 modifie) reconnaissant a la fois I'extrémité N-terminale et le
domaine de liaison aux microtubules est en essai de phase 2. Enfin, I'anticorps BIIB076 qui a
la capacité de se lier aux formes monomériques et fibrillaires de Tau est testé dans un essai

clinique de phase 1 pour la MA (Congdon and Sigurdsson, 2018).
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Comme leurs homologues d'immunothérapie passive, les vaccins actifs ciblant la région
médiane, le domaine de liaison aux microtubules et I'extrémité C-terminale ont été largement
caractérisés dans des études précliniques. La plupart de ces études ont démontré une réduction
de la pathologie Tau ainsi qu'une amélioration des capacités cognitives chez les animaux (Asuni
et al.,, 2007; Theunis et al., 2013; Rajamohamedsait et al., 2017). En comparaison avec
I'immunothérapie Tau passive, il n'y a que deux vaccins Tau actifs qui ont été testés chez
I’Homme, tout deux en phase 2 d’essai clinique actuellement: 1’AADvacl de Axon
Neuroscience SE et le vaccin ACI-35 de Janssen (Theunis et al., 2013, 201; Kontsekova et al.,
2014; Novak et al., 2018).

En plus des immunothérapies classiques, une immunothérapie d’un nouveau genre a vu le jour
il y a quelques années : des anticorps a domaine variable unique sur une chaine lourde (VHH),
ou ‘nanobodies’, issus des camélidés. Les ‘nanobodies’ sont intéressants car ils sont plus petits
que les IgG basiques et morphologiquement flexibles (Bannas et al., 2017). Ces deux propriétés
leur permettent de pénétrer dans la cellule ou ils peuvent cibler spécifiguement Tau méme s'il
se trouve dans des structures cellulaires complexes. Récemment, un VHH dirigé contre un
épitope dans le domaine C-terminal de la protéine Tau et appelé F8-2 a montré une forte

capacité d’élimination de Tau (Dupré et al., 2019).

Autres stratégies thérapeutigues novatrices

Une approche pour réduire les niveaux de protéine Tau implique la génération de chimeéres
ciblant la protéolyse (PROTAC). Ce sont des molécules accélératrices de dégradation qui
relient un domaine de reconnaissance cible a une ubiquitine ligase qui va aider a transporter la
molécule cible vers les voies de dégradation protéique, en particulier le protéasome. De tels
composés sont prometteurs pour la dégradation ciblée de Tau et sont en cours d'évaluation

préclinique (Silva et al., 2019; Burslem and Crews, 2020).

Une autre stratégie pour réduire les niveaux globaux de Tau chez I'Homme est I'injection par
ponction lombaire d'oligonucléotides antisens (ASO) capables de se lier spécifiquement a
I’ARNm de MAPT, de favoriser sa dégradation et ainsi atténuer la production de protéine Tau.
Cette approche diminue efficacement les niveaux globaux de Tau et la neurodégénerescence
dans le cerveau des rongeurs (DeVos et al., 2013, 2017). Une approche basée sur I'ASO est déja
entrée dans la phase 1 des essais cliniques (Mignon et al., 2018). Cependant, étant donné que
les ASO sont de grosses molécules chargées négativement qui sont sujettes a la dégradation,

les ASO traversant la BHE et le maintien de niveaux efficaces dans les tissus cérébraux
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nécessitent des ponctions lombaires répétées, qui ne sont pas optimales pour le traitement
prolongé des maladies chroniques du cerveau chez les personnes &gées. Ainsi, le
développement de petites molécules médicaments efficaces pour réduire la pathologie Tau et

pouvant étre administrés par voie orale est un objectif important (Jadhav et al., 2019).

La protéine Tau hyperphosphorylée est sensible a l'agrégation et perd ses propriétés de
stabilisation des microtubules du cytosquelette, entrainant des dommages neuronaux et la mort
cellulaire. Les petites molécules capables de prévenir l'agrégation peuvent représenter une
stratégie prometteuse pour un traitement efficace de la MA (Wischik et al., 2014; Jouanne et
al., 2017). Les deux approches principales se concentrent sur la phosphorylation de Tau et la
prévention de son oligomérisation (Figure 22). La premiére implique des inhibiteurs des kinases
qui phosphorylent Tau ou des activateurs de phosphatase qui déphosphorylent la protéine et la
deuxiéme recherche des inhibiteurs directs du processus d'agrégation de Tau (Ahmed et al.,
2015; Li and Gotz, 2017). Dans les inhibiteurs de phosphorylation, les inhibiteurs de la kinase
GSK-3 sont les plus étudiés. lls agissent principalement en entrant en compétition avec le site
de liaison ATP de la kinase. Le tidéglusib est une petite molécule de la classe des
thiadiazolidinones possédant une action inhibitrice de GSK-3, mais elle fut arrétée en phase 2
(Lovestone et al., 2015). Le sel de lithium est également un inhibiteur sélectif connu de la
GSK-3, et son mécanisme d'action biologique n'est toujours pas entiérement connu (Macdonald
et al., 2008). La premiére molécule visant a inhiber 1’aggrégation de Tau est une forme purifiée
du bleu de méthylene nommée Rember, qui a échoué en essai clinique en raison d'effets
secondaires (O’Leary et al., 2010). Une seconde formulation du bleu de méthyléne, TRx0237
(LMTX™)_ est actuellement en phase 3 pour la MA et la démence frontotemporale. Une autre
source potentielle d'agents anti-agrégation est fournie par lI'approche du ligand multi-cibles, un
exemple étant 1’AZP2006 (ezeprogind), dont nous reparlerons plus en détails dans le chapitre

suivant.
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Figure 22 : Les différentes approches thérapeutiques ciblant la protéine Tau. Les approches futures
ciblant la protéine Tau de sa transcription a sa libération dans I’espace extracellulaire devront prendre
en considération les éventuels effets secondaires et hors-cible sur la physiologie de la cellule. Adapté
d’aprés Chang et al., 2021.

Une hypothese tres exploitée depuis quelques années est 1’idée de développer ou de
repositionner des molécules duales ou multi-action du fait de la nature multi-Iésionnelle de la
MA. Parmi celles-ci, I’azeliragon de Pfizer, un antagoniste du récepteur RAGE agissant sur la
pathologie amyloide ainsi que sur I’inflammation, a atteint les essais cliniques de phase 3 avant
d’étre arrété faute d’efficacité (NCT03980730). De méme, une petite molécule inhibitrice de
tyrosine kinase Abl, le nilotinib, a été repositionnée de la leucémie sur la MA pour son activité
d’activation de 1’autophagie. Dans des modeles pré-cliniques, il a été rapporté que le nilotinib

améliore la clairance de Tau et la fonction astrocytaire chez les souris Tau P301L et favorise la
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clairance amyloide chez les souris TQAPP (Lonskaya et al., 2013; Hebron et al., 2018) : il
s’agirait donc une molécule agissant indirectement sur les deux Iésions. Récemment, le nilotinib
a terminé son essai clinique de phase 2, avec des résultats encourageants montrants une
molécule bien tolérée qui a permis de réduire la charge amyloide dans le lobe frontal par rapport
au groupe placebo. Les taux d’AB1-40 dans le LCR ont été réduit a 6 mois et les taux d’Ap1-
42 ont été réduit & 12 mois. La perte de volume hippocampique a été atténuée (-27 %) a 12 mois
et le phospho-Tau 181 a été réduit a 6 mois et 12 mois dans le groupe traité au nilotinib (Turner
et al., 2020).

Il est maintenant généralement admis qu'un grand nombre d'essais cliniques de traitement de la
MA pourraient avoir échoué car ces essais auraient commencé trop tard, les patients étaient trop
avancés dans le processus de la maladie pour voir les effets d'une potentielle thérapie (Sperling
et al., 2011; Drachman, 2014). Au vu de I’absence d’effets positifs, la fenétre thérapeutique est
maintenant ciblée sur des patients a un stade moins avancé. Une autre explication de I’échec de
nombre de ces thérapies est qu’elles aient ciblé en grande majorité soit la protéine Tau soit le
peptide AB. Agir plutdt sur ces deux 1ésions a la fois ou a I’intersection de ces mécanismes
physiopathologiques permettrait un traitement curatif ou, tout au moins, un ralentissement de
la progression de la maladie (Karran et al., 2011; Reitz, 2012). De nombreux groupes de

recherches se sont maintenant lancés sur cette voie.

II.  Preuve de concept : les molécules MSBD (1% génération)

En 2002, I’équipe du Dr. Delacourte met en évidence que les deux lésions qui sous-tendent la
pathologie dans la MA, la protéine Tau et le peptide A, pourraient agir en synergie (Delacourte
et al., 2002). L équipe avait observé une diminution des APP-CTF en lien avec la progression
de la pathologie Tau (Sergeant et al., 2002). L hypothése de départ était donc qu’il faudrait
augmenter les CTFs et diminuer les fragments AP pour agir sur la pathologie Tau puisque
qu’une synergie existerait entre les deux lésions. Les travaux de 1’équipe du Dr. Greengard du
début des années 90 suggerent a I’époque que la chloroquine (CQ) aurait la propriété recherchée
(Caporaso et al., 1992). A partir de ce constat, la collaboration avec 1’équipe de chimie
thérapeutique du Pr. Patricia Melnyk a permis de passer au crible une chimiotheque (développée
pour pallier a la résistance de Plasmodium falciparum a la chloroquine) composée de plus de

200 derives de la CQ, afin d'identifier des composés montrant un effet intéressant sur le
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métabolisme de I'APP et une toxicité limitée (Bonnet et al., 2000; Ryckebusch et al., 2003b,
2003a). La chloroquine est une dibase faible qui peut exister sous forme libre ou protonée. La
CQ libre peut diffuser librement a travers les membranes des organites intracellulaires
jusqu’aux lysosomes et autres compartiments acides. Une fois protonée, la CQ se retrouve
piégée dans ces compartiments ou elle s’accumule, ne pouvant en sortir. Ainsi, la CQ et ses
dérivés sont considérés comme des agents lysosomotropiques ou alcalinisants. En s’accumulant
de facon irréversible dans ces organelles acides, ils induisent une augmentation du pH due a la
capture des ions H* (Al-Bari, 2015). Cette interférence avec I’activité lysosomale conduit a son
tour une altération de la protéolyse, notamment celle de I’APP (Caporaso et al., 1992; Wolozin
et al., 1992; Schrader-Fischer and Paganetti, 1996; Tam et al., 2014). La CQ a été développée
au cours de la seconde guerre mondiale pour traiter le paludisme, également appelé malaria,
une maladie infectieuse due a un parasite du genre Plasmodium, propagée par la pigQre de
certaines especes de moustiques anophéles. La CQ inhibe la polymérisation de 1’héme,présent
dans la vacuole digestive du parasite au sein des érythrocytes, induisant une toxicité mortelle
pour celui-ci (Slater, 1993). Suite a une série de stratégies de repositionnement, la CQ et ses
composeés dérivés ont déja été évalues pour différentes applications thérapeutiques telles que la
maladie a prions (Korth et al., 2001; Klingenstein et al., 2006), le virus de I'hépatite C
(Blanchard et al., 2006; Ashfaq et al., 2011) et méme le cancer (Vazquez-Martin et al., 2011,
Mahoney et al., 2013; Hounjet et al., 2019). Cependant la CQ posséde trop d’effets secondaires
indésirables a long terme et n’est donc pas utilisable telle quelle pour le traitement de maladies
chroniques ou dégénératives : la CQ entraine une accumulation des formes pathologiques de

Tau dans le cerveau ou le muscle (Murakami et al., 1998; Takeuchi and Takeuchi, 2001).

L’objectif était d'identifier un composé non toxique capable de rediriger le métabolisme de
I'APP vers la voie non amyloidogénique, pouvant ainsi diminuer le niveau des peptides AP
longs toxiques et augmenter le niveau d'AICD et de SAPPa avec une plus grande efficacité que
la CQ ou dautres composés lysosomotropiques. La protéolyse de I’APP ayant lieu
majoritairement dans les lysosomes, la capacité des composés a s'accumuler dans les vésicules
acides telles que les lysosomes a été augmentée en ajoutant une chaine latérale
bis(aminoalkyl)pipérazine. Ensuite, des composés dans lesquels la sous-structure quinoléine a
été remplacée par divers hétérocycles ou aromatiques ont été etudiés, avec une chaine amino
aliphatique offrant une meilleure efficacité. Enfin, I'importance de la symétrie des composés a
été évaluée. Tous les composeés, regroupés dans une famille nommée MSBD, ont été testés pour

leur interférence potentielle avec le traitement de I'APP dans une lignée cellulaire de
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neuroblastomes humains SY5Y exprimant de maniere stable I'isoforme neuronale de I'APP695
de type sauvage humain (SY5Y-APPwt). Parmi ces molécules, une possédait une faible toxicité
et a fourni des résultats intéressants in vitro : I’AZP2006 (composé 29) (Melnyk et al., 2006,
2015). La pharmacomodulation de la structure chimique des MSBD a permis la redirection du
métabolisme de I'APP vers une augmentation des fragments APP-CTFa, sAPPa et AICD et la
diminution des fragments AP et APP-CTFp, tout en gardant 1’activité lysosomotropique
caractéristique de la CQ. L’AZP2006 a montré des résultats in vivo prometteurs chez la souris
a une dose unique de 25 mg/kg, avec une augmentation des APP-CTFa. de 29 % dans le cortex
frontal et de 20 % dans I'hippocampe (Melnyk et al., 2015). Cette molécule posséde également
une activité anti-inflammatoire et anti-oxydante ; elle est actuellement en phase 1 pour la MA
et en phase 2 pour la paralysie supranucléaire progressive (PSP) avec la société AlzProtect
(NCT04008355).

Une seconde famille de molécules a également été synthétisée, les PMAD. Les molécules de
cette famille sont des dérivés d’une autre molécule anti-paludisme, 1’amodiaquine, obtenus en
remplagant le fragment aminophénol de [I’amodiaquine par des fragments 2-
aminométhylaniline et 2-aminométhylphényle (Gay et al., 2018, Delacourte et al,
US/2012/0283256). Ces molécules possédent une capacité similaire de modulation du
métabolisme de I’APP pour le rediriger vers une diminution de la libération du peptide AP et

une stabilisation des CTFa et AICD également (Figure 23).
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Figure 23: Les structures chimiques de la chloroquine et de I’amodiaquine, ainsi que les
squelettes respectifs des MSBD et des PMAD. En rouge, les groupements azotés responsables des
propriétés basiques des molécules ; en jaune, les cycles aromatiques.

1. Les nouveaux composés PEL et MAGS (2°™ génération)

Malgré les similitudes d'activites entre les MSBD, les PMAD et la CQ, ces composés ont une
structure chimique complétement différente et leur mécanisme d'action regroupe une activité
lysomotropique qui, par hypothése, inhibe indirectement la B-secrétase en alkalinisant le pH
(non formellement démontré pour ces molécules in vitro) et bloque également la production des
peptides APB. Cependant, I’analyse des relations structure-activité entreprises (c’est-a-dire des
modifications structurales sur les molécules pour en étudier 1’effet sur le métabolisme de 1’ APP)
a montré que ces deux activités n’étaient pas forcément liées. Une stratégie ‘Ligand-based drug
design’ a ensuite été menée sur la seule base des informations structurales des molécules MSBD
et PMAD : la conception de nouvelles molécules basée sur un ligand est une approche utilisee
en I'absence d'information sur le récepteur et repose sur la connaissance des molécules qui se
lient a la cible biologique d'intérét. Les relations d'activité de structure quantitative 3D (QSAR
3D) et la création d’un modéle pharmacophorique sont les outils les plus largement utilisés dans
les approches « Ligand-based ». Ici, le choix a été fait de I’identification d’un pharmacophore
commun a partir des structures des molécules les plus efficaces de chaque série : I’AZP2006
pour les MSBD et I’AZP7015 pour les PMAD, afin de comprendre comment des molécules
différentes pouvait avoir le méme mode d’action. Il est composé de 3 centres basiques
protonables et un cycle aromatique. Un pharmacophore est une structure modéle rassemblant
I'ensemble des groupements fonctionnels disposés selon un arrangement spatial adéquat,
assurant la fixation du médicament sur le récepteur et donc capable d'induire la réponse

physiologique.

Cette approche pharmacophorique a donc conduit a la conception et la synthese de plusieurs
familles de molécules (Gay et al., 2018a, 2018b)(Figure 24). Dans ce travail, nous nous sommes
intéressés a deux composés de 1'une de ces familles contenant plusieurs molécules
lysomotropiques et modulatrices de la B-secrétase (dont la molécule MAGS02-14) d’un coté et
des molécules ayant uniquement I’activité indirecte d’inhibition de la B-secrétase (dont la
molécule PEL24-199) de I’autre (ces molécules possedent un pKa autour de 8-9) (Gay et al.,
2018b, patent W0O2020011848A1). Il s’agit en effet d’une modulation indirecte puisque
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I’activité aspartyle protéase de la B-secrétase n’est pas inhibée in vitro. Ce test enzymatique
repose sur le suivi du clivage d’un substrat peptidique fluorogénique par la B-secrétase. Le
substrat est composé d’un groupement donneur de fluorescence et d’un groupement accepteur
neutralisateur de fluorescence. Lors du clivage du substrat par I’enzyme, le fluorophore donneur
est séparé du fluorophore accepteur rétablissant une fluorescence optimale du donneur et
permettant de mesurer si le clivage est inhibé. Aucune inhibition du clivage du substrat
peptidique fluorogénique par la B-secrétase n’a été obtenue a 10 uM pour MAGS et PEL,
contrairement a 1’OM99-2 qui est I’inhibiteur peptidique pris pour référence. Par conséquent,
ces deux composes n’agissent pas directement sur la sous-unité catalytique mais par un

mécanisme indirect pour inhiber I’activité de la B-secrétase.
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Figure 24 : Schéma synthétique de I’approche de synthése des molécules MAGS02-14 (MAGS) et
PEL24-199 (PEL). Un pharmacophore a été modélisé a partir des molécules les plus efficaces de chaque
famille, MSBD et PMAD, pour aboutir a PEL et MAGS, qui différent par un unique atome d’azote (en
rouge). MAGS possede une activité modulatrice d’inhibition de BACE] et I’activité lysosomotropique
caractéristique de la chloroquine, tandis que PEL ne posséde que I’activité d’inhibition de BACEI.

Les deux composes MAGS02-14 et PEL24-199 (appelés aprés dans ce manuscrit MAGS et
PEL) différent par un unique atome, d’azote pour MAGS et un carbone pour PEL. Si la
dégradation des AP 1-X a bien été favorisée, il a été observé une diminution des espéces AP 1-
X sans pour autant de changement des especes AP X-40/42. Ces molécules se sont avérées
réduire significativement les sAPPB. A l'opposé, la concentration de SAPPo a été
significativement augmentée par MAGS et dans une moindre mesure par PEL (Gay et al
2018)(Figure 25).
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Figure 25 : MAGS et PEL augmentent les sAPPa et diminuent les sSAPPp. Des doses croissantes (0,
1, 3 et 5 uM) de MAGS pendant 24h augmentent significativement les sAPPa. in vitro dans un modéle
de SY5Y-APPwt et diminuent trés significativement les sAPPB. PEL diminue également
significativement les SAPPB a 1, 3 et 5 uM. Une dose de 5 uM de PEL permet d’augmenter les sAPPa
mais dans une moindre mesure que MAGS (Gay et al., 2018b).

MAGS a également démontré sa capacité d’inhibition du flux autophagique in vitro en
augmentant I’accumulation des marqueurs d’autophagie p62 et LC3, contrairement a PEL qui

ne possede pas cet effet d’inhibition de 1’autophagie (Figure 26).
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Figure 26 : MAGS, mais pas PEL, méne a I’accumulation des vésicules autophagiques. Les
marqueurs du flux autophagiques p62 et LC3 sont significativement augmentés a la suite d’un traitement

110



de 24h avec MAGS dans un modéle de SYS5Y-APPwt, indiquant que MAGS blogue le flux
autophagique, contrairement a PEL qui n’a aucun effet sur ces deux marqueurs et ne bloque pas le flux
autophagique (Gay et al., 2018b).

La cible exacte de I’ensemble des composés, et notamment MAGS et PEL, n’a pas encore été

identifiée, et les mécanismes d’inhibition ne sont pas encore connus.

Comme vu précédemment dans cette introduction, de plus en plus de preuves suggérent que le
métabolisme de I'APP est lié a celui de la protéine Tau et régulerait son expression. Les
systemes d’homéostasie cellulaire des protéines qui sont régulés par l'autophagie et les voies
endosome/lysosome se situent au carrefour du métabolisme APP et Tau, et leur dérégulation
pourraient également influer sur les deux voies pathologiques. Ces molécules pourraient ainsi
potentiellement influer a la fois sur les plaques amyloides et sur la protéine Tau, faisant de cette
approche novatrice 1'une des premiéres a agir en méme temps sur les deux pathologies

principales présentes dans la maladie d’ Alzheimer.
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Objectifs

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative caractérisée par I’accumulation de
peptides AP toxiques et 1’agrégation anormale de la protéine Tau dans le cerveau, menant a une
atrophie cérébrale et un déclin des fonctions cognitives. Les molécules ciblant uniquement 1’une
des causes physiopathologiques de la MA restent majoritaires dans les essais cliniques, et
exceptant 1’ Aducanumab qui a obtenu trés récemment une autorisation de mise sur le marché
(AMM) conditionnelle, obtiennent des résultats trés limités dans les phases cliniques avancées
d’évaluation. Au vu de I’accumulation de preuves suggérant une synergie entre les deux lésions,
un traitement agissant a la fois sur les agrégats toxiques de peptides AP et sur les
enchevétrements neurofibrillaires de protéine Tau semble étre une stratégie thérapeutique

prometteuse.

Puisque les molécules MSBD sont effectives sur la pathologie Tau et la pathologie amyloide in
cellulo et in vivo, mon premier objectif a été de déterminer si I’effet lysomotropique et ses
conséquences sur le blocage du lysosome et du flux autophagique était nécessaire pour 1’effet
thérapeutique des molécules ou si I’inhibition indirecte de la B-secrétase, enzyme clé de
I’amyloidogenése, était suffisante pour agir a la fois sur la pathologie Tau et la pathologie
amyloide in vivo. Pour cela, j’ai utilise deux molécules de la méme famille qui différent par un
seul atome d’azote et qui pour 1’'une possede les deux activités lysomotropique et inhibitrice
indirecte de la B-secrétase (la molécule MAGS) ou ayant uniquement cette derniére activité (la

molécule PEL).

Mon second objectif a été d’étudier I’influence des deux molécules PEL et MAGS sur la
quantité de peptide f-amyloide aggrégeé, ainsi que leur impact sur 1’état de phosphorylation de
la protéine Tau dans des modéles murins de tauopathie (THY-Tau22) et d’amyloidogenése
(APP/PS1), afin de déterminer si ces molécules pouvaient posséder une efficacité in vivo sur
les deux lésions principales de la pathologie Alzheimer dans une étude pre-clinique.

Grace a ces deux molécules, nous disposons d’outils moléculaires permettant de mieux cerner
I’activité pharmacologique nécessaire pour agir sur les deux processus pathophysiologiques de
la MA. Le dernier objectif a donc été d’investiguer les mécanismes d’action de ces molécules
anti-Alzheimer in vivo afin de définir sur quelles voies cellulaires et pathologiques ces

molécules agissaient.
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Matériel et Méthodes

l. Les modeles transgéniques

Deux modéles de souris transgéniques ont été utilisés afin de mener a bien cette étude :

1.1 Le modele THY-Tau22

Ce modeéle murin de tauopathie hippocampique exprime I’isoforme hTau46 4R humaine mutée
au niveau des acides aminés G272V et P301S sous contrble du promoteur Thyl.2.
(numérotation selon Il'isoforme cérbrale de Tau humaine la plus longue, 441 acides
aminés)(Schindowski et al., 2006). Le promoteur Thy1.2 dirige spécifiqguement I'expression du
transgene dans les neurones qui commence au jour postnatal 6 et n‘affecte donc pas directement
le développement embryonnaire. Ces souris sont hétérozygotes et développent, avec 1’age, des
changements physiopathologiques caractéristiques des tauopathies, notamment une
hyperphosphorylation et une phosphorylation anormale de Tau associées a des dégénérescences
neurofibrillaires (Figure 27). La pathologie Tau dans ce modele commence dans la zone CA1
de I’hippocampe dés 3 mois pour se progager ensuite dans le gyrus denté, ’amygdale et le
néocortex, puis a I’ensemble du cortex avec 1’age. A 6 mois la pathologie est avérée, et elle
atteint son maximum entre 10 et 12 mois (Van der Jeugd et al., 2013). L avantage de ce modéle
est de ne présenter aucun déficit moteur, malgré une désinhibition observée dans les tests

d’anxiété, relative a la présence de dégénérescences neurofibrillaires dans 1’amygdale.
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Figure 27 : Le modele murin THY-Tau22. (A). Les souris THY-Tau22 expriment une protéine Tau
humaine 4R mutée sur 2 sites (G272V et P301S), exprimée sous contrdle du promoteur neuronal
THY1.2. (B). Les souris THY-Tau22 développent une pathologie Tau progressive a partir de 3 mois,
avérée a 6-7 mois et maximale a 12 mois, qui commence dans I”hippocampe pour se propager au Cortex.
Elle est accompagnée d’un déclin cognitif progressif.

1.2 Le modele APPswe/PS1dE9 (APP/PS1)

Le deuxiéme modele utilisé au cours de cette étude est le modéle APPswe/PS1dE9 (nommé
APP/PS1 dans la suite de 1’étude). La nécessité d’obtenir des souris exprimant rapidement les
symptdmes de la maladie a menée a la création de modeles transgeniques doubles
APPswe/PS1dE9 afin d’accélérer a la fois les dépots d’Ap et les déficits cognitifs. Ce modele
a été créé en co-injectant deux vecteurs codant pour un géne APP muté et un géne PSEN1 muté
(Jankowsky et al., 2001). La sequence APP code pour une APP chimérique souris/humaine
(Mo/HUAPP695swe) qui a été « humanisée » en modifiant trois acides aminés et qui posséde
la mutation Swedish (KM670/671NL). La sequence PSEN1 code pour la préséniline-1 humaine
dépourvue de I'exon 9 (dE9). Le promoteur de la protéine prion de souris permet une expression

neuronale des transgénes (Figure 28).

Ces mutations provoquent un dép6t d'Ap commencant autour de 4 mois dans le cortex et 6 mois
dans I’hippocampe. Les dépots amyloides augmentent en taille et en nombre avec I'age avec un
maximum atteint vers 12 mois environ (Garcia-Alloza et al., 2006). Une augmentation du ratio
AP1-42/AB1-40 est également observée. Les taux d'AB périphérique présentent des
changements dépendant du sexe avec I'age : entre 9 et 15 mois, les concentrations plasmatiques

d'AB40 et d'AP42 augmentent chez les femelles mais diminuent chez les méales (Ordofiez-
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Gutiérrez et al., 2015). L'astrocytose se developpe parallélement au dép6t des plagues, avec une
gliose sévére débutant vers 6 mois, en particulier au voisinage des plaques (Kamphuis et al.,
2012). A 10 mois, les souris APP/PS1 montrent des déficits de mémoire spatiale (Minkeviciene

et al., 2008). La perte neuronale est modeste dans ce modele (Jackson et al., 2016a).

L’apparition de ces symptomes est plus rapide chez les femelles qui présentent une angiopathie
cérébrale-amyloide et une inflammation cérébrale plus séveres, ainsi qu’une dégénérescence
synaptique et neuronale plus importante (Jiao et al., 2016). Dés I'dge de 6 mois, les souris
APPswe/PSEN1dE9 sont hyperactives par rapport aux congénéres non transgéniques (Onos et
al., 2019), et il existe une probabilité élevée de crises d'épilepsie et de susceptibilité épileptique

chez ces souris (Minkeviciene et al., 2009; Reyes-Marin and Nufiez, 2017).

A
APP PST
I | | I |
Swedish mutatio‘n AE9
K670N/M671L
APP/PS1 mice
B

Thioflavine S

Figure 28 : Le modele murin APP/PS1. (A) L’ADNc de I’APP, humanisé dans la région de I’Ap et
contenant la mutation Swedish au niveau des acides aminés 670/671 (APPswe), ainsi que I’ADNc du
géne PSE1 sans 1’exon 9 ont été cloné dans la souche C57Bl6 sous controle du promoteur murin PrP.
(B) Marquage a la Thioflavine-S montrant 1’évolution des plaques amyloides dans le cerveau des souris
APP/PS1 a 4 mois [A], 6 mois [B] et 8 mois [C] (Garcia-Alloza et al., 2006).

. Animaux

Pour 1’étude sur les souris THY-Tau22, nous avons utilisé des femelles THY-Tau22
transgéniques et des souris de type sauvage (WT) de la méme portée (fond génétique C57BI/6J,

Schindowski et al., 2006). Pour I’étude sur les APP/PSI, nous avons utilisé des maéles
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hétérozygotes APPswe/PS1dE9 (C57BI6/J background ; Jankowsky et al., 2001) et des souris
WT de la méme portée. Tous les animaux ont e€té héberges dans une installation exempte
d'agents pathogénes (EOPS) dans un cycle lumiére-obscurité de 12/12 heures et maintenus a
une température constante de 22°C, avec un acces ad libitum a la nourriture et a I'eau. Les
animaux ont éte séparés par genotype et maintenus a 5 ou 6 par cage (Techniplast Cages 1284L)
avec un enrichissement sous la forme d’un petit cylindre “"cocon” et d’une cabane en plastique
transparent (Techniplast SAFE Hut). Les animaux ont été utilisés conformément aux normes
européennes pour l'utilisation des animaux de laboratoire et les expérimentations menées dans
cette étude ont été autorisées par la Direction des Services Vétérinaires francaise avec le numéro
d'enregistrement agréé APAFIS#10392-201706231206250v4.

IIl. Traitements avec les molécules

3.1 Les traitements des THY-Tau22 avec PEL et MAGS

Les composés PEL (3-(2-cyclohexylethoxy)-2'-((dimethylamino)methyl)-N-(3-(piperidin-1-
yl)propyl)-[1,1'-biphenyl]-4-amine) et MAGS (4-(2-[(Dimethylamino)methyl]phenyl)-2-[2-
(piperidin-1-yl)ethoxy]-N-[3-(piperidin-1- yl)propyl] aniline) ont été synthétisés comme décrit
dans Gay et al., 2018b par 1’équipe du Pr. Patricia Melnyk (voir Figure 24). Une étude pilote a
été effectuée sur des animaux WT traités pendant un mois afin d’établir I'innocuité des
composés MAGS et PEL pour les doses de 1 et 5 mg/kg. Apres le traitement des animaux, la
concentration de PEL et MAGS a été mesurée dans le tissu cérebral. Pour 1’étude principale,
les animaux ont été aléatoirement distribués entre les groupes et a I’age de 6 mois, les souris
THY-Tau22 et WT ont été traitées pendant 6 semaines (Figure 29). Le traitement par MAGS
ou PEL a été délivré dans I'eau de boisson des animaux a une concentration de 1 mg/kg, soit
12,5 ug/mL considérant que le poids moyen des souris est de 25 g et que les souris boivent 4
mL par jour. Les biberons ont été changés une fois par semaine car les solutions aqueuses des
composés MAGS et PEL ont préalablement été démontrées stables pendant plus d'une semaine.
Le volume de solution consommé par les souris a été mesuré tout au long de la période de

traitement.
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Figure 29 : Schéma illustrant le traitement administré aux souris THY-Tau22 et sa durée, ainsi
que les tests comportementaux effectués avant le sacrifice. Les souris ont été traitées avec 1mg/kg
de MAGS ou PEL dans I’eau de boisson pendant 6 semaines a 1’age de 6 mois, avant d’effectuer deux
tests de comportement, le Labyrinthe en croix surélevé et le Y-Maze.

3.2 Le traitement des APP/PS1 avec PEL

Le composé PEL (3-(2-cyclohexylethoxy)-2'-((dimethylamino)methyl)-N-(3-(piperidin-1-
yl)propyl)-[1,1'-biphenyl]-4-amine) a été synthétisé selon la procédure décrite précédemment
dans Gay et al., 2018b par I’équipe du Pr. Patricia Melnyk. Pour cette étude, les souris APP/PS1
et WT ont été traitées a partir de I'dge de 8 mois durant 4 mois (Figure 30). Le traitement avec
PEL a ét¢ délivré dans I'eau de boisson a une concentration finale de 1 mg/kg, soit 12,5 ng/mL
en considérant un poids moyen de 25 g par souris buvant 4 mL par jour. Les biberons noirs
opaques (Techniplast) ont été changés une fois par semaine car les solutions aqueuses du
composé PEL s'étaient précédemment révélées stables a I'obscurité pendant plus d'une semaine.
Une étude pilote avait été réalisée chez des animaux WT traités pendant un mois pour établir
I'innocuité du composé PEL a la dose de 1 mg/kg et 5 mg/kg et évaluer que PEL était capable
de passer la barriéere hémato-encéphalique (Tautou et al., 2021). Le volume de solution

consommeé par les souris a été mesuré tout au long de la période de traitement.
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Figure 30: Représentation temporelle du traitement des souris APP/PS1 et des tests
comportementaux. Les souris ont été traitées a partir de I’age de 8 mois pendant 4 mois avec 1 mg/kg
de PEL et les tests comportementaux (Actimétrie, Labyrinthe en croix surélevé, Y-Maze et test de
Barnes) ont été réalisés a 11 mois et les souris ont été sacrifiées a 12 mois.

IV. Tests de comportement
4.1  Motricité

Toutes les procédures comportementales ont été effectuées en aveugle au traitement administré.
Les souris ont été placées au centre d'un Actimetre infrarouge (45x45x35cm ; Bioseb), composé
d'un cadre carré bidimensionnel, et laissées libres d'explorer I'aréne pendant 10 min. Le
comportement spontané des souris a été suivi et la distance parcourue ainsi que la vitesse ont

été enregistrées grace au logiciel Actitrack (Bioseb).

4.2 Anxiété

L'anxiété, qui pourrait interférer avec les tests de mémoire, a été évaluée chez les animaux
traités et non traités grace au test du Labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze, EPM).
Les souris ont éte placées au centre du labyrinthe en forme de croix composé de deux bras
ouverts de 10 cm de large et de deux bras fermés de 10 cm de large surélevés a 50 cm au-dessus
du sol. Les paramétres comprenant le nombre d'entrées dans chaque bras, le temps passé dans

les bras ouverts par rapport aux bras fermeés et le pourcentage d'entrées dans les bras ouverts
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ont été mesurés pendant 5 minutes et acquis par enregistrement video a I'aide du logiciel de

suivi vidéo EthoVision (Noldus Information Technology, Paris, France).

4.3  Mémoire spatiale a court-terme

La mémoire spatiale a court-terme a été évaluée a l'aide du test du labyrinthe en Y. Ce test
consiste en trois bras fermés de 10 cm de large et est entouré de quatre repéres spatiaux. L'un
des deux bras opposés au bras de départ (S) a été fermé pendant la phase d'apprentissage.
Chaque souris a €té positionnée dans le bras de départ et laissée libre d'explorer le labyrinthe
pendant 5 min. Puis pendant la phase de rétention de 2 min, la souris a été remise dans sa cage.
Pendant la phase de test de 5 min, le bras fermé a été ouvert, et la souris a été placée dans le
bras de départ. Le bras précédemment fermé a été nommé « Nouveau bras » et le bras déja
ouvert a été nommé « Autre bras ». Les parametres - distance totale parcourue, vitesse,
alternance entre les bras, entrées dans les trois bras - ont été mesurés pendant 5 min. Le test de
mémoire spatiale a court terme était considéré comme réussi lorsque la proportion d'entrées

dans le nouveau bras était plus élevée que le temps passé dans l'autre bras déja exploré.

4.4  Mémoire spatiale a long-terme

La mémoire a long terme a été évaluée a l'aide de la tche du labyrinthe de Barnes (Barnes,
1979). Le labyrinthe de Barnes est une plate-forme circulaire ouverte en PVC blanc (120 cm de
diametre) avec 40 trous équidistants (5 cm de diametre) situés a 5 cm du bord et une boite
"refuge™ noire opaque située sous l'un des 40 trous. La plate-forme est placée au centre de la
piéce, élevée a 80 cm au-dessus du sol, éclairée par une lumiere intense (800 lux) et entourée
de repéres visuels sur les 4 murs. La veille de la phase d’entrainement, les souris ont effectué
un essai pour se familiariser avec I'environnement du labyrinthe et s'entrainer a entrer dans la
boite noire "refuge”. Les souris sont autorisées a explorer librement la plate-forme et la boite
noire pendant 5 min. Ensuite, les souris ont effectué une phase d’entrainement de 4 jours avec
4 essais par jour et un intervalle entre les essais de 15 min. Au début de chaque essali, les souris
ont été placées dans une chambre de départ en PVC gris située au centre du labyrinthe. Aprés
une période de 15 secondes, la chambre de départ est soulevée et la souris est entrainée a
localiser le trou cible sous lequel la boite "refuge” est placée (randomisé pour toutes les souris)
a l'aide des reperes visuels entourant le labyrinthe. Si une souris n'entrait pas dans le trou cible
dans les 3 min, elle était doucement amenée vers le trou cible et restait 1 min dans la boite
"refuge"” avant d'étre replacée dans sa cage. Pour chaque essai, le nombre total d'erreurs et la

latence totale pour trouver le trou cible et entrer dans la boite ont été enregistrés a l'aide du
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systéeme de suivi vidéo Ethovision XT (Noldus). Pour réduire les indices liés aux odeurs sur le
labyrinthe, celui-ci a été tourné dans le sens des aiguilles d'une montre d'un quart de tour chaque
jour et la surface du labyrinthe et la boite noire ont été nettoyées avec de I'éthanol aprés chaque
essai. 72 h apres le dernier jour d'entrainement, les souris ont effectué la phase de test pendant
2 min, durant lesquelles la boite noire avait été retirée. Le temps passé dans le quadrant cible
("quadrant cible") par rapport au temps passe en moyenne dans les quadrants non-cibles

("autres") a été déterminé.

V. Sacrifice et préparation des tissus cérébraux

Les souris ont été sacrifiées par décapitation afin d'éviter une influence de I'anesthésie sur la
phosphorylation de la protéine Tau (Le Freche et al., 2012) et le sang a été recueilli au niveau
du cou dans des tubes héparinés. Les cerveaux ont été prélevés et un hémisphére a été post-fixe
pour ’immunohistochimie dans une solution a 4 % de paraformaldéhyde dans du PBS (pH 7.4)
durant une semaine a 4 °C puis transféré dans une solution a 20 % de sucrose pendant une nuit
avant d'étre congelé. Le cortex et I'hippocampe de I'autre moitié du cerveau ont été disséqués,
disposés dans des tubes d'isopropylene de 1,5 mL, puis congelés par immersion dans une
solution d'isopropanol additionnée de carboglace. Le tissu cérébral a été conservé a -80°C
jusqu'a ce qu'il soit utiliseé pour les analyses biochimiques. Les échantillons de cortex et
d'hippocampe ont été additionnés de 200 pL de tampon tris-sucrose (TSB) (tris-HCI 410 mM,
pH 7,4 avec 10 % de sucrose) et ont été soniqués (40 impulsions, amplitude 60, 0,5 kHz). Un
dosage BCA a été utilisé pour déterminer la concentration en protéines des échantillons et

chaque échantillon a été préparé a une concentration finale de 1 mg/mL dans du TSB.

VI. SDS-PAGE et Western Blot
4.1 Etude de la phosphorylation de la protéine Tau dans les THY-Tau22

Pour chaque lysat, 8 pug de protéines totales ont été charges par puits sur les gels de
polyacrylamide pré-coulés 26 puits Criterion™ XT Bis-Tris 12 % (Bio-Rad) afin d’étudier la
phosphorylation de Tau. Des gels de polyacrylamide 18 puits Criterion™ XT Bis-Tris 4-12 %
ont été utilisés pour toutes les autres analyses western blot. Pour la migration, une cellule
Criterion™ et le tampon de migration MOPS SDS (1X) NuPAGE™ ont été utilisés. Les

électrophoreses ont été réalisées en appliquant une tension continue de 100 V par gel pendant
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60 min. La calibration des poids moléculaires des protéines a été déterminée a l'aide des
marqueurs de poids moléculaire Novex et Magic Marks (Life Technologies). Les protéines ont
ensuite eté transférées sur une membrane de nitrocellulose de 0,4 uM (GE Healthcare) en
utilisant le systéme de blotting de Criterion™ et en appliquant une tension continue de 100 V
pendant 40 min. La qualité de I'électrophorese et du transfert de protéines a été déterminée par
une coloration au rouge Ponceau réversible des protéines transférée sur la membrane de
nitrocellulose (0,2 % de xylidine Ponceau 2R et 3 % d'acide trichloracétique). Apreés plusieurs
lavages sous une eau déminéralisée, les membranes ont été saturées pendant 1 h dans le tampon
TBS-T (25 mM tris-HCI pH 8,0, 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20 (v/v) avec 5 % (p/v) de lait
écrémé (TBS-M) ou 5 % (p/v) de sérum albumine bovine (TBS-BSA). Les membranes ont
ensuite été incubées avec les anticorps primaires pendant une nuit a 4 °C. Les conditions
d'utilisation des anticorps primaires et secondaires sont résumées dans I’Annexe 1. Les
membranes ont éte rincées 3 fois pendant 10 min avec le TBS-T, puis incubées avec I’anticorps
secondaire pendant 45 min a température ambiante. Les complexes immunoréactifs ont été
révélés en utilisant soit de ’ECL™ ou de ’ECL™ Prime (Cytiva), selon les recommandations
du fabricant. Les images et le signal émis ont été acquis avec le systeme LAS-3000 (Fuji). Les
quantifications de I’expression des protéines ont été calculées grace au logiciel ImageQuant™
TL, et les valeurs pour chaque échantillon ont été divisees par les valeurs de la protéine de
meénage, la GAPDH. Les valeurs pour les échantillons des conditions traitées ont été divisées
par les valeurs des échantillons de contr6le pour exprimer les résultats en tant que pourcentage

de la condition non traitée.

4.2 Etude de la quantité de protéine APP et de ses métabolites dans les APP/PS1

1 volume de tampon d'échantillon NUPAGE LDS 2X additionné de 20 % d'agents réducteurs
d'échantillon NUPAGE (Invitrogen) a été ajouté aux échantillons qui ont ensuite été chauffés
10 min a 70 °C. 15 g de protéines par puits ont été chargés sur des gels précoulés 4-12%
Criterion™XT bis-tris polyacrylamide 18 puits (Bio-Rad) et I'électrophorése a été réalisée en
appliquant une tension de 200V pendant 60 min a I'aide d'une cuve Criterion™ avec le tampon
NuPAGE MOPS (1X). L'étalonnage des poids moléculaires a été réalisé en utilisant les
marqueurs de poids moléculaire Novex et Magic Marks (Life Technologies). Par la suite, les
protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose de 0,4 uM (G&E Healthcare)
en utilisant le systéme de transfert Criterion™ et en appliquant une tension de 100 V pendant
40 min. Pour la détection des métabolites APP (AP et CTF), des gels précoulés 16,5%

Criterion™XT bis-tris polyacrylamide 18 puits (Bio-Rad) ont été utilisés avec le tampon tris-
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Tricine (BioRad) et I'electrophorése a été réalisée en appliquant une tension de 150 V pendant
2 h. Les protéines ont été transferées sur une membrane de nitrocellulose de 0,2 uM (G&E
Healthcare) en utilisant le systéme de transfert Criterion™ et en appliquant une tension de 100
V pendant 30 min. Le transfert et la qualité des protéines ont été déterminés par une coloration
réversible au rouge Ponceau (0,2 % de xylidine rouge Ponceau et 3 % d'acide trichloracétique).
Les membranes ont été saturées pendant 1 h dans 25 mM de tris-HCI pH 8,0, 150 mM de NaCl,
0,1 % de Tween-20 (v/v) (TBS-T) et 5 % (p/v) de lait (TBS-M) ou 5 % (w/v) d'albumine de
sérum bovin (TBS-BSA) selon I'anticorps. Les membranes ont ensuite été incubées avec les
anticorps primaires pendant une nuit a 4 °C. Les conditions d'utilisation des anticorps primaires
et secondaires sont résumées dans 1’Annexe 2. Les membranes ont été rincées 3 fois 10 min
avec du TBS-T puis incubées avec les anticorps secondaires pendant 45 min a température
ambiante. Les complexes immunoréactifs ont été révélés a 1'aide de I'ECL™ ou de I'ECL™
Prime (Cytiva) en suivant les instructions du fabricant. Les images et le signal des protéines ont
été acquis avec le systeme LAS-3000 (Fuji). Les quantifications de I'expression des protéines
ont été calculées avec le logiciel ImageQuant™ TL et les valeurs pour chaque échantillon ont
été divisées par les valeurs de la protéine de menage GAPDH. Les valeurs semi-quantitatives
pour les échantillons des conditions traitées ont été divisées par les valeurs semi-quantitatives

des échantillons témoins pour exprimer les résultats en pourcentage de la condition non traitée.

VII.  Préparation de la fraction de Tau insoluble

Les homogénats de tissus cérébraux dans le tampon TSB (fraction crude) ont été centrifugés a
14 000 tours/min pendant 10 min (Centrifuge 5424R, Eppendorf). Le surnageant (fraction S1)
a été complété avec du TSB jusqu'a un volume final de 600 pL et soniqué (40 impulsions de
0,5 s, amplitude 40 %, 20 kHz). Les homogénats de tissus cérébraux ont ensuite été centrifugés
a 49 000 tr/min pendant 1 h (Ultracentrifugeuse Optima TLX équipée d'un rotor TLA-110,
Beckman). Le surnageant a été récupéré et le culot a été resuspendu dans 600 pL d'une solution
de tris-Triton 2% (tris-HCI 10 mM pH 7,4, 2% Triton X-100) (fraction S2). Les echantillons
S2 ont ensuite été soniqués et centrifugés de nouveau a 49 000 tr/min pendant 1 h. Le surnageant
obtenu (fraction S3) a été récupéré et le culot (C3) a été remis en suspension dans un volume
de tampon LDS 2X NuPAGE™ complété par un agent réducteur NuPAGE™ (10x)
(Invitrogen) suivant les instructions du fabricant. Le protocole standard de Western blot
NUPAGE™ a ensuite été utilise, et 8 uL de fraction Crude, 10 pL de fraction S1, 15 L de
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fraction S2 et de fraction S3, et 20 pL de C3 ont été chargés par puits. Le signal en Western
blot a été acquis en utilisant un LAS-3000 (Fuji) et les niveaux d'expression des protéines ont
été déterminés a l'aide du logiciel ImageQuantTL. Les résultats ont été exprimés sous forme de
rapport entre la quantité de protéines présentes dans la fraction insoluble divisée par le signal
protéique détecté dans la fraction soluble ajoutée a celle mesurée dans la fraction insoluble
(Figure 31).

Centrifugation Ultracentrifugation Ultracentrifugation
4000 rpm 49000 rpm 49000 rpm

10 minutes 1 hour 1 hour %

=

V ¥

THY-Tau22 brain + Supernatant + Pellet + Tris Supernatant + pellet
Tris sucrose Tris sucrose Triton l l
Crude 51 Supernatant 53 C3
52

Figure 31 : Représentation schématique des étapes de fractionnement utilisées pour obtenir la
fraction insoluble de Tau dans le tissu cérébral des souris THY-Tau22. Les échantillons dans le
tampon tris-sucrose (crude) sont centrifugés, et le surnageant est additionné de 10 % de tamon tris-
sucrose (S1), et soniqué avant d'étre centrifugé a 100 000 x g. Le surnageant est collecté (S2) et le culot
est remis en suspension dans du tampon tris-triton X-100, soniqué puis centrifugé a 100 000 x g pendant
1 h. Le surnageant (S3) est recueilli, et le culot est remis en suspension dans du tampon LDS (C3).
Chague fraction de S1 a C3 et le lysat cérébral brut sont ensuite chargés sur gel SDS-PAGE.

VIII. Electrophorése bidimensionnelle

L'électrophorése bidimensionnelle de la protéine Tau a été effectuée comme décrit par
(Sergeant et al., 2017). Brievement, 15 pg de protéines de cortex ou d’hippocampe (pool de
cing souris pour chaque groupe), ont été ajoutés a 15 pL de Tris 20 mM contenant 2 % de SDS
et chauffés a 100 °C pendant 5 min. Les protéines ont ensuite été précipitées avec 10 volumes
d'acétone a -20 °C et incubées a —20 °C pendant 20 min, puis centrifugées a 14 000 g pendant
10 min. Les surnageants ont été retirés et les culots de protéines ont été laissés a sécher 1 h a
température ambiante avant d'étre remis en suspension dans 200 puL de tampon IEF (8 M d'urée,
2 M de thiourée et 4 % de CHAPS). Les échantillons ont été soniqués (40 impulsions de 0,5 s,
amplitude 40 %, 20 kHz) sur de la glace, et dans chaque tube a été ajouté le tampon
d'électrophorése 2D (1,1 pL de tampon IPG pH 3-11, 2,2 pL de solution de réhydratation

DeStreak (Cytiva) et une trace de bleu de bromophénol). Ensuite, les échantillons ont été
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chargés sur des bandelettes IPG de 11 cm Cytiva (pH 3-11) recouvertes d'huile minérale et ont
été laissés se réhydrater passivement sur la nuit. Les bandes IPG ont ensuité été chargées dans
un Ettan™ IPGphor™ Manifold (Cytiva), et I'isoélectrofocalisation a été réalisée en appliquant
0,5 kV pendant 1 h, 1 kV pendant 1 h, et 6 kV pendant 2 h (pour chaque expérience, les
échantillons sont traités dans le méme cycle d'lEF). Les bandes IPG ont ensuite été équilibrées
trois fois (10 min chacune) dans un tampon d’équilibrage (25 mM tris-HCI pH 6,8, 20 mM
DTT, 10 % glycérol, 5 % de SDS et 0,05 % de bleu de bromophénol) et ont été déposées sur
un gel de polyacrylamide bis-tris Criterion XT 4-12 % pré-coulé. L’¢lectrophorése SDS-PAGE
a ensuite éte réalisée selon le protocole de Western blot décrit précédemment. Les isovariants

de la protéine Tau ont été détectés grace a l'anticorps anti-Tau Cter.

IX. Immunohistochimie, immunofluorescence et analyse d'images

9.1  Quantification de la dégénérescence neurofibrillaire et de I’inflammation dans les
THY-Tau22

Immunohistochimie visible

Des coupes flottantes coronales de cerveaux de 40 um ont été obtenues grace a un cryostat
(CM3050 S, Leica). Les coupes d’hippocampes ont été sélectionnées en fonction des régles de
stéréologie et ont été stockées dans du PBS (phosphate buffer saline) avec 0,2% d'azoture de
sodium a 4°C. Pour les immunohistochimies visibles avec les anticorps anti- phospho-Tau et
GFAP, les coupes coronales de cerveaux ont été perméabilisées avec une solution a 0,2% de
Triton X-100 dans du PBS. Les coupes ont ensuite été incubées avec solution a 0,3 % de
peroxyde d'hydrogéne et saturées avec 10 % de sérum MOM ("Mouse on Mouse") (ZFO513,
Vector Laboratories) pendant 1 h, avant I’incubation avec I’anticorps anti-Tau primaire ou anti-
GFAP une nuit a 4°C. Les anticorps utilisés dans cette étude sont répertoriés dans I’ Annexe 1.
Apreés lavage dans du PBS, les coupes ont éte incubées avec un anticorps secondaire 1gG anti-
souris ou anti-lapin biotinylé pendant 1 h. Ensuite, les sections ont été incubées avec le Kit
ABC (Avidine/Biotine Complex, Vector Laboratories) pendant 2 h et le marquage a été révélé
a l'aide de DAB (Sigma) avant d'étre rincé avec une solution physiologique. Les coupes de
cerveau ont eté montées sur lames en verre (Superfrost Plus, ThermoScientific) et déshydratées

par bains séquentiels dans de 1’éthanol a 30, 70, 95 et 100 % pendant 5 min. Ensuite, les lames
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ont eté immergées dans une solution de toluene pendant 15 min et fixées avec du milieu de
montage (Support de montage permanent VectaMount H-5000, Vector Laboratories) et des
lamelles en verre. Les images ont été acquises a I'aide d’un Axioscan Zeiss slidescan Z1, et la
quantification des neurones contenant des DNF a été effectuée en comptant le nombre de
neurones marqués dans la zone CA1 de I'hippocampe, pour trois coupes antéropostérieures en
moyenne sélectionnées selon le Mouse Brain Allen dans une moyenne de quatre souris pour

chaque groupe.

Immunofluorescence

Pour les études d'immunofluorescence, des coupes coronales du cerveau ont été perméabilisées
avec une solution a 0, 2% de Triton X-100 dans du PBS et bloquées avec du serum de chevre
(1/100 ; S1000 Vector Laboratoires) dans du PBS pendant 1 h avant incubation avec un
anticorps anti GFAP et anti-s422 a 4°C sur la nuit. Aprés les lavages, les sections ont été
incubées avec l'anticorps secondaire AlexaFluor 568 IgG de chevre anti-souris et AlexaFluor
488 1gG de chévre anti-lapin dans 0,2% de Triton X-100 dans du PBS pendant 1 h. Les sections
ont ensuite été incubées avec le DAPI (1/5000 ; Sigma-Aldrich) pendant 5 min et montées sur
des lames en verre (Superfrost Plus, ThermoScientific). Les sections ont finalement été traitées
avec 0,3 % de Noir Soudan (Millipore 2160) pendant 5 min et lavées avec de I'éthanol a 70 %
pour blogquer 1’autofluorescence. Les images ont été acquises a l'aide d'un Axioscan Zeiss
slidescan Z1 a fluorescence. La quantification du marquage GFAP et s422 a été réalisé a l'aide
du logiciel NIH ImageJ et d'une macro personnalisée. Le nombre de neurones contenant de la
DNF marqués par l'anticorps phospho-Tau s422 et la surface de marquage GFAP sont toutes

deux exprimées sous forme de ratio par rapport a la surface de I’hippocampe (en mm?).

9.2 Quantification des plaques amyloides et de I’inflammation dans les APP/PS1

Immunohistochimie visible

Les anticorps utilisés dans cette étude sont répertoriés dans 1’ Annexe 2. Des coupes flottantes
coronales de cerveaux de 40 um ont été obtenues grace a un cryostat (CM3050 S, Leica). Les
coupes d’hippocampes ont été sélectionnés en fonction des regles de stéréologie et ont éete
stockés dans du PBS (phosphate buffer saline) avec 0,2 % d'azoture de sodium a 4°C. Pour
I'immunohistochimie AP, les sections ont été lavées avec 0,2 % de Triton X-100 dans du PBS
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afin de les perméabiliser. Les coupes ont été incubées avec une solution de peroxyde
d'hydrogene a 0,3 % (1/100 ; #16911, Sigma) et prétraitées avec de I'acide formique a 80 %
pendant 3 min. Les coupes ont ensuite été saturées avec du sérum de chévre (1/100; S1000,
Vector Laboratories) dans du PBS pendant 1h avant incubation avec un anticorps souris
biotinylé anti-Ap (4G8) a 4 °C pendant une nuit. Pour I'immunohistochimie GFAP, les sections
ont été lavées avec 0,2% de Triton X-100 dans du PBS afin de les perméabiliser, incubées avec
une solution de peroxyde d'hydrogene a 0,3% (1/100; #16911, Sigma) puis bloguées avec 5%
de sérum de chévre (S1000, Vector Laboratoires) dans du PBS pendant 1h. Les coupes ont
ensuite été incubées avec un anticorps lapin anti-GFAP a 4°C pendant une nuit, avant d'étre
traitées avec un anticorps secondaire anti-lapin biotinylé (BA-1000, Vector Laboratories)
pendant 1 h. Aprés lavage avec 0,2% Triton X-100 dans du PBS, toutes les coupes ont été
incubées avec le kit ABC (Avidine/Biotine Complex, Vector Laboratories) pendant 2h et
développées avec de la DAB (Sigma) avant d'étre rincées dans du sérum physiologique. Les
coupes de cerveau ont été montées sur des lames en verre (Superfrost Plus, ThermoScientific)
et déshydratées par des bains séquentiels dans 30 %, 70 %, 95 % et 100 % d'éthanol pendant 5
min. Ensuite, les lames ont été immergées dans du toluene pendant 15 min et fixées avec du
milieu de montage (VectaMount Permanent Mounting Medium H-5000, Vector Laboratories)
et des lamelles en verre. Les images ont été acquises a l'aide d'un Axioscan.Z1 Zeiss slidescan
et la quantification du nombre de plaques, la classification des plaques en fonction de leur taille
et de la zone couverte par le marquage GFAP dans I'hippocampe des souris APP/PS1 ont été

effectuées a I'aide d'une macro personnalisée.

Immunofluorescence

Pour les études d'immunofluorescence, les coupes coronales de cerveau ont été perméabilisées
avec 0,2 % de Triton X-100 dans du PBS et bloquées avec du sérum de chevre (1/100 ; S1000
Vector Laboratories) pendant 1 h avant incubation avec un anticorps anti-GFAP a 4 °C sur la
nuit. Apres les lavages, les coupes ont été incubées avec I'anticorps secondaire AlexaFluor 568
IgG de chévre anti-lapin (A11011; Thermo-Fisher) dans 0,2 % de Triton X-100 dans du PBS
pendant 1 h. Les coupes ont ensuite été incubées avec du DAPI (1/5000 ; Sigma-Aldrich)
pendant 5 min et montées sur des lames en verre. Pour visualiser les plaques amyloides, les
coupes ont été incubées avec une solution a 1 % de thioflavine-S dans de I'eau pendant 30 min
puis lavées avec des bains sequentiels d'éthanol a 80 % et 90 %. Les coupes ont finalement été
traitées avec 0,3 % de Noir Soudan (Millipore 2160) pendant 5 min et lavées avec de I'éthanol

a 70 % pour bloquer l'autofluorescence. Les images ont été acquises a l'aide d'un slidescan
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Fluorescence Zeiss Axioscan.Z1. La quantification du marquage GFAP et des plaques
amyloides a été réalisée avec une macro personnalisée. Le nombre de plaques et la surface
couverte par les plagues amyloides ont été calculés dans le cortex et I'hippocampe des souris
APP/PS1. Une moyenne de 6 coupes antéropostérieures a été sélectionnée selon I'atlas cérébral

de la souris Allen chez 4 souris en moyenne pour chague condition.

X.  Extraction d'ARNm et analyse PCR quantitative en temps réel

L'ARN total a été extrait des échantillons de cortex et d’hippocampes et purifié a l'aide du
RNeasy Lipid Tissue Mini kit (Qiagen) en suivant les instructions du fabricant. Les ARN
extraits ont été quantifiés grace au spectrophotométre NanoDropOne (Thermo Fisher
Scientific) et les rapports d'absorbance a 260/280 nm et 260/230 nm ont été mesurés afin de
contréler la pureté des échantillons d'ARN. 500 ng d'ARN total ont été rétro-transcrits en
utilisant le High-Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, 4368814) dans
un volume de 20 pL. Les conditions suivantes ont été appliquées au thermocycleur : 10 min a
25 °C, 120 min a 37 °C suivies de 5 min a 85 °C. Les réactions de RT-gPCR ont été réalisées
dans un Real Time PCR System StepOnePlus (Applied Biosystems). Chaque réaction a été
réalisée en duplicat dans des plaques 96 puits (Applied biosystems) dans un volume réactionnel
de 10 pL. Toutes les réactions contenaient 2 pL d'’ADNCc et 8 pL de SybrGreen mix (5 pL de
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied biosystems), 0,1 uL de chaque amorce et 2,8
puL d'eau ultra-pure). Le protocole de la réaction commence par une étape de dénaturation
initiale de 10 min a 95 °C, suivie de 40 cycles de 95 °C pendant 15 s, puis d'une étape a 60 °C
pendant 25 s. Par la suite, la courbe de fusion a été vérifiée par amplification d'un seul produit,
qui a été généré en commencant a 95 °C pendant 15 s, puis a 60 °C pendant 1 min et en
augmentant de 1 °C toutes les minutes pour atteindre 95 °C pendant 15 s. Chaque expérience
incluait des contréles négatifs et des contréles internes. La cyclophiline A a été utilisée comme
gene de référence et I'expression relative des genes cibles a été déterminée par la méthode

AACT. Les séquences d'amorces utilisées sont indiquées dans la Figure 32.
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Primers Accession Forward primer Reverse primer Amplicon
number length

ccL3 NM_011337.2 5" TGCCCTTGCTGTTCTTCTCT-3 5'-GTGGAATCTTCCGGCTGTAG-3 112
ccLa NM_013652.2 5'-GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT-3 5'-GAGGGTCAGAGCCCATTG-3’ 72
CLEC7A NM_020008.2 5-ATGGTTCTGGGAGGATGGAT-3' 5'-GCTTTCCTGGGGAGCTGTAT-3 72
CONNEXIN43 NM_010288.3 5'-GTGCCGGCTTCACTTTCA-3 5'-GGAGTAGGCTTGGACCTTGTC-3 a7
C10A NM_007572.2 5'-GGAGCATCCAGTTTGATCG-3' 5'-CATCCCTGAGAGGTCTCCAT-3' 60
3 NM_009778.3 5’-CAGCCTTCGTCCTCATCG-3 5"-ATGCTCCCAGGAAGGCTATT-3' 76
GFAP NM_001131020.1 5"-CGCGAACAGGAAGAGCGCCA -3’ 5'-GTGGCGGGCCATCTCCTCCT-3 104
ITGAX NM_021334.2 5"-ATGGAGCCTCAAGACAGGAC-3' 5 -GGATCTGGGATGCTGAAATC3/ 62
LCN2 NM_008491.1 5'-CCATCTATGAGCTACAAGAGAACAAT-3' 5 TCTGATCCAGTAGCGACAGC-3' 89
TLR2 NM_011905.3 5'-GGGGCTTCACTTCTCTGCTT-3 5'-AGCATCCTCTGCGATTTGACG-3' 110
CYCLOPHILIN A NM_008907.1 5'-AGCATACAGGTCCTGGCATC-3' 5" TTCACCTTCCCAAAGACCAC-3’ 126

Figure 32 : Tableau des primers utilsés en gPCR. Le numéro, la séquence sens et anti-sens ainsi que
la taille des primers sont recensés dans ce tableau.

XI.  Dosages ELISA
11.1 Dosage de la quantité de Tau totale dans le plasma des THY-Tau22

Les echantillons de sang en tubes héparinés ont été centrifugés a 10 000 tr/min pendant 15 min
(Centrifuge 5424R, Eppendorf), et le plasma a été récupéré. Les taux plasmatiques de protéine
Tau humaine totale ont été obtenus a l'aide d'un kit ELISA (Total Tau ELISA, Eurolmmun,
EQ6531-9601-L), suivant les instructions du fabricant. Brievement, 100 pL par puits de
solution de biotine ont été incubés avec 25 uL d'échantillons, d'étalons et de contréles pendant
3 h a température ambiante. La plaque ELISA a été rincée a I'aide du tampon de lavage, et 100
ML par puits de conjugué enzymatique ont été ajoutés pendant 30 min. Les puits ont été rincés
a nouveau, et 100 pL par puits de chromogéne/substrat ont été incubés pendant 30 min a I'abri
de la lumiére. 100 pL de solution d'arrét de la réaction ont été ajoutés par puits, et I'absorbance
a été mesurée a 450 nm avec un lecteur de plaques spectrophotométrique Multiskan Ascent
(ThermoLab Systems). Les quantités de Tau totale dans le plasma ont été évaluees en se référant

a la courbe standard du fabricant et exprimé en pg/mL.
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11.2 Dosage des AB1-40 et AB1-42 dans le plasma des APP/PS1

Les échantillons de sang dans des tubes héparinés ont été centrifuges a 10 000 rpm pendant 15
min (Centrifuge 5424R, Eppendorf), et le plasma a été collecté. Les taux plasmatiques d'Af 1-
40 et d'AP 1-42 ont étée mesurés a l'aide de kits ELISA (Plasma Beta-Amyloid 1-40 ELISA,
Eurolmmun, EQ6511-9601 et Plasma Beta-Amyloid 1-42 ELISA, Eurolmmun, EQ6521-9601)
en suivant les instructions du fabricant. Brievement, 25 pL des échantillons ont été dilués dans
175 pL du tampon de dilution. Ensuite, 20 uL de solution de biotine par puits ont été incubés
avec 80 pL des échantillons dilués, des calibrateurs et des contrdles pendant 3h a température
ambiante. La plaque ELISA a été lavée en utilisant le tampon de lavage et 100 pL par puits de
conjugué enzymatique ont été ajoutés pendant 30 min. Les puits ont été & nouveau lavés et 100
ML par puits de chromogene/substrat ont été incubés pendant 30 min a I'abri de la lumiére. 100
WL de solution d'arrét par puits ont été ajoutés pour arréter la réaction et I'absorbance a 450 nm
a été mesurée par le spectrophotomeétre Multiskan Ascent (ThermoLab Systems). Les quantités
d'AB 1-40 et d'AP 1-42 dans le plasma ont été évaluées en se réferant a la courbe étalon du

fabricant et exprimées en pg/mL.

11.3 Dosage des AB1-40 et AB1-42 dans le tissu cérébral des APP/PS1

Pour chague échantillon, 20 pg de protéine ont été dilués dans du TBS dans un volume de 20
ML a une concentration finale de 1 mg/mL. Les échantillons ont été additionnés de 160 pL de
solution de guanidine/Tris (guanidine-HCI 5 M, Tris 50 mM, pH 8) et ont été soniqués (30
impulsions, amplitude 40, 0,5 kHz). Les échantillons ont été homogénéisés pendant 3 h a
température ambiante. Ensuite, les échantillons ont été dilués au 1:5 dans du tampon BSAT (2,5
mM de KCI, 1,5 mM de KH2PO4, 135 mM de NaCl, 8 mM de Na;HPOs4, 5 % de BSA, 0,03 %
de Tween-20, pH 7,4) dans un volume total de 500 uL, et ont été centrifugé a 16 000 g
(Centrifuge 5424R, Eppendorf) pendant 20 min a 4 °C. Le surnageant a ensuite été transféré
dans des plaques ELISA. Les taux d'AB1-40 et d'AB1-42 ont été mesurés dans les tissus du
cortex et de 1'hippocampe a l'aide de kits ELISA (Human AB40 ELISA kit; KHB3481 and
Human Ap42 ELISA kit; KHB3441, Invitrogen) en suivant les instructions du fabricant.
Brievement, les échantillons ont été dilués au 1:5 dans le tampon de dilution fourni et 50 pL
des échantillons, des contrdles et des standards ont été incubés avec 50 pL de l'anticorps de
détection pendant 3 h a température ambiante. La plaque a ensuite été lavée 4 fois avec le
tampon de lavage et les échantillons ont été incubés avec 100 pL d'lgG HRP anti-lapin pendant
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30 min a température ambiante. La plaque a été lavee 4 fois de nouveau avec le tampon de
lavage et 100 puL de chromogeéne stabilisé ont été ajoutés a chaque puits et incubés 30 min a
température ambiante a I'abri de la lumiere. Ensuite, 100 uL de la solution d'arrét ont été ajoutés
afin de stopper la réaction et I'absorbance a 450 nm a été mesurée avec le spectrophotometre
Multiskan Ascent (ThermoLab Systems). Les quantités d'AB1-40 et d'AB1-42 dans les tissus

cérebraux ont été évaluées en se référant a la courbe étalon du fabricant et exprimées en pg/mL.

11.4 Dosage des oligoméres AP dans le tissu cérébral des APP/PS1

Les niveaux d'oligomeres AP ont été mesurés avec le Human Amyloidf Oligomers (82E1-
specific) Assay Kit (#27725, IBL). Les échantillons ont été dilués au 1 :50° dans le tampon EIA,
et 100 pL d'échantillons, de contrdles et de standards ont été ajoutés dans les puits de la plaque
d'incubation primaire. Ensuite, 20 L de I'anticorps dilué ont été ajoutés aux puits et la plaque
a eté incubée pendant 1 h a 4°C. 100 uL de chaque puits ont été prélevés de la plaque
d'incubation primaire et mis dans la plaque pré-coatée puis incubés pendant 1 ha 4°C. La plaque
a été successivement lavée 5 fois et 100 uL de chromogene (solution de TMB) ont été ajoutés
dans les puits avant que la plague ne soit incubée 30 min a température ambiante a 1’abri de la
lumiére. Ensuite, 100 pL de la solution Stop ont été ajoutés aux puits pour arréter la réaction et
I'absorbance a été mesurée a 450 nm avec un lecteur de plaque spectrophotometre Multiskan
Ascent (ThermoLab Systems). Les taux d'oligoméres Ap dans le tissu cérébral ont été évalués

en se référant a la courbe standard du fabricant et exprimés en pmol/L.

XII. Statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Les différences entre la moyenne des valeurs
ont été déterminées a l'aide du t-test de Student ou d'un U-Test de Mann-Whitney a l'aide du
logiciel GraphPad Prism 8.4.2. Les comparaisons entre plusieurs séries de données ont été faites
grace a un One Way ANOVA ou Two-Way ANOVA. Les valeurs avec une p value < 0,05 ont
été considérées comme significatives, avec * : p < 0,05, ** : p < 0,01, *** : p < 0,001, et ****
. p <0,0001.
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Résultats

. Etude de ’activité de PEL et MAGS sur le modéle
THY-Tau22

Le but de cette premiére etude était de mettre en évidence laquelle des activités de MAGS et
PEL, I’activité lysosomotropique ou 1’activité de modulation de la 3-secrétase, était nécessaire
pour avoir une efficacité sur la pathologie Tau dans un modele THY-Tau22, et si ces molécules
pouvaient atténuer les lésions présentes dans ce modele : les dégénérescences neurofibrillaires

et I’inflammation chronique.
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Figure 33 : Quantification par chromatographie liquide et spectrométrie de masse des molécules
PEL et MAGS dans le cerveau des animaux traités. PEL et MAGS ont été extraits de tissus cérébraux
de souris WT traités avec 1 mg/kg ou 5mg/kg et quantifiés par procédure LC - MS/MS TQS. Les
histogrammes représentent les moyennes + SEM (n = 2 cerveaux et deux mesures répétées pour chaque
condition).

Afin de s’assurer de I’innocuité des molécules, une étude pilote a €té menée dans laquelle des
souris WT ont été traitées durant un mois avec 1 mg/kg ou 5 mg/kg de PEL ou de MAGS. Cette
¢étude pilote a été concluante et aucun effet secondaire n’a été constaté sur les souris. Apres le
sacrifice de ces souris, leur cerveau a été prélevé afin de vérifier que les molécules passaient la
barriére hémato-encéphalique. Florian Descamps et Catherine Piveteau ont réalisé 1’extraction

des molécules des tissus cérébraux et ont effectué la quantification par chromatographie liquide
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et spectrométrie de masse des molécules dans le cerveau des animaux traités. Les molécules
sont effectivement présentes dans le cerveau, et la Figure 33 illustre la quantité de chaque
molécule retrouvée dans le tissu cérébral des souris. On peut voir que la quantité présente est
proportionnelle a la dose de molécule administrée, mais surtout que MAGS s’accumule en plus

forte quantité par rapport a PEL qui semble étre éliminé plus facilement.
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Figure 34 : Evaluation de I'anxiété des souris THY-Tau22 traitées ou non avec PEL ou MAGS. Les
données du test du Labyrinthe en croix surélevé sont rapportées sur I'histogramme en tant que moyennes
+ SEM (n = 10 animaux par condition) du temps passé dans les bras ouverts (points) par rapport aux
bras fermés (triangles et barres hachurées). Les souris THY-Tau22 sont moins anxieuses que les souris
de type sauvage (WT) mais les traitements PEL ou MAGS n'ont eu aucun effet sur I’anxiété des souris.
Les différences entre les moyennes étaient statistiquement non significatives (ns).

L’anxiété des souris, qui peut interférer avec les tests de mémoire, a été évaluée chez les souris
THY-Tau22 et de phénotype sauvage (WT). Malgré le fait que les souris THY-Tau22 soient
significativement moins anxieuses et aillent davantage dans les bras ouverts que les souris WT,
ce qui est un comportement caractéristique du modele (Van der Jeugd et al., 2013), les
traitements PEL et MAGS n'ont montré aucun impact significatif sur le pourcentage de temps
passé dans les bras fermés ou les bras ouverts pour les souris WT ou THY-Tau22 (Figure 34,
n=10 animaux par groupe ; p=0,53). Ainsi, les traitements n'ont pas affecté significativement
I'anxiété basale des souris WT et THY-Tau22, suggérant que les tests de mémoire apres les

traitements n’ont pas été influences par des biais comportementaux.
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Figure 35 : PEL restaure la mémoire a court-terme dans le modele de souris THY-Tau22. Test de
mémoire a court terme du labyrinthe en Y, avec les animaux non traité (non coloré) vs. les THY-Tau22
traitées avec PEL (bleu) et MAGS (gris). Les histogrammes représentent les moyennes + SEM (n = 10
animaux par condition) du temps passé dans le nouveau bras (points) par rapport aux deux autres bras
(triangles et hachures). La significativité au test statistique de Mann-Whitney est indiquée par * : p <
0,05, ** : p< 0,01, *** : p< 0,001, et **** : p <0,0001, ns ; non significatif.

Bien que des enchevétrements neurofibrillaires de protéine Tau soient observes dans
I'nippocampe des THY Tau22 a 6 mois, les troubles cognitifs dans ce modele sont modérés
avant cet age (Carvalho et al., 2019). La pathologie se renforce a 7 mois, stade auquel les souris
THY-Tau22 commencent a présenter des troubles de la mémoire spatiale et un développement
continu de la pathologie Tau (Sergeant et al., 2019). Les déficits de mémoire spatiale associés
s'aggravent ensuite au fil du temps pour atteindre un maximum a 10 mois (Schindowski et al.,
2006; Van der Jeugd et al., 2013). Afin de comparer les effets in vivo de PEL et de MAGS, un
test de mémoire spatiale a court-terme a été effectué a 7 mois, apres les 6 semaines de traitement
dans un paradigme curatif. Dans le test du labyrinthe en Y, les souris WT de 7 mois traitées a
1 mg/kg avec MAGS ont passé moins de temps dans le nouveau bras que les souris WT non
traitées (Figure 35). A la méme dose, PEL n'a pas modifie les performances des souris WT. A
7 mois, les souris THY-Tau22 non traitées présentaient des troubles de la mémoire avec une
absence de préférence entre le nouveau bras et les autres. Le traitement MAGS n'a eu aucun
effet significatif sur la mémoire spatiale des souris THY-Tau22. En revanche, le traitement PEL
a 1mg/kg a permis une atténuation significative des troubles de la mémoire des souris THY-
Tau22.
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Figure 36 : PEL diminue la phosphorylation pathologique et I’hyperphosphorylation de Tau et
augmente également la synthése de PP2Ac. (A) Western blot de la synthése de Tau dans le cortex et
I’hippocampe de souris THY-Tau22 traitées ou non avec PEL ou MAGS en utilisant deux anticorps anti
pan-Tau N-terminal (Nter) et C-terminal (Cter), et anti Tau phosphorylée au niveau de la thréonine 212
et de la sérine 214 (T212-S214), de la sérine 262 (S262), de la sérine 396 (S396), de la sérine 422 (S422),
et des résidus Tau non phosphorylés compris dans la séquence Tau 198-204 (unphospho Tau 198-204).
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(B) Quantification de la synthése de Tau par Western Blot. Les conditions non traitées ont recu la valeur
de 100 %. Les moyennes £ SEM sont représentées. La significativité au test de Mann-Whitney est
indiquée * : p < 0,05. (C) Electrophorése sur gel bidimensionnelle et Western blot des isovariants de la
Tau totale humaine dans le cortex ou I'hippocampe provenant d'animaux non traités, traités par PEL ou
MAGS. L'orientation acido-basique (pl) des Western blots 2D est indiquée sur I'axe des X, et le poids
moléculaire apparent de la protéine Tau de 64 kDa est indiqué sur I'axe des y. Les lignes pointillées
verticales englobent I'isovariant tau le plus acide, et les différences sont indiquées par des pointes de
fleches. Les isovariants Tau s'étendent vers des points isoélectriques plus acides dans les extraits de
cerveau hippocampique THY-Tau22 d'animaux non traités. L'électrophorese bidimensionnelle est
représentative d'un pool de cing animaux par condition. (D) Western blots de la sous-unité catalytique
C de PP2A (PP2Ac), de la déméthyl PP2Ac et de la GAPDH, et représentations d'histogramme de
I'analyse semi-quantitative de la synthese la sous-unité catalytique de la phosphatase PP2Ac dans le
cortex et I'hippocampe des souris non traitées (valeur de 100 %) et des animaux THY -Tau22 traités avec
PEL ou MAGS. Les histogrammes du rapport du déméthyl PP2Ac¢ sur la production totale de PP2Ac
sont exprimés en pourcentage de la condition non traitée qui a recu la valeur de 100 %.

Les troubles cognitifs sont associés a une progression de la pathologie Tau dans I'hnippocampe
et le cortex des souris THY-Tau22 (Van der Jeugd et al., 2013). Ainsi, les troubles de la
mémoire pourraient étre liés a une modification de la pathologie Tau et I'état de phosphorylation
de la protéine Tau. Nous avons évalué la synthese hippocampique et corticale de Tau ainsi que
les niveaux de phosphorylation de Tau a 1’aide d’anticorps dirigés contre les extrémités N- et
C-terminale de Tau, et contre les phospho-sites spécifiques connus pour étre hyperphosphorylés
dans la MA (Augustinack et al., 2002), ainsi que contre les épitopes qui ne sont détectés que
lorsque des processus neurofibrillaires sont présents (7212/s214 et s422). Le traitement avec
PEL ou MAGS n'a pas changé la production globale de la protéine Tau totale que ce soit dans
le cortex ou dans 1’hippocampe des souris THY-Tau22 (Figure 36A). La phosphorylation de
Tau sur les épitopes physiologiques ou pathologiques apres le traitement MAGS n'était pas
significativement diminuée, a I’exception de la phosphorylation sur la sérine 262 (Figure 36B).
De maniére notable, PEL a diminué le niveau de Tau phosphorylée sur la s396 et la s262 et a
diminué les épitopes pathologiques t212/s214 et s422 dans le cortex de moitié. De plus, PEL a
considérablement réduit la phosphorylation de Tau aux sites s262, s396 et s422, et les phospho-
sites 1212/s214 ; cependant, ce n’était pas statistiquement significatif (p=0,0625) dans
I'nippocampe des souris THY Tau22 traitées (Figure 36B). Les traitements PEL ou MAGS
n’ont pas modifié les niveaux de Tau non-phosphorylée sur les acides aminés 198-204. Le statut
global de phosphorylation a ensuite été analysé par électrophorése sur gel bidimensionnelle et
marquage de la Tau totale avec I'anticorps pan-Tau Cter. Les isovariants phosphorylés migrent
vers les points isoélectriques plus acides des gels 2D. Une réduction de ces isovariants acides a
été observée dans le cortex et I'nippocampe de souris THY-Tau22 traitées avec PEL et MAGS

par rapport aux souris THY Tau22 non traitées (Figure 36C), les isovariants comprenaient les
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lignes pointillées et étaient indiqués par des pointes de fleche). La phosphorylation de Tau est
contrélée par les phosphatases et les kinases, la production de la principale sérine/thréonine
phosphatase de Tau, PP2A (Liu et al., 2005) a donc été investiguée. Avec le traitement MAGS
et PEL la synthese de la sous-unité catalytique PP2Ac est restée inchangée dans le cortex
(Figure 36D). Cependant, PEL a fortement augmenté la synthese de PP2Ac dans I'hippocampe
des souris THY-Tau22.

La méthylation ou la deméthylation de la sous-unité catalytique de PP2Ac sur la leucine 309
reflete son activité phosphatase, ou PP2Ac méthylée correspond a la forme activée de la
phosphatase (Papon et al., 2013; Sontag and Sontag, 2014; Ahmed et al., 2020). Le rapport de
PP2Ac déméthylé sur PP2Ac n'a montré aucune modification significative entre les animaux

non traités et traités, suggérant une activité inchangée (Figure 36D).
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Figure 37 : Le traitement avec PEL diminue la fraction de Tau phosphorylée insoluble chez les
souris THY-Tau22. (A) Western blot des protéines Tau (Pan-Tau Nter), des protéines Tau
phosphorylées sur la sérine 396 (Phospho-Tau s396) et des protéines Tau non-phosphorylées
(Unphospho Tau 198-204) dans les culots bruts (Crude), S1 a S3 et C3 insolubles provenant de
I'nippocampe de souris THY-Tau22 non traitées (-) ou traitées au PEL (+). La GAPDH a été réalisée
afin de s'assurer qu'une quantité égale de matériel a été chargée entre les fractions de protéines non
traitées et traitées. (B, C, D) Histogrammes représentant le rapport moyen entre le signal de la fraction
insoluble (C3) divisé par le signal de la fraction soluble (S1) plus insoluble pour Pan-Tau Nter, phospho

139



Tau s396 et Tau non phosphorylée 198-04 dans les fractions hippocampiques des THY-Tau22 traitées
ou non avec PEL (n=5 pour la condition non-traitée et n=4 pour la condition PEL).

Les dégénerescences neurofibrillaires sont caractérisées par une agrégation de protéines Tau
d'hyper- et anormalement phosphorylées. Cette agrégation est associée a une insolubilité accrue
de Tau (Schindowski et al., 2006). La solubilité de Tau a été etudiée plus en détail en investigant
les fractions Tau insolubles (Sergeant et al., 2003) des souris THY-Tau22 traitées avec MAGS
ou PEL. La Tau totale et la Tau phosphorylée a la sérine 396 ont été réduites dans la fraction
insoluble (C3) du tissu cérébral des souris traitées avec PEL (Figures 37). La Tau non
phosphorylée est resté inchangée dans cette méme fraction insoluble (C3). Le traitement avec
MAGS n’a pas modifié la distribution de la Tau totale ou phosphorylée sur la sérine 396 que ce
soit dans les fractions protéiques solubles ou insolubles (Figure 38). Par conséquent, alors que
MAGS a 1 mg/mL n'a pas affecté I'insolubilité de la protéine Tau, PEL a permis de diminuer
I’insolubilité de Tau dans les THY-Tau22 traitées.
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Figure 38 : Analyse de I'insolubilité de Tau dans le cerveau des souris THY-Tau22 traitées avec
MAGS. Représentations en histogrammes du rapport moyen £ SEM entre le signal de la fraction
insoluble (C3) divisé par le signal dans la fraction soluble (S1) plus insoluble pour le marquage Pan-
Tau Nter et Phospho-Tau s396 dans les fractions hippocampiques des souris THY-Tau22 traitées ou non
avec MAG (n = 5 pour les animaux non traités et n = 4 pour les animaux traités avec MAGS). Les
différences moyennes étaient statistiquement non significatives (ns).
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Figure 39 : La pathologie Tau et I'astrogliose sont réduites chez les souris THY-Tau22 traitées avec
PEL. (A) Immunohistochimie avec des anticorps phospho-Tau dirigés contre les phospho-épitopes
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s202/7205 et s396/s404 ou les épitopes pathologiques (v212/s214) dans I'hippocampe des animaux THY -
Tau22 traités ou non avec PEL. (B) Le nombre moyen de neurones marqués sur les épitopes s202/7205,
s396/5404 et 1212/s214 contenant de la DNF (dégénérescence neurofibrillaire) observés dans la zone
CALl de I’hippocampe des animaux THY-Tau22 traités ou non avec PEL ont été dénombrés et sont
représentés sur I'histogramme. (C) Les astrocytes réactifs ont été marqués avec un anticorps anti-GFAP
dans les sections de I'hippocampe des souris THY-Tau22 non traitées et traitées avec PEL. (D)
Représentation sous forme d’histogramme du rapport du marquage GFAP sur la surface totale de
I'hippocampe en pourcentage. (E) Analyse par immunofluorescence de la DNF et de 1’astrogliose dans
I'nippocampe des souris THY-Tau22 traitées ou non avec PEL. L'anticorps s422 a été utilisé pour la
détection des DNF (en vert) et I'anticorps GFAP a été utilisé pour marquer les astrocytes réactifs (en
rouge). Ainsi, les marquages s422 et GFAP étaient significativement réduits dans les souris THY-Tau22
traitées avec PEL. (F) Rapport du nombre de DNF positifs pour 1’épitope s422 sur la surface totale en
mm? dans la CA1 de I'nippocampe des THY-Tau22 non traitées ou ou traitées avec PEL. (G) Rapport
du marquage GFAP sur la surface totale en mm? dans la CA1 hippocampique des souris THY-Tau22
traitées ou non avec PEL. Les différences statistiques entre les conditions non traitées et traitées ont été
considérées significatives avec une valeur p inférieure a 0,05 (*). Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM de trois sections hippocampiques individuelles par animal et un minimum de quatre
animaux par condition.

Les souris THY-Tau22 présentent des enchevétrements neurofibrillaires ainsi qu'une
astrogliose modeérée (Schindowski et al., 2006). Afin d’évaluer plus en détail 1’effet modulateur
de nos composés, la quantité de dégénérescence neurofibrillaire (DNF) dans la zone CAL de
I'nippocampe a été étudiee par immunohistochimie en utilisant des anticorps dirigés contre les
épitopes de Tau hyperphosphorylée s202/7205 et s396/s404 et les phospho-sites de Tau
pathologiques 1212/s214. Le traitement avec MAGS a entrainé une légére, mais non-
significative, réduction du nombre de DNF (Figure 40 A, B). Chez les animaux THY-Tau22
traités avec PEL, les neurones contenant de la DNF positifs pour les épitopes s202/T205 et
s396/s404 ont €té significativement réduits (Figure 39 A, B). Le nombre de DNF marquée avec
I'anticorps anti phospho-Tau pathologique 1212/s214 a été réduit également, mais pas de
maniere significative (p=0,0952). De maniére intéressante, une réduction significative de la
DNF marquée par I’anticorps phospho-Tau s422 a été observée par immunofluorescence,
démontrant en outre que le traitement avec PEL permet de réduire la pathologie Tau (Figure 39
E, F). En revanche MAGS n’a pas eu d’effet sur le nombre de neurones contenant de la DNF
positifs pour 1’épitope s422 en immunofluorescence (Figure 40 C, D). L'activation astrogliale
est déclenchée parallélement au développement de la pathologie Tau (Schindowski et al., 2006;
Laurent et al., 2017, 2018) et favorise vraisemblablement son développement (Laurent et al.,
2018; Ising et al., 2019). L'influence de PEL et MAGS sur l'activation des astrocytes a donc été
étudié plus en détail, a la fois par immunohistochimie et immunofluorescence. Le traitement
avec MAGS n'a pas modifié le nombre d’astrocytes positifs pour la GFAP (Figure 40 C, E). En
revanche, les souris THY-Tau22 traitées avec PEL ont montré une réduction significative des
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astrocytes GFAP-positifs a la fois par immunohistochimie et immunofluorescence (Figure 39

D, G). Cette diminution du marquage GFAP a été associée a une modification limitée de la

synthése de la connexine43, une protéine de jonction majeure des astrocytes (Figure 41).
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Figure 40 : La pathologie Tau et I'astrogliose demeurent inchangées dans les animaux THY-Tau22
traités avec MAGS. (A) Immunohistochimie avec les anticorps phospho-Tau dirigés contre les
phospho-épitopes s202/7205 et s396/s404 ou épitopes pathologiques (+212/s214) dans I'hippocampe
d'animaux THY-Tau22 traités ou non avec MAGS. (B) Le nombre moyen de neurones marqués
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contenant de la DNF observés dans la CAL de I'hippocampe sont représentés sur I'histogramme. Les
neurones marqués avec les s202/7205, s396/s404 et 1212/s214 ont été denombrés dans I'hippocampe
d'animaux non traités et traites avec MAGS. Les différences statistiques étaient non significatives (ns).
(C) Analyse par immunofluorescence des DNF et de 1’astrogliose dans 1'hippocampe des souris THY -
Tau22 traitées ou non avec MAGS. L'anticorps s422 a été utilisé pour la détection de la DNF (en vert)
et I'anticorps GFAP a été utilisé pour marquer les astrocytes réactifs (en rouge). (D) Rapport du nombre
de DNF positives a I’anticorps s422 sur la surface totale en mm? de la CA1 de I'hippocampe d'animaux
THY-Tau22 non traités ou traités avec MAGS. (E) Rapport du marquage GFAP sur la surface totale en
mm? de la zone CA1 hippocampique des souris THY-Tau22 traitées ou non avec MAGS. Les statistiques
étaient non significatives (ns). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM & partir de 3 tranches de
cerveau par animal et pour 4 animaux par condition.
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Figure 41 : PEL et MAGS n’ont pas modifié les niveaux de synthése de connexine43 dans les
animaux THY-Tau22. (A) Western blot de lysats cérébraux de souris THY-Tau22 ou de souris THY -
Tau22 traitées avec 1 mg/kg de PELou MAGS utilisés pour évaluer les niveaux de production de la
protéine Connexin43. (B) Quantification Western-blot de la synthése de la Connexin43 dans
I'nippocampe et le cortex, exprimée en pourcentage de la condition controle. Les histogrammes
représentent les moyennes = SEM (n = 5 souris pour chaque condition).
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Figure 42 : Mesures ELISA guantitatives de la concentration plasmatique de Tau dans les souris
THY-Tau22 WT, non traitées, traitées avec MAGS ou traitées avec PEL. Les histogrammes
représentent les moyennes = SEM pour chaque condition (n = 7 animaux par condition). Le test
statistigue de Mann-Whitney a été considéré comme significatif lorsque p < 0,01 (*), ns: non
significatif.

La quantité de Tau dans le plasma des souris THY-Tau22 a ensuite été investiguée afin de
savoir si le traitement PEL ou MAGS pouvait augmenter la clairance plasmatique de Tau
(Figure 42). MAGS n’a pas modifié¢ le niveau basal de Tau dans le plasma des souris THY -
Tau22, et la baisse de la phosphorylation de Tau suite au traitement avec PEL n'a pas été suivie
d'une augmentation de la clairance plasmatique de Tau, suggérant que les effets positifs
observés avec le traitement PEL sur la diminution de la pathologie Tau ne sont pas liés a une

modification de la clairance plasmatique de la protéine Tau.

145



Cortex Hippocampus

Untreated PEL MAGS Untreated PEL MAGS

APP S S S S S SR O R e e (B e 98 KDa

sce A DR AR BREE om0 A oo
GAPOH WM WD BN (I e SN QR UER SUNR A S S— 000

B
Cortex Hippocampus
ns
250+ — 200+ om0
ns b =1
—_ . f 1 . a2y L}
& 200 - £ 150-
I I
o 150 8
K 3 100 -
9 100 - o
o
5 50+ & S0
0 [
Untreated  PEL MAGS Untreated  PEL MAGS
140 ns l+l
A ' 1 200
_ ns 7 _ ,—,'
£ L4 £ -
T 120 A < 1509 (]
2 S g
& 100 . & 100- -
i} u
Q 804 Q 507
o [+e]
80" Untreated  PEL MAGS " Untreated  PEL MAGS

Figure 43 : PEL et MAGS n'ont pas modifié les niveaux de synthése d'APP et de BACEL. (A) Les
lysats cérébraux de souris THY-Tau22 non traitées ou de souris THY-Tau22 traités avec 1 mg/kg de
PEL ou MAGS ont été résolus par électrophorése sur gels puis marqués avec les anticorps APP et
BACEL. (B) La semi-quantification des niveaux de synthese d'APP et BACEL est représentée sous
forme de pourcentage de la condition non traitée pour les échantillons du cortex ou de I'hippocampe de
souris traitées avec PEL ou MAGS. (n=5 souris pour chaque condition).
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Figure 44 : PEL et MAGS n'ont pas modifié les niveaux de synthése des marqueurs de I'autophagie
.(A\) Les western blots de lysats cérébraux de souris THY-Tau22 ou de souris THY-Tau22 traitées avec
1 mg/kg de PEL ou MAGS ont été incubés avec les anticorps ciblant LC3B, p62, mTOR, phospho
mTOR, p70S6K et phospho p70S6K. (B-E) Semi-quantification sous forme d'histogramme des niveaux
de synthese de LC3B (B), p62 (C), du ratio phospho mTOR / mTOR (D) et du ratio phospho p70S6K /
p70S6K (E) dans le cortex et I'nippocampe de souris THY-Tau22 non traitées et traitées avec PEL ou
MAGS, exprimé en pourcentage de la condition contrdle (n = 5 souris par condition). Les tests
statistiques non significatifs sont indiqués (ns).
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In vitro, MAGS contrairement a PEL, a conduit a I’augmentation de la synthése des marqueurs
d'autophagie tels que p62 ou LC3, tandis que les deux molécules sont des inhibiteurs non
competitifs de la R-secrétase. La production de I'APP et de BACEL ainsi que plusieurs
marqueurs de l'autophagie a ainsi été analysée, afin de mieux comprendre les mécanismes
d’action des molécules in vivo. La synthése de I’APP et de BACE1 n'a pas été modifiée par les
traitements avec PEL ou MAGS (Figure 43). La synthese de LC3 ou de p62 est resté inchangee
dans les conditions de traitement par rapport aux souris THY-Tau22 non traitées (Figure 44).
De plus, mTOR et la synthese de sa kinase cible en aval p70S6 ainsi que sa phosphorylation
(p70S6K) n'ont pas été modifiées non plus par les traitements avec MAGS ou PEL dans les
souris THY-Tau22. Ces résultats suggerent que l'autophagie ne fait pas partie de la cascade de

signalisation modulée par nos molécules.

Dans cette étude, nous avons montré qu’un traitement curatif avec PEL a 1 mg/kg,
contrairement & un traitement avec MAGS a la méme dose, conduit & une restauration des
fonctions cognitives, a une réduction de la pathologie Tau et a une diminution de 1’astrogliose
dans le modele transgénique de pathologie Tau hippocampique THY-Tau22. L’activité
lysosomotropique semble donc dispensable et I'effet de notre molécule reposerait sur une
modification du traitement de I'APP via un effet de modulation de la B-secrétase.
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II. Etude de ’activité de PEL sur le modele APP/PS1

Le but de cette deuxiéme étude était de mettre en évidence si PEL, qui est capable d’influencer
le métabolisme de I’APP in vitro en le redirigeant vers la voie non-amyloidogénique, pouvait
également étre efficace sur la pathologie amyloide in vivo dans le modele APP/PS1, et

également d’investiguer par quels mécanismes d’action PEL serait susceptible d’agir.
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Figure 45 : PEL restaure la mémoire a court-terme et long-terme des souris APP/PS1. A. Test de
locomotion et de motricité des animaux WT et APP/PS1 non-traités versus traités avec PEL. Les
histogrammes représentent les moyennes + SEM de la distance parcourue pendant 10 min par les
animaux. B. Test d'anxiété des animaux WT et APP/PS1 non-traités versus traités avec PEL. Les
histogrammes représentent les moyennes £ SEM du temps passé dans les bras ouverts (triangle) par
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rapport aux bras fermés (points et barres hachurées). C. Test de mémoire a court-terme des animaux WT
et APP/PS1 non-traités versus traités avec PEL. Les histogrammes représentent les moyennes = SEM
du temps passé dans le Nouveau bras (triangle) par rapport a I’autre bras (points et barres hachurées).
D, E. Phase d'apprentissage du test de mémoire a long-terme entre le jour 1 et le jour 4 des animaux WT
et APP/PS1 non-traités versus traités avec PEL, sont représentées la latence totale et le nombre total
d'erreurs nécessaires aux souris pour trouver le trou cible. F. La mémoire spatiale a été évaluée 72 h
apres le dernier jour de la phase d'apprentissage. Les résultats représentent le pourcentage de temps
passé dans le quadrant cible par rapport aux quadrants non-cibles (autres). Les souris WT (traitées avec
de I'eau ou PEL) ont passé davantage de temps dans le quadrant cible, indiquant une mémoire spatiale
préservée, alors que les souris APP/PS1 présentaient des déficits nets de mémoire spatiale, comme le
souligne leur absence de préférence pour le quadrant cible. Les souris APP/PS1 traitées avec PEL se
sont comportées de maniére similaire aux souris WT, suggérant que le traitement a permis de supprimer
les troubles de la mémoire a long-terme. * : p <0,05, ** : p <0,01, *** : p <0,001, **** : p <0,0001, ns :
non significatif en utilisant le test Two-Way ANOVA; N = 8-12 par groupe.

Dans la présente conception expérimentale, des souris APP/PS1, un modele d’amyloidogenése,
et des souris WT ont été traitées avec 1 mg/kg de PEL, en utilisant un paradigme curatif décrit
précédemment comme améliorant la pathologie dans un modele murin de pathologie Tau
hippocampique (Tautou et al., 2021). Les souris ont été traitées de 8 a 12 mois, apres I'apparition
de la pathologie amyloide et des déficits cognitifs associés dans ce modele transgénique
(Jankowsky et al., 2001). Aprés 3 mois de traitement, la motricité et lI'anxiété des souris
APP/PS1 ont été évaluées grace a un actimetre infrarouge et le test du Labyrinthe en croix
suréleve. Comme le montre la Figure 45A, les souris APP/PSL1 étaient plus actives que les souris
WT, mais PEL n'a eu aucun impact sur la distance parcourue (p > 0,05). En ce qui concerne le
test d’anxiété, les souris APP/PS1 étaient moins anxieuses que les souris WT, cependant aucun
impact significatif de PEL sur le temps passeé dans les bras ouverts vs les bras fermés n’a été
constaté (Figure 45B ; p > 0,05), suggérant que le traitement n'a eu aucun impact sur l'anxiété
chez les souris WT et APP/PS1. Nous avons ensuite évalué I'impact de PEL sur la mémoire
spatiale a court et & long terme en utilisant respectivement le labyrinthe en Y (Y-Maze) et le
test de Barnes. Dans le test du Y-Maze, les groupes WT traités et non-traités ont passé
davantage de temps dans le bras ‘Nouveau’, leur mémoire a court-terme n’est donc pas altérée
(Figure 45C). Le groupe APP/PS1 non-traité a passé le méme temps dans le bras ‘Nouveau’
que dans les autres bras sans distinction de preférence, ce qui souligne 1’altération mnésique
dans ce modeéle. De maniére intéressante, les souris APP/PS1 traitées avec PEL ont passé
significativement plus de temps dans le bras ‘Nouveau’ que dans les autres bras (p < 0,001),
montrant que le traitement PEL a permis de restaurer la meémoire a court-terme des souris
APP/PS1. En ce qui concerne le test de Barnes, pendant la phase d'entrainement, tous les
groupes ont présenté une diminution du nombre total d'erreurs et de la latence totale a trouver
le trou cible au fur et a mesure des essais (Figure 45D et E; p < 0,0001, ANOVA
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bidirectionnelle). Soixante-douze heures apres la phase d'entrainement, le test a été effectué
afin d’évaluer la mémoire spatiale a long-terme des souris APP/PS1. Quel que soit le traitement
(PEL ou eau), les souris WT ont montré une nette préférence pour le quadrant cible par rapport
aux autres zones (Figure 45F ; WT non traité : p < 0,05 ; WT PEL24-199 : p < 0,0005). En
revanche, les souris non traitées APP/PS1 n'ont montré aucune préférence pour le quadrant cible
et présentaient des déficits de mémoire spatiale a long-terme, comme attendu dans ce modéle a
I'd4ge de 12 mois (p > 0,05). De maniere notable, le traitement avec PEL a considérablement
atténue les troubles de mémoire spatiale a long-terme chez les souris APP/PS1, comme le
démontre le temps significatif passé dans le quadrant cible par rapport aux autres quadrants des
souris APP/PS1 traitées avec PEL (p < 0,05). Ensemble, ces résultats indiquent qu'un traitement
curatif de 4 mois avec PEL a permis de restaurer la mémoire & court et a long-terme dans un

modele transgénique d'amyloidopathie.
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Figure 46: PEL réduit I’agrégation du peptide Ap dans le modéle APP/PS1. A. Images
représentatives de la coloration 4G8 dans I'hippocampe des souris APP/PS1 de 12 mois traitées avec de
I'eau ou PEL. Barre d'échelle = 200 pm. La distribution des dépots AP (B), leur taille et leur nombre
(C,D) ont été examinés dans I'hippocampe et dans le cortex des souris APP/PSL1 traitées ou non avec
PEL. Le traitement PEL a réduit significativement a la fois dans le cortex et I'hippocampe la surface
converte par les dépdts AP (B) et la densité des plaques de taille inférieure (entre 50-250 um?) par
rapport aux animaux APP/PS1 non-traités (50 —250 um?, p < 0,0001 en utilisant I'ANOVA a deux
facteurs ; N = 4-5 par groupe)(C,D). E. Images représentatives de la coloration Thioflavine-S (vert) et
DAPI (bleu) dans I'nippocampe des souris APP/PS1 de 12 mois traitées avec de I'eau ou PEL. Panneaux
supérieurs : barre d'échelle = 500 um ; Panneaux inférieurs : barre d'échelle = 200 um. Le nombre (F)
et la surface (G) couverte par les plagues positives a la Thioflavine-S par mm?2 ont été étudiés dans le
cortex et I'nippocampe des souris APP/PSL1 traitées ou non avec PEL. Tant dans le cortex que dans
I'nippocampe, la surface et le nombre de plagues amyloides ont été significativement diminués. La
significativité au test statistique de Mann-Whitney est indiquée par * : p < 0,05. H, I. Analyse par western
blot réalisée dans le cortex et I'hippocampe des souris APP/PS1 traitées ou non avec PEL. L'analyse n'a
révélé aucun changement dans la synthése de I’ APP totale, des fragments carboxy-terminaux (CTF), du
peptide AP et de ' APP phosphorylée sur la Thr668 (N = 5-6 par groupe).

Dans ce modeéle, le dépot d'Ap commence a 4 mois dans le cortex et a 6 mois dans I'hippocampe.
Les dépbts amyloides augmentent en taille et en nombre avec I'dge avec un maximum atteint
vers 12 mois (Garcia-Alloza et al., 2006). Pour étudier I'accumulation de peptides AP dans les
animaux traités et non traités, un marquage immunohistologique anti-Ap a été effectué avec
I’anticorps 4G8, qui détecte en plus des plaques AP également des dépdts de peptides AP moins
condenses (y compris des fibrilles) (Figure 46A). Apreés le traitement avec PEL, une forte
réduction du pourcentage de surface couverte par les dépots AP dans 1'hippocampe a été
observée par rapport aux souris APP/PS1 non traitées (F (1, 12) = 23,02, p = 0,0004) (Figure
46B). De maniere intéressante, si I'on examine en détail la réduction de ces structures 4G8-
positives, I'analyse ANOVA a montré que PEL réduisait les plaques AP de petite taille,
inférieures a 250 um? (F (1, 12) = 32,20, p = 0,0001), alors que les plaques AP plus grandes
entre 250 et 500 um2 n'ont pas été affectées par le traitement (p = 0,3601) (Figure 46 C, D).
Afin d’investiguer le nombre et la taille des plaques amyloides a noyau dense dans I'hippocampe
et le cortex des souris APP/PS1 traitées avec PEL, la coloration a la Thioflavine-S a été réalisée
dans les tranches de souris identiques a celles utilisées pour les expériences avec le marquage
4G8. Comme attendu, cette analyse a présenté des valeurs plus faibles pour la coloration a la
Thioflavine-S que pour le pourcentage de surface couverte par les structures positives au
marquage 4G8 chez les souris APP/PS1 non traitées (Figure 46 E). Le nombre de plaques
amyloides par mm? était considérablement reduit a la fois dans le cortex et dans I'hippocampe
des souris traitées avec PEL (Figure 46 F). Le pourcentage de la surface du cortex et de
I'nippocampe qui était recouverte de plagques a également été réduit d'environ 4 fois par le

traitement PEL comparé aux souris non-traitées (Figure 46 G). Dans l'ensemble, ces données
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suggerent que PEL est capable de reduire de maniére significative la charge amyloide dans le
cerveau des souris APP/PS1. A l'inverse, aucune modification des niveaux de protéines totales

APP, AP, phospho APP (pThr668) ou APP-CTFs a été observée lors de I'analyse par western
blot (Figure 46 H, I).
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Figure 47 : Le traitement PEL diminue I'astrogliose et I'inflammation dans les souris APP/PS1. A.
Images représentatives du marquage avec la Thioflavine-S (vert), le DAPI (bleu) et le marqueur
d'astrocyte réactif GFAP (rouge) dans le cortex et I'hippocampe des souris APP/PS1 traitées ou non avec
PEL. Panneaux supérieurs : barre d'échelle = 500 um ; Panneaux inférieurs : barre d'échelle = 200 um.
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B. Le pourcentage de la surface totale couverte par les astrocytes positifs a la GFAP a été étudié dans le
cortex et I'nippocampe des souris APP/PSL1 traitées ou non avec PEL. Tant dans le cortex que dans
I'nippocampe, la surface des astrocytes positifs pour la GFAP s'est avérée significativement diminuée
(N = 4 par groupe). C. Images représentatives de I'immunomarquage GFAP dans I'hippocampe des
souris APP/PS1 de 12 mois traité avec de I'eau ou PEL. Barre d'échelle = 200 um. D. La surface occupée
par les astrocytes positifs pour la GFAP s'est avérée significativement diminuée dans I'nippocampe des
animaux traités avec PEL par rapport aux APP/PS1 non traités (N = 5-6 par groupe). E. Heat-map des
genes exprimés par les astrocytes et de la microglie activés dans le cortex et I'nippocampe de souris
APP/PS1 traitées avec PEL, exprimé en pourcentage du contrble APP/PS1 non traité (rouge :
augmentation de I'expression ; vert : diminution de I'expression). F, G, H, I, J. Expression relative des
génes GFAP, C3, Lcn2, Clec7a et TLR2 dans I'hippocampe des souris APP/PS1 traitées avec PEL,
exprimeé en pourcentage des APP/PS1 non traités (N=9-13 par groupe). K. Analyse semi-quantitative
par western blot de la synthése de la GFAP dans le cortex et I'hippocampe de souris APP/PSL1 traitées
ou non avec PEL. L. Histogrammes représentant les niveaux de protéine GFAP dans le cortex et
I'nippocampe des souris APP/PS1 traitées et non traitées avec PEL (N = 4-6 par groupe). La
significativité au test statistique de Mann-Whitney est indiquée par * : p < 0,05.

Chez les souris APP/PS1, une augmentation du nombre d'astrocytes GFAP+ est observée apres
6 mois, notamment autour des plaques amyloides (Kamphuis et al., 2012). Comme il a été
démontré précédemment que PEL affectait I'astrogliose dans un modele murin de tauopathie
(Tautou et al, 2021), le marquage par immunofluorescence avec la protéine acide fibrillaire
gliale (GFAP) a été utilisé pour étudier I'étendue de I'activation astrocytaire dans des tranches
de cerveau de souris APP/PS1 traitées ou non avec PEL (Figure 47A). Chez les souris APP/PS1
traitées par PEL, le pourcentage de la surface du cortex et de I'hippocampe recouverte par les
astrocytes positifs pour la GFAP était fortement réduit par rapport aux animaux non traités
(Figure 47B). De méme, le marquage immunohistologique a révélé une diminution significative
du pourcentage de surface couverte par les astrocytes activés dans I'hippocampe de souris
APP/PS1 traitées avec PEL (Figure 47C, D). Comme une augmentation du marquage GFAP
seul n'est plus considéré comme un marqueur suffisant pour classer un astrocyte comme réactif,
nous avons étudié par qPCR d'autres marqueurs astrocytaires dont 1’augmentation a été
démontrée dans les astrocytes réactifs (Escartin et al., 2021), ainsi que certains marqueurs
d'activation microgliale. Les résultats montrent que I’expression génique de la plupart des
marqueurs étudiés ont été diminués dans le cortex des animaux traités par rapport aux souris
APP/PS1 non traitées, mais les changements les plus importants ont été observés dans
I'nippocampe, ou 10 marqueurs sur les 11 testés ont été diminués, dont 5 de maniére
significative (Figure 47E). L'ARNm de la GFAP a été diminué, ainsi que celui de deux autres
protéines secrétees par les astrocytes réactifs, C3 et Lcn2 (Figure 47F, G, H). De plus, deux
marqueurs de la microglie TLR2 et Clec7a, importants dans les processus de

neuroinflammation (Liu et al., 2012; Krasemann et al., 2017), ont également été
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significativement réduits chez les animaux traités avec PEL (Figure 471, J). En accord avec les
résultats précédents obtenus, les niveaux de synthese de la protéine GFAP ont également
diminué a la fois dans I'hippocampe et dans le cortex des souris APP/PS1 traitées avec PEL
(Figure 47K, L). Dans I'ensemble, I'astrogliose et I'activation de genes microgliaux chez les
souris APP/PS1 sont toutes deux considérablement réduites par un traitement curatif avec PEL
et ce processus pourrait contribuer a I’amélioration de I'amyloidopathie et des troubles de la
mémoire constatées chez nos souris APP/PS1 traitées avec PEL.

La synthése de BACEL, sa localisation cellulaire et son activité sont controlées par plusieurs
facteurs. PEL possede une activité B-secrétase non-compétitive in vitro (Gay et al., 2018b),
nous avons donc étudié si certains facteurs de régulation, notamment PP2A, GGAL et

I'expression de BACEL elle-méme n'étaient pas modulés par notre traitement.
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Figure 48 : Le traitement PEL augmente la synthése des protéines PP2Ac et GGAL chez les souris
APP/PS1. A. Analyse semi-quantitative par western blot réalisée dans le cortex et I'hippocampe des
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souris APP/PSL1 traitées ou non avec PEL. B. Histogrammes représentant les niveaux de synthese des
protéines PP2Ac, GGAL, CDKS5 et Gsk3-f dans le cortex et I'hippocampe des souris APP/PS1 traitées
avec PEL, exprimés en pourcentage du contrdle non-traité. La synthése de PP2Ac a été significativement
augmentée a la fois dans le cortex et dans I'hippocampe et la synthese de GGAL a été augmentée dans
I'nippocampe. L'analyse n'a révélé aucun changement dans l'expression de CDK5 et Gsk3-p (N = 4-8
par groupe). La significativité au test statistique de Mann-Whitney est indiquée par * : p < 0,05 ; ** :
p<0,01, ns : non significatif.

Etant donné que la principale sérine/thréonine phosphatase de Tau PP2A (Liu et al., 2005) était
augmentée dans un modele de tauopathie hippocampique sous traitement PEL (Tautou et al.,
2021), nous avons voulu étudier par western blot si le niveau de synthese de PP2A était
également augmenté chez les souris APP/PS1 traitées avec PEL. En effet, le traitement de 4
mois avec PEL a fortement augmenté la synthese de la sous-unité catalytique PP2Ac dans
I'nippocampe et le cortex des animaux (Figure 48A, B), conformément aux résultats obtenus
dans le modele de tauopathie. Afin d'approfondir notre compréhension des mécanismes d'action
de PEL, nous avons examiné le profil de synthése de la protéine GGAL. Il a été démontré que
les protéines de liaison au facteur de ribosylation ADP localisées dans le Golgi (GGA)
interagissent avec le domaine cytoplasmique de BACEL d'une maniére dépendante de I'état de
phosphorylation de ce dernier et régulent son trafic endocytique (Wahle et al., 2005), modifiant
par la suite le traitement protéolytique de I'APP (von Arnim et al., 2006). Ainsi, GGAL est
essentiel pour médier le trafic rapide de BACE1 phosphorylé vers les endosomes de recyclage
et limiter la production de métabolites toxiques (Toh et al., 2018). Ici, le traitement PEL a
permis d’augmenter de maniere significative les niveaux de synthése de la protéine GGA1 dans
I'nippocampe, mais pas dans le cortex (Figure 48C). La production des kinases CDKS5 et GSK3-
B, impliquées dans I'hyperphosphorylation des protéines Tau et APP et entrainant plusieurs
changements pathologiques, a également été étudiée (Chang et al., 2006; Vossel et al., 2015;
Liu et al., 2016). Les niveaux de synthése des kinases CDKS5 et GSK3-f3 sont restés inchangé a
la fois dans I'hippocampe et le cortex des souris APP/PS1 traitées avec PEL (Figure 48D, E).
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Figure 49: Le traitement PEL augmente la synthése de L1 dans le cortex. A. Analyse semi-
quantitative par western blot réalisée dans le cortex et I'nippocampe des souris APP/PS1 traitées ou non
avec PEL. B. Histogrammes représentant les niveaux de synthese des protéines BACEL, L1 et NRG1
dans le cortex et I'nippocampe des souris APP/PSL1 traitées et non avec PEL, exprimés en pourcentage
du contrble non-traité. La production de BACEL a été diminuée de maniére non significative a la fois
dans le cortex et dans I'hippocampe et la production de L1 a été augmentée dans le cortex. L'analyse n'a
révélé aucun changement dans I'expression de NRG1 (N = 7-8 par groupe). La significativité au test
statistique de Mann-Whitney est indiquée par *** : p<0,001, ns : non significatif.

Les niveaux de synthese de la protéine BACEL apreés le traitement avec PEL ont été diminué a
la fois dans le cortex et I'hippocampe, mais pas de maniére significative (Figure 49A, B). Nous
avons également étudié 1’influence du traitement avec PEL sur la production de deux autres
substrats de BACE1, NGR1 et L1 (Willem et al., 2006; Zhou et al., 2012; Hu et al., 2016a). Les
niveaux de synthése de NRGL1 dans le cortex et I'nippocampe n'ont pas été modifiés par le
traitement. Cependant, un niveau accru de production de L1 a été trouvé dans le cortex, mais

pas dans I'hippocampe (Figure 49C, D).
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Figure 50 : Le traitement PEL ne modifie pas les niveaux d’AB1-40, AB1-42 et des oligoméres d’Ap
dans les souris APP/PS1. A. Les niveaux d’AB1-40 ont été déterminés dans les tissus du cortex et de
I’hippocampe des souris traitées ou non avec PEL grace a un ELISA. B. Les niveaux d’AB1-42 ont été
déterminés dans le cortex et I’hippocampe des souris traitées ou non avec PEL grace a un ELISA. C.
Les niveaux d’oligomeéres d’Ap ont été déterminés dans les tissus du cortex et de 1’hippocampe des
souris traitées ou non avec PEL grace a un ELISA. D. La quantité plasmatique d’AB1-40 et d’AB1-42 a
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été quantifiée dans le plasma des souris APP/PSL1 traitées ou non avec PEL grace a un dosage ELISA.
NS indique qu’aucune significativité au test statistique de Mann-Whitney a été obtenue.

Afin d’investiguer si le traitement avec PEL entrainait une modification des niveaux des
peptides AP dans le cerveau des souris APP/PS1, les niveaux d’AB1-40 et d’AB1-42 ont été
quantifiés par ELISA dans les lysats de tissus du cortex et de I’hippocampe. Aucune
modification des niveaux de ces formes du peptide AP n’a été constatée dans les souris
APP/PS1 traitées avec PEL (Figure 50 A, B). Les niveaux d’oligoméres d’AB ont également
été étudies par ELISA dans le cortex et I’hippocampe des animaux traités avec PEL et aucune
différence avec les animaux non traités n’a été observée (Figure 50 C). Afin d’évaluer si PEL
pouvait avoir un effet sur la clairance plasmatique des peptides AP, le taux de peptides AB1-40
et d’APB1-42 a ensuite été mesuré dans le plasma des animaux traitées avec PEL ou n’ayant pas
recu de traitement. De méme, le traitement avec PEL n’a entrainé aucune modification des taux

d’Ap plasmatique dans les souris APP/PS1.
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Figure 51 : PEL n’a pas modifié¢ les niveaux de synthése des marqueurs de I’autophagie p62 et
LC3. A. Analyse semi-quantitative par western blot des lysats de cortex et d’hippocampes des souris
APP/PS1 traitées ou non avec PEL. B. Histogrammes représentant les niveaux de production de p62 et
LC3 dans le cortex et I’hipppocampe des animaux APP/PS1 exprimés en pourcentage du contrdle non
traité. L'analyse n'a révélé aucun changement dans la production de ces deux protéines (N = 7-8 par
groupe). La non-significativité au test statistique de Mann-Whitney est indiquée par NS.
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Nous avons investigué les protéines liées au flux autophagique et I’influence que PEL pouvait
avoir sur celles-ci in vivo. Comme attendu d’aprés les résultats obtenus in vitro, PEL n’a eu
aucun impact sur la macroautophagie dans le modéele APP/PS1 et n’a pas modifié les niveaux
de synthese de p62 et LC3B (Figure 51).
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Figure 52 : PEL n’a pas impacté les niveaux de synthése de la protéine synaptique Fyn. A. Analyse
semi-quantitative par western blot des lysats de cortex et d’hippocampes des souris APP/PS|1 traitées ou
non avec PEL. B. Histogrammes représentant les niveaux de synthése de Fyn dans le cortex et
I’hipppocampe des animaux APP/PS1 exprimés en pourcentage du contrdle non traité. L'analyse n'a
révélé aucun changement dans la production de Fyn dans chacune des structures cérébrales (N = 7-8 par
groupe). La non-significativité au test statistiqgue de Mann-Whitney est indiquée par NS.

Etant donné I’importance de la protéine Fyn dans la médiation de la toxicité synaptique d’ AP
par la protéine Tau (Um et al., 2012; Nygaard, 2018), il était intéressant de regarder si la
molécule PEL possédait une action sur cette protéine clé dans le modele APP/PS1. Les analyses
en western blot ont révélé que le traitement avec PEL n’avait pas impacté les niveaux de

synthése de la protéine Fyn dans notre paradigme curatif (Figure 52).

Ensemble, ces résultats montrent que PEL est capable de restaurer les fonctions cognitives, de
diminuer 1’agrégation des peptides AP en plaques amyloides et de diminuer I’inflammation
dans le modele de souris APP/PS1. Nous avons également démontré que cet effet pourrait étre
médié par une baisse de 1’astrogliose induite par PEL, ainsi que par une augmentation de la
phosphatase PP2Ac et de la protéine GGAL. Cette eétude a donc permis de mettre en évidence

que PEL est efficace sur la pathologie amyloide in vivo.
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Discussion, conclusion et perspectives

La MA est multifactorielle, ce qui rend longue et complexe la mise au point d’une thérapie. La
communauté scientifique est constamment a la recherche de nouveaux composés actifs, et
I’identification d’une famille de molécules dérivées de la chloroquine par notre laboratoire a
permis d’initier une voie thérapeutique potentielle. Une stratégie de relation structure-activité a
été utilisée afin de comparer deux composés, PEL et MAGS qui ne différaient que par un seul
atome d’azote et qui possédaient un effet de repression non-compétitive de la p—secrétase.
Toutefois, I’activité lysosomotropique n’était associée qu’a la molécule MAGS in vitro (Gay et
al., 2018b). Cette activité lysosomotropique est commune a plusieurs composés dérivés
originellement de la chloroquine (Melnyk et al., 2015). Grace a I’alcalisation du pH
intravésiculaire, I’activité lysosomotropique de la chloroquine inhiberait I’activité [3-secrétase
dépendante du pH et réprimerait le flux autophagique (Schrader-Fischer and Paganetti, 1996;
Tam et al., 2014). 1l apparait donc essentiel de déterminer laquelle de ces deux activités est
importante pour 1’activité thérapeutique. Dans la premiére partie de cette étude, nous avons
montré que le composé modulateur de 1’activité de la B-secrétase PEL réduisait la pathologie
Tau, augmentait la production de la phophatase PP2Ac, diminuait les astrocytes activés positifs
a la GFAP et améliorait la mémoire spatiale a court-terme dans le modéle murin transgénique
de dégénération neurofibrillaire THY-Tau22. Ces résultats suggerent donc que la molecule
PEL, qui régule le métabolisme de I’APP in vitro, permet d’atténuer la pathologie Tau in vivo
dans un paradigme curatif. En revanche, la molécule MAGS n’a démontré aucun effet a dose
équivalente sur la pathologie Tau ou I’inflammation dans le modele THY-Tau22. Le dosage de
MAGS et de PEL dans le tissu cérébral des souris traitées a montre une accumulation de MAGS
dans le cerveau contrairement a PEL (concentration de 3 a 10 fois plus importante). Cette
accumulation pourrait contribuer a I’inefficacité de MAGS et pourrait a terme s’avérer délétére.
La question se pose de savoir si un dosage plus faible permettrait d’obtenir une meilleure
efficacité dans le cas de cette molécule. De plus, la chloroquine et les molécules ayant une
activité lysosomotropique inhibent le flux autophagique, cet effet ayant été montré
précédemment in vitro pour MAGS (Gay et al., 2018b). Plusieurs marqueurs de 1’autophagie,
dont mTOR et sa cible en aval p70S6K (Lipton and Sahin, 2014), ainsi que p62 et LC3, ont été
analysés, et aucune modulation n’a été observée in vivo aprés 7 semaines de traitement dans les

animaux THY Tau22. Ensemble, ces résultats suggerent que I’activité lysosomotropique n’est

164



pas nécessaire pour 1’activité in vivo de nos composés, alors que ’activité modulatrice de la -

secrétase est plus probablement essentielle.

Bien qu’une relation directe entre les aspartyl protéases BACEL ou BACE?2 et la production de
la protéine Tau n’ait pas encore été établie, de plus en plus d’études suggérent une interaction
entre la protéine Tau et la résultante du clivage de la protéine APP par la p-secrétase. Il a été
démontré que les inhibiteurs de la B-secrétase ou les modulateurs de la y-secrétase diminuent la
production de protéines Tau dans des neurones corticaux excitateurs dérivés de cellules souches
humaines (Moore et al., 2015). Apres le traitement des souris THY-Tau22 avec PEL, la
phosphorylation de la protéine Tau a été réduite aux sites hyperphosphorylés et aux sphospho-
sites pathologiques. De plus, la fraction insoluble de Tau ainsi que le nombre
d’enchevétrements neurofibrillaires ont été réduits. Cependant, la diminution de la
phosphorylation de Tau n’a pas été suivie d’une augmentation de la clairance plasmatique de
Tau, ce qui suggere que les effets positifs observés avec le traitement PEL sur la diminution de
la pathologie Tau ne sont pas liés a un changement dans la clairance plasmatique de la protéine
Tau. Cette modulation de la phosphorylation de Tau pourrait étre attribuée a la modification de
la production de la phosphatase PP2A, car il existe une relation inverse entre
I’hyperphosphorylation de Tau aux sites Ser202/Thr205 et I’activité de PP2A (Kins et al.,
2003). De plus, il a été démontré que 1’activation accrue de PP2A peut contribuer a la
restauration des fonctions cognitives chez les souris THY-Tau22, également dans un paradigme
curatif (Ahmed et al., 2020). La phosphatase PP2A est inhibée dans la MA. Il a ainsi été suggéré
qu’elle contribue a I’hyperphosphorylation de la protéine Tau et a la régulation du métabolisme
de I’APP (Taleski et al., 2021b). La synthese de la sous-unité PP2A a été augmentée chez les
souris THY-Tau22 traitées avec PEL mais pas chez les souris traitées avec MAGS, ce qui
montre tout d’abord 1’effet spécifique de PEL, et deuxiémement, nous pouvons supposer une
relation entre la réduction de la phosphorylation de la protéine Tau et 1’augmentation de la
production de PP2A. L’augmentation de la synthése de PP2Ac n’était pas associée a un
changement de son état de méthylation, ce qui suggére donc que I’augmentation de 1’activité
de PP2A est plus probablement la conséquence d’une production accrue de cette phosphatase
que d’un changement de son état de méthylation/déméthylation. Chez les souris traitées avec
PEL, la fraction insoluble de Tau a éte reéduite indiquant que la proportion de Tau agrégée a été
diminuée, ce qui a eu pour effet de diminuer les processus dégénératifs neurofibrillaires
existants, d’inhiber ces processus, ou les deux. Ces résultats sont renforcés par la diminution

significative du nombre de DNF dans le cerveau des animaux traités avec PEL. Nous avons
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donc démontré dans cette étude que PEL peut diminuer la phosphorylation de Tau et la DNF in
vivo, contribuant ainsi a la restauration de la mémoire spatiale a court-terme et a I’amélioration

de la pathologie Tau dans le cerveau des souris traitées.

Nos résultats concordent avec I’article de Moore et al. (Moore et al., 2015), dans lequel il a été
montré que la manipulation du métabolisme de I’ APP par inhibition de la B-secrétase entraine
une diminution de la quantité de protéines Tau, démontrant que le métabolisme de 1’ APP régule
la protéostasie de Tau. Un tel effet modulateur de I’ APP et de Tau a également été obtenu avec
un activateur de I’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA), suggérant en outre une autre
voie thérapeutique par I’activation au lieu de I’inhibition du flux autophagique (Bourdenx et
al., 2021). Nos données suggérent que la modulation du métabolisme de I’ APP avec de petites
molécules peut affecter non seulement les niveaux de protéines Tau, mais aussi le processus de
dégénérescence neurofibrillaire, et a son tour améliorer les fonctions cognitives. Peu d’études
portant sur des inhibiteurs/modulateurs de la p-secrétase ont démontré qu’ils restauraient ou
atténuaient les déficits comportementaux et de la mémoire dans des modéles de souris
transgéniques de la MA (Imbimbo and Watling, 2019; Sergeant et al., 2019). La recherche de
thérapies pour les maladies neurodégénératives a proposé plusieurs petites molécules
différentes comme candidates ciblant les Iésions AP ou Tau (Morimoto et al., 2013; Lecoutey
et al., 2014; Yahiaoui et al., 2016), y compris des modulateurs d’autophagie (Silva et al., 2020;
Bourdenx et al., 2021), mais a notre connaissance, aucun d’entre eux, sauf certains modulateurs
de I’autophagie (Bourdenx et al., 2021) dont les molécules du laboratoire, n’agit a la fois sur la
pathologie Tau et la pathologie amyloide. En plus d’étre les protéases nécessaires a la
production des peptides AP, BACE1 et BACE2 dégradent également les peptides Ap (Abdul-
Hay et al., 2012). Ainsi, les inhibiteurs actuels peuvent également affecter la dégradation des
peptides AP par une répression incompléte de 1’activité aspartyl protéase des protéases BACE
(Liebsch et al., 2019). Comme PEL n’est pas un inhibiteur enzymatique direct de BACEL, ce
composé peut moduler difféeremment le métabolisme de I’APP et donc potentiellement

empécher I’effet délétére des inhibiteurs complets de la B-secrétase.

L’astrogliose est une réponse inflammatoire qui potentialise la progression des maladies
neurodégéneratives et peut étre considéerée comme une cible thérapeutique potentielle (Phillips
et al., 2014; Chung et al., 2015). Les astrocytes ont une fonction de régulation des synapses et
de la plasticité neuronale, et, par exemple, la réduction spécifique de la connexin43 dans les
astrocytes réduit la déficience mnésique chez les souris APP/PS1 (Ren et al., 2018). La protéine

acide fibrillaire gliale (GFAP) est I’une des principales protéines de filaments intermediaires
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dans les astrocytes ; elle possede de nombreux réles cruciaux, elle serait notamment impliquee
dans les interactions entre les astrocytes et les neurones (McCall et al., 1996; Emirandetti et al.,
2006), le maintien de I’intégrité de la barriére hémato-encéphalique et la myélinisation (Liedtke
et al., 1996; Pekny et al., 1998), ou encore la protection aprés une Iésion neuronale (Tanaka et
al., 2002; Otani et al., 2006). Les niveaux d’astrocytes réactifs positifs a la GFAP sont
étroitement associés a la démence dans la MA (Perez-Nievas et al., 2013). Plus récemment, il
a été démontré que I’accumulation d’astrocytes sénescents favorise la formation d’agrégats de
Tau hyperphosphorylée, et que la réduction des astrocytes sénescents protege le modele de
souris transgéniques Tau PS19 du déclin cognitif et diminue la pathologie Tau (Bussian et al.,
2018). Ces études montrent ainsi une interaction étroite entre la pathologie Tau et I’astrogliose.
Ici, nous avons montré que les astrocytes réactifs positifs a la GFAP étaient réduits dans les
souris THY-Tau22 traitées avec PEL par rapport aux souris non-traitées. Cette réduction des
astrocytes réactifs pourrait résulter soit de DI’effet direct de PEL sur les astrocytes, soit
indirectement de la réduction de la pathologie Tau. La suppression de 1I’expression de MAPT
dans le modéle double transgénique APP/PS1x rTg4510 a réduit la DNF et I’astrogliose (DeVos
et al., 2018). Ces résultats combinés pourraient indiquer que la réduction de ’astrogliose dans
le modéle THY-Tau22 traité avec PEL pourrait étre attribuée en partie a un effet direct de
PEL. Cette réduction de 1’astrogliose peut également contribuer a I’amélioration cognitive

observée chez les animaux traités avec PEL.

Dans la deuxieme partie de cette étude, nous avons pu mettre en évidence que PEL était capable
de diminuer la pathologie amyloide dans le modele d’amyloidogenese APP/PS1. En effet, nos
résultats montrent qu’un traitement curatif dans des souris APP/PS1 de 8 mois avec PEL
pendant 4 mois restaure la mémoire spatiale a court- et long-terme et diminue la pathologie
amyloide dans ce modéle transgénique. Nous montrons que cet effet de restauration, comme
dans les THY-Tau22, s’accompagne d’une réduction de I’astrogliose et de la neuro-
inflammation, et également d’une augmentation des niveaux d’expression de PP2Ac et de
GGAL. Le traitement avec PEL en curatif a permis de diminuer le nombre de plaques de petite
taille (entre 50um2 et 250um?) marquées avec 1’anticorps 4G8, sans modification apparente des
plaques de plus grande taille (250um2-500um32) avec cet anticorps. Nous avons donc décidé
d’effectuer un marquage avec la Thioflavine-S, qui contrairement a 1’anticorps 4G8 ne marque
pas toutes les structures AP mais uniquement les grosses plaques matures a cceur dense afin

d’avoir une analyse plus précise. Le marquage avec la Thioflavine-S a révéle que les grosses
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plaques amyloides étaient également diminuees par le traitement avec PEL, mais pas les
niveaux totaux d’Ap ni les CTF-a et B. PEL n’a pas influencé non plus les niveaux d’APP total
ni sa phosphorylation sur la thréonine 668 (Chang et al., 2006). Une molécule thérapeutique
peut soit retarder 1’apparition des 1ésions, soit stabiliser leur nombre si la molécule agit sur la
formation des Iésions ou sur les Iésions déja existantes. La troisieme option est que la molécule
posséde une action étiologique, et agisse a la fois sur I’apparition des 1ésions et sur celles déja
existantes ce qui permet de diminuer leur nombre. 1l semblerait que PEL agisse a la fois sur les
Iésions en formation en diminuant le nombre de petites plaques amyloides mais également sur
les lésions existantes en diminuant les plaques amyloides matures, ce qui permet de voir une
diminution globale du nombre de plaques amyloides. Comme illustré par les dosages ELISA
des AP oligomériques, la formation d’oligoméres ne semble pas étre inhibée cependant,
suggérant que 1’action d’inhibition de 1’agrégation de PEL interviendrait entre la formation des

oligoméres et la formation des plaques amyloides.

La quantification des niveaux d’AB1-40 et d’AB1-42 dans les lysats de cerveau des animaux a
montré que PEL n’avait pas diminué les niveaux de peptides AP dans le tissu cérébral des souris
APP/PS1 traitées. La quantité globale d’Ap semble de pas avoir varié, pourtant si les plaques
amyloides sont éliminées, il devrait y avoir une augmentation de la quantité de peptides Ap
dans le cerveau des souris. Or les niveaux restent stables, ce qui indique une diminution de la
production des peptides AP, une augmentation de la clairance, ou les deux. Nous avons donc
voulu savoir si cet effet de PEL pouvait étre médié par une clairance plasmatique plus
importante des peptides AP. La quantification des niveaux d’Ap1-40 et d’AB1-42 dans le sang
des animaux a montré que PEL avait diminué mais de maniere non-significative les niveaux de
peptides AP dans le plasma des souris APP/PS1 traitées. La tendance a la diminution non
significative de la quantité d’AB1-40 et 1-42 dans le sang des souris APP/PS1 pourrait refléter
une augmentation de la clairance des peptides AP contrebalancé par I’afflux de ces peptides
provenant des plaques en cours d’¢limination. Les peptides AP entrant dans le sang périphérique
peuvent étre dégradés par des enzymes circulantes ou métabolisés dans le foie, ce qui réduit la
corrélation des niveaux plasmatiques des peptides A avec le métabolisme cérébral des peptides
AB. Deuxiémement, la production d’AP en dehors du SNC par les plaquettes, les cellules
musculaires squelettiques et d’autres types de cellules contribue probablement au pool
circulatoire d’A. Par conséquent, alors que le dépot amyloide cérébral s’accompagne d’une
baisse considérable des taux d’Ap1-42 et 1-40 chez les patients Alzheimer (Janelidze et al.,

2016), les effets périphériques de 1’accumulation ou de 1’élimination des plaques dans le
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cerveau pourraient étre plus dilués. L’hypothése que le traitement PEL n’améliore pas
I’élimination des protéines pathologiques via le systéme sanguin semble étre soutenue par le
fait que PEL n’a pas modifié non plus les niveaux de protéine Tau dans le plasma des souris
THY-Tau22. Son effet n’est probablement pas médié non plus par une activation de la
macroautophagie, car la production des protéines p62 et LC3 est retrouvée inchangeé apres le
traitement PEL ; cependant une action sur la CMA ne peut pas étre exclue. En revanche, d’apreés
nos résultats, on pourrait émettre I’hypothése que PEL favoriserait 1’élimination des plaques
amyloides et de la protéine Tau anormale en favorisant leur phagocytose par les astrocytes et la

microglie (Nagele et al., 2003).

Il a été montré que des astrocytes réactifs avec une expression accrue de GFAP entourent les
plaques amyloides dans le cerveau des malades Alzheimer (Levin et al., 2009; Kamphuis et al.,
2015). Les souris APP/PS1 présentent également dés 6 mois une augmentation de 1’expression
de GFAP, une augmentation de la densité et de I’aire occupée par des astrocytes GFAP+,
I’expression de davantage de génes liés aux astrocytes réactifs et des astrocytes hypertrophiés
entourant les plaques AP (Spanos and Liddelow, 2020). De maniere intéressante, nos résultats
ont démontré que PEL permettait une diminution significative de I’expression du géne GFAP,
de la production de la protéine GFAP, ainsi que de la surface occupée par les astrocytes GFAP+,
et donc une diminution des astrocytes dits réactifs a la fois dans le cortex et dans 1I’hippocampe

des souris APP/PS1.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons investigué 1’effet du traitement PEL dans les souris
APP/PS1 sur I’expression génique de plusieurs marqueurs spécifiques des astrocytes réactifs,
tels que la vimentine, la connexine43, C3 et Lcn2. L’expression de 1’ensemble de ces marqueurs
a été diminué dans I’hippocampe des souris traitées avec PEL, parmi lesquels C3 et Lcn2 ont
été significativement réduits. La protéine C3 est retrouvée tres augmentée dans le cerveau des
patients Alzheimer et des souris transgéniques pour la protéine APP (Lian et al., 2015). C3 est
une cible astrocytaire de NFxB, activé par une exposition aux peptides AP, qui va provoquer
une altération de la morphologie dendritique et du fonctionnement neuronal. Cette protéine
contribuerait a la neurodégénération induite par la pathologie Tau et jouerait un réle important
dans la réponse de la glie aux plaques A (Shietal., 2017; Wu et al., 2019). L’inhibition de C3
a été confirmee par d’autres comme réduisant le nombre de microglies pro-inflammatoire,
diminuant la perte synaptique et neuronale (Hong et al., 2016). Lcn2 est une protéine dont
I’expression augmente également dans les régions cérébrales touchées par les lésions de la MA

chez les malades et a été identifié récemment comme un facteur de risque contribuant au
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développement et a la progression de la MA (Song and Kim, 2018). Il semblerait que Lcn2
sensibilise les cellules du SNC a Ia toxicité des peptides AP, en plus d’empécher 1’action
neuroprotectrice de TNF-o dans les premiers stades de la maladie (Naudé et al., 2012).
L’expression génique de ces deux marqueurs astrocytaires qui se situent au centre des lésions

de la maladie d’ Alzheimer ont ainsi été réduits par le traitement curatif avec la molécule PEL.

Le deuxieme acteur important de la neuroinflammation est la microglie, nous avons donc
également recherché les potentiels effets que PEL pourrait avoir sur ces cellules immunitaires
grace a plusieurs genes caracteristiques de la microglie activée ou réactive, comme Clqa,
Clec7a, Itgax et TLR2. Les résultats obtenus montrent que 1’expression de ces génes étaient
réduites dans I"hippocampe des souris traitées avec PEL a ’exception de C1lqa. Il est surtout
important de noter que I’expression des génes Clec7a et TLR2 est significativement diminuée
consécutivement traitement avec PEL. TLR2 est un récepteur microglial important pour le
déclenchement de la neuroinflammation par les peptides AP et qui est retrouvé surexprimé dans
la MA (Liu et al., 2012). L’inhibition de TLR2 diminue la réactivité¢ des cellules gliales,
réduisant les dépots d’AP et améliorant les fonctions cognitives dans des modeles APP/PS1
(McDonald et al., 2016b). Ces résultats sont supportés par ceux d’autres équipes démontrant
que la déficience en récepteur TLR2 diminue les dommages oxydatifs et I’inflammation induite
par AB1-42 et augmente également la clairance des peptides AP (Jana et al., 2008; Fiebich et
al., 2018). De plus, TLR2 semble primordial dans la détermination du profil neuroprotecteur
ou neurotoxique de la microglie (Lax et al., 2020). Clec7a est un gene associé aux microglies
activées (disease-associated microglia ou DAM), surexprimé dans des modéles APP/APOE et
APP/PS1 (Fitz et al., 2020; Wang et al., 2020). Clec7a a été identifié comme un acteur principal
de la transition vers un phénotype de microglie réactive, associé a la neurodégénération et au
vieillissement (Holtman et al., 2015). La réduction des dépots de peptides Ap observée avec le
traitement avec PEL pourrait ainsi étre une conséquence secondaire de la réduction de
I’astrogliose et de la microgliose que nous observons, puisque a la fois les astrocytes et la
microglie proinflammatoire activée ont été mis en évidence comme agravant la quantité de

plagues amyloides et entretiennent donc la pathologie amyloide et la pathologie Tau.

Plusieurs études démontrent que les concentrations plasmatiques de GFAP sont élevees chez
les adultes agés cognitivement normaux a risque de MA (Delacourte and Buée, 1989). Ces
observations suggerent que 1’activation ou les dommages astrocytaires commencent a partir du
stade pré-symptomatique de la MA et sont associés a la charge d’Ap cérébrale (Chatterjee et

al., 2021). Les dépots d’AP au stade précoce pourraient ainsi interagir avec la réponse
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inflammatoire indiquant I’astrocytose comme une force motrice avec une contribution précoce
dans la pathologie Alzheimer (Scholl et al., 2015). Récemment, il a été montré que la GFAP
pouvait &tre un marqueur précoce de la MA et qu’elle possédait une corrélation forte avec le
peptide AP (Verberk et al., 2020). Considérant le fait que les astrocytes réactifs neurotoxiques
sont induits par 1’activation de la microglie, la microglie pourrait méme étre un marqueur plus

précoce encore (Liddelow et al., 2017).

Selon ces travaux, il y aurait 3 vagues successives dans le cerveau des malades : une
augmentation de la quantité d’ AP, des astrocytes et de la microglie, probablement afin de limiter
les dommages a la proximité immédiate des plaques amyloides, puis une deuxiéme phase avec
une diminution d’Ap et des astrocytes pouvant refléter une clairance inefficace des plaques
suivie de I’apparition de la pathologie Tau. Dans la troisiéme phase, il y aurait une augmentation
concomitante des trois Iésions, inflammation, Tau et amyloide, avec sirement des astrocytes et
une microglie réactifs cette fois-ci, entrainant des consequences delétéres et la mise en place
d’un cercle vicieux ou I’inflammation et les pathologies Tau et amyloides s’auto-entretiennent.
Contribuer a garder ou a ramener les astrocytes et la microglie dans cette étape de clairance et
de phagocytose avant la phase d’activation et d’agravation de la pathologie comme la molécule

PEL semble le faire pourrait ainsi étre une stratégie thérapeutique intéressante.
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Figure 53 : PEL diminue le nombre de plaques amyloides et la phosphorylation de la protéine Tau
probablement via une action sur la phosphatase PP2A et les acteurs de I’inflammation. PEL est
donc une molécule capable d’impacter a la fois les plaques amyloides, dont il semblerait qu’elle diminue
I’agrégation a un certain stade, et qui a également un impact sur 1I’hyperphosphorylation et I’agrégation
de la protéine Tau en empéchant la formation de dégénérescences neurofibrillaires ; potentiellement
grace a une augmentation de la déphosphorylation de Tau médiée par la phosphatase PP2A. Ces effets
sur la protéine Tau et sur les peptides amyloides sont accompagnés d’une diminution de I’inflammation
médiée par les astrocytes et la microglie. D’apreés cette étude nous pourrions donc émettre 1’hypothése
que PEL contribuerait a garder ou a ramener les astrocytes et la microglie dans 1’étape de clairance et
de phagocytose bénéfique avant la phase d’activation et d’aggravation de la pathologie, permettant ainsi
une 1’élimination des plaques amyloides et de la protéine Tau anormale en favorisant leur phagocytose.

Nos résultats renforcent 1’idée que les médiateurs de I’inflammation comme les astrocytes ou
la microglie sont des partenaires clés dans la mise en place des lésions de la MA et des
dysfonctionnements associés dans le cerveau. Notre étude conforte la thése qui a gagné en
importance depuis plusieurs années selon laquelle il n’y aurait pas uniquement I’amyloide et la
protéine Tau impliquées dans la cascade amyloide, et que les différents acteurs de la
neuroinflammation joueraient un réle de premier plan dans la genése et de développement des
deux autres 1ésions. L’inflammation est vue aujourd’hui comme la troisiéme composante de la
maladie d’Alzheimer. La neuroinflammation ne serait pas seulement une conséquence de la
progression de la MA, mais plutét un mécanisme en amont essentiel au développement de la
maladie, et donc une thérapie combinée visant a réduire la formation de plague amyloide et a
limiter la neuroinflammation pourrait étre plus efficace que de traiter chaque pathologie
individuellement (Pascoal et al., 2021).

Les résultats obtenus dans le modele APP/PS1 montrent une augmentation tres significative de
la phosphatase PP2A, ce qui confirme les données obtenues avec le modéle THY-Tau22 et
mettent davantage en évidence le réle majeur que semble jouer PP2A dans les effets bénéfiques
médies par PEL. Cela vient appuyer d’autres études mettant en evidence que 1’augmentation de
I’activité de PP2A a permis de protéger contre les dysfonctionnements induits par les peptides
APB (Nicholls et al., 2016) et de diminuer la surproduction des fragments AB (Wei et al., 2020).
De plus, réprimer I’inhibiteur silencieux-2 de PP2A a provoqué une atténuation a long terme
de ’amyloidogénése chez les souris Tg2576 avec une inhibition de I’hyperphosphorylation de
I’ APP et de I’activité de la B-secrétase (Liu et al., 2013). Augmenter 1’activité de PP2A favorise
également le clivage non-amyloidogénique de I’APP de maniére dépendante de 1a protéine Fyn
(Taleski et al., 2021b). Dans cette étude, le niveau de synthése de la protéine Fyn n’a pas été
modifié, mais il est possible que sa localisation cellulaire ou sa phosphorylation ai subi des
changements a la suite du traitement avec PEL. Une augmentation de PP2A semble donc
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affecter sélectivement la réponse pathologique aux niveaux élevés de AP, permettant au

systéme cellulaire de d’atténuer la toxicité de la pathologie amyloide.

La B-secrétase est une cible thérapeutique compliquée, du fait de ses nombreux autres substrats
en dehors de I’APP, tels que L1 (L1-CAM) ou la Neuréguline-1 (NRG1) (Willem et al., 2006;
Zhouetal., 2012; Hu et al., 2016). Nous avons donc voulu investiguer si ces deux autres subtrats
de la B-secrétase étaient affectés par le traitement avec la molécule PEL. La production de la
protéine NRG1 n’a pas subit de modifications suite au traitement avec PEL dans les souris
APP/PS1. En revanche, la synthese de L1 a été augmentée drastiquement dans le cortex des
animaux. Le fait que PEL ai un effet sur un autre substrat de la B-secrétase pourrait
potentiellement étre problématique, cependant augmenter la protéine L1 pourrait se révéler
intéressant. En effet, la molécule d’adhérence des cellules L1 a été reconnue comme jouant un
réle critique dans les interactions de surface des neurones, et son importance a été notamment
révélée par son activation des récepteurs tyrosine kinase du facteur de croissance des
fibroblastes (FGF), du facteur de croissance épidermique (EGF) et du facteur de croissance des
nerfs (NGF). Actuellement, certains traitements des troubles neurodégénératifs et des déficits
cognitifs visent a augmenter cette molécule L1 (Colombo and Meldolesi, 2015). Il est important
de noter également que 1’augmentation de la production de L1 peut entrainer I’activation des
phosphatases dans les neurones (Klinz et al., 1995). On pourrait alors émettre 1’hypothése que
L1 ferait partie de la voie d’activation de PP2A et serait également un médiateur de I’activité
de PEL sur les différentes composantes pathologiques de la MA. Cette piste de regulation et

signalisation nécessite cependant des analyses complémentaires.

Les résultats ont montré que la molécule PEL augmente également 1’activité d’une autre
protéine, GGA1, dans I’hippocampe des souris APP/PS]1 traitées. Ce résultat est intéressant car
GGAL est impliqué dans I’adressage de la B-secrétase dans les endosomes et permet de faire
transiter rapidement la B-secrétase des endosomes précoces (lieu de rencontre privilégié entre
la B-secrétase et APP) aux endosomes de recyclage, ce qui limite la génération d’ApB. La
surexpression de GGAL permet de reduire le clivage de I’ APP par la B-secrétase et la sécrétion
de peptides AP, et la modulation du traitement de I’APP par GGAI1 est indépendante d’une
interaction directe des deux protéines (von Arnim et al., 2006; Wahle et al., 2006). Ainsi, les
protéines GGA pourraient étre impliquées dans la pathogenése de la MA. De plus, I’expression
de GGAL est retrouvée diminuée dans la MA. GGA1 pourrait donc contribuer a 1’effet

bénéfique observé apreés traitement avec la molécule PEL, via une action de PEL sur GGAL,

173



qui permettrait une ségrégation spatiale entre la B-secrétase et son substrat la protéine APP,

diminuant ainsi la production de peptides Ap.

Etant donné que la B-secrétase peut cliver d’autres substrats en dehors de I’APP, une inhibition
excessive de la B-secrétase a €té mise en avant pour expliquer les problémes de toxicité observés
avec les candidats médicaments précedents, alors que des niveaux plus faibles d’inhibition
pourraient amener a 1’efficacité thérapeutique souhaitée (Hampel et al., 2021). Ainsi, malgré
les echecs antérieurs des essais cliniques sur les inhibiteurs de la B-secrétase, cette enzyme
demeure une cible thérapeutique de premier plan pour stopper ou ralentir la progression de la
MA et de nouvelles stratégies potentielles d’inhibition de la B-secrétase sont actuellement mises
en ceuvre (Netzer et al., 2017). Nous n’avons pas observé de baisse de 1a production de protéine
BACEL avec le traitement PEL, mais il faudra confirmer une éventuelle baisse d’activité in
Vvivo, car il semblerait que 1’activité de nos molécules soit différente entre 1’in cellulo et I’in
vivo. En effet, il semblerait que MAGS ne possede plus son activité lysosomotropique in vivo,
il se pourrait que I’activité B-secrétase ne soit plus au premier plan dans des modéles plus
complexes comme les modeles murins et que la cible véritable de PEL se trouve au niveau des
médiateurs de I’inflammation que sont les astrocytes et la microglie, et/ou au niveau d’une

cascade de signalisation impliquant la phosphatase PP2A.

Ensemble, ces données indiquent que la molécule PEL, mais pas MAGS, conduit a une
restauration des fonctions cognitives ainsi qu’a une réduction de la pathologie Tau et de
I’astrogliose dans le modé¢le transgénique de pathologie Tau hippocampique THY-Tau22. Nous
avons pu en déduire que I’activité lysosomotropique était alors dispensable pour obtenir un effet
in vivo. Nous avons également montré que le traitement avec PEL dans un paradigme curatif
réduit la pathologie amyloide et la neuroinflammation associée, et permet la restauration de la
mémoire dans le modele APP/PS1. L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure que
nous avons une molécule efficace sur la pathologie amyloide mais aussi sur la pathologie Tau
in vivo. D’autres recherches seront nécessaires pour élucider le mécanisme moléculaire précis

d’action de ces molécules et trouver leur cible.

Ces résultats rejoignent ceux d’études précédentes du laboratoire, ou des molécules dérivées du
méme pharmacophore étaient efficaces dans un paradigme préventif contre les pathologies
amyloide et Tau. Il a été démontré qu’un composé contenant le méme pharmacophore qui était
fusionné a une structure de tacrine, le RPEL, réduisait a la fois la pathologie amyloide chez les
animaux transgéniques APP/PS1 et la pathologie Tau dans le modele de dégenérescence

neurofibrillaire THY-Tau22 (Sergeant et al., 2019). Ces effets ont également été associés a une
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amélioration cognitive, cependant ces resultats ont été obtenus dans un paradigme préventif
puisque les animaux ont été traités a partir de I’age de 3 mois avant I’apparition des lésions dans
les deux modeéles transgéniques. Cette étude montrait également que la modulation de la y-
secrétase qui est acheminée vers les endosomes précoces avec la B-secrétase ne contribue
probablement pas a 1’effet observé de nos composés puisque le clivage de Notchl, un substrat
de la la y-secrétase n’est pas modifié par RPEL, MAGS ou PEL (Gay et al., 2018b; Sergeant et
al., 2019). Ces résultats rejoignent un article publié récemment ou il est montré que 1’AZP2006,
un composé en phase d’essai clinique 2, possédait des effets neuroprotecteurs dans les neurones
Iéses par I’injection de peptides AB1-42 et sur la pathologie amyloide et Tau dans deux modéles
animaux de la MA et du vieillissement (Callizot et al., 2021). Ainsi, un traitement préventif
chronique avec AZP2006 a permis de réduire la perte synaptique et neuronale, et de diminuer

la neuroinflammation massive associée a la pathologie Alzheimer.

Aprés deux décennies d'efforts infructueux de développement de médicaments portant sur 1’un
des mécanismes pathologiques, comme la pathologie Tau, la pathologie amyloide, le stress
oxydatif, les déficits cholinergiques ou autres neurotransmetteurs, ou encore la dyshoméostasie
biométallique (Yang et al., 2019), il devient de plus en plus évident que la fagon la plus réaliste
de faire face a cette maladie multifactorielle complexe impliquerait le développement de
médicaments multi-actions ou multi-cibles ou une combinaison de médicaments qui permettent
la modulation simultanée de plusieurs cibles clés ou événements pathologiques de la MA. Nous
avons montré que notre molécule PEL est une molécule multi-action qui posseéde une seule
activité essentielle, la modulation de la B-secrétase, qui lui permet d’avoir un effet sur les trois
composantes principales de la maladie d’Alzheimer que sont la pathologie Tau, la pathologie
amyloide et I’inflammation. Les résultats de cette étude démontrent un potentiel prometteur des
petites molécules dans le cadre d’une stratégie d’intervention pharmacologique médiee par les
astrocytes qui pourrait améliorer les déficits de la MA méme apres 1’apparition de la phase
symptomatique de la maladie. En effet, la conception de composés multicibles, principalement
par hybridation de différents pharmacophores, a connu une croissance exponentielle au cours
des quinze dernieres années et fait I'objet de recherche trés intensive (Pont et al., 2021). Ainsi,
connaitre 1’activité importante pour 1’obtention des effets désirés in vivo est essentiel pour
orienter le développement des futures molécules, et cette activité peut étre dépendante d’aussi
peu qu’un seul atome d’azote de différence. Il est donc important de développer des molécules
capables d’avoir plusieurs cibles et d’agir a la fois sur AP et sur Tau, ce qui est encore

minoritaire dans les essais cliniques. Néanmoins, prédire I'issue des essais cliniques est rendu
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difficile par le manque de réponses concluantes a plusieurs questions clés. Les formes les plus
pathogenes d’ AP semblent étre les oligomeéres, alors quelle est la contribution des plaques dans
la maladie, bénéfiques par la rétention des peptides AP ou déléteéres et toxiques ? Et les formes
les plus pathogenes de Tau sont-elles des monomeéres, des multimeres mal repliés, sont-elles
fibrillaires ou non fibrillaires ? Ces especes de Tau pathogenes agissent-elles de maniére
intracellulaire ou extracellulaire ? La propagation de cellule a cellule de Tau altére-t-elle la
survie neuronale ou les fonctions cérébrales ? Quels sont les mécanismes en aval les plus
percutants qui perturbent 1’équilibre du peptide amyloide au cours du développement et de la
progression de la maladie d’Alzheimer sporadique ? Pourraient-ils étre bloqués sans effets

secondaires importants ?

Cette étude comporte un certain nombre de limitations, incluant le fait que nous aurions pu
tester nos molécules sur d’autres modeles 1ésionnels de la maladie d’Alzheimer. Notamment,
un modele multilésionnel tels que le 3xTg (Oddo et al., 2003), qui porte une triple mutation sur
les génes de I’APP, PSEN et MAPT aurait été un modéle intéressant pour étudier 1’effet de PEL
sur la synergie des deux lésions amyloide et Tau simultanément. Cependant nous avons choisi
d’utiliser deux modéles présentant chacun une lésion de la MA, car ce triple modéle ne montre
pas forcément d’interactions entre Tau et I’amyloide, et développe les lésions amyloides et Tau
en décalé, avec une apparition de plaques vers 6 mois et une apparition de la DNF plus tardive,
vers 12 mois. De plus, le fait d’avoir utilisé deux modéles Iésionnels séparés nous a permis de
mettre en évidence que PEL a entrainé une diminution de I’astrogliose dans chacun des modéles
et de confirmer que ¢’était une composante de premier plan qui était systématiquement modifiée
par notre molécule, et donc qui jouerait sirement un rdle pivot dans son action bénéfique sur
les lésions. Les SAMP8, SAMP10 (Takeda, 2009; Morley et al., 2012; Pallas, 2012) ou encore
d’autres modeles de vieillissement auraient également été utiles pour approndir 1’étude et
évaluer si les perturbations de I’'immunité liées a 1’age étaient susceptibles d’étre inversées par

un traitement avec PEL.

L’aspect le plus critique de cette étude est sans doute 1’utilisation de modeles murins pour
réfleter la MA telle qu’elle se déroule chez 1’humain. Une grande partie de nos connaissances
sur la physiopathologie des peptides AB dérive de modeles murins transgéniques avec des
mutations humanisees, ces modeéles étant de plus en plus remis en question quant a savoir s’ils
peuvent ou non représenter des modeles adequats de la pathologie Alzheimer humaine

(Ricciarelli and Fedele, 2017; Sasaguri et al., 2017). Du fait que ces souris portent les mutations
176



retrouvées dans la MA familiale, il est évident qu’clles ne sont pas représentatives de
I’apparition tardive de la MA sporadique, qui représente plus de 95% des cas de MA. Bien que
les deux formes de MA présentent des caracteristiques anatomo-pathologiques similaires, il est
bien connu qu’elles se manifestent a des ages différents et avec une progression de la maladie
qui differe également. La plupart de ces modeles de rongeurs sont donc basés sur la séquence
APP humaine, synthétisée a partir de mini-génes artificiels insérés aléatoirement dans le
génome du rongeur. Bien que ces modéles imitent assez bien divers aspects biochimiques de la
maladie, tels que 1’agrégation AP, ils sont également sujets a des artéfacts potentiels causes par
la surexpression de I’APP (par exemple la dysrégulation de la neurotransmission GABAergique
(Rice et al., 2019)) et a des altérations phénotypiques complexes, en raison de 1’intégration
aléatoire des transgenes, qui pourrait avoir un impact sur 1’expression correcte des génes
adjacents (Goodwin et al., 2019; Serneels et al., 2020).

Méme en ce qui concerne la MA familiale, les modéles transgéniques APP comme les APP/PS1
présentent plusieurs inconvénients puisqu’ils ne montrent pas d’enchevétrements
neurofibrillaires et que la mort neuronale est pratiquement absente chez ces souris. De plus, le
fait que les oligomeres AP soient connus comme étant toxiques pour les neurones in vitro (Kim
et al., 2003) et que la mort cellulaire soit quasiment absente dans les APP/PS1 ne peut que
conduire a la conclusion que les peptides AP seuls ne peuvent pas déclencher de
neurodégénérescence in vivo, et/ou que les événements moléculaires et cellulaires en amont et
en aval de la formation de plaque amyloide chez les humains sont absents chez les rongeurs. Le
vieillissement pourrait étre un élement contributif majeur, car la génération de plaques
amyloides chez les humains s’étend sur plusieurs décennies. De plus, il est de plus en plus
reconnu que la transition du début de 1’agrégation des peptides AB a la MA implique des boucles
de rétroaction complexes entre les cellules gliales et les plaques amyloides, qui pourraient n’étre
que partiellement imitées dans le cerveau des rongeurs (De Strooper and Karran, 2016). |l
manque également aux modeles APP/PS1 et THY-Tau22, ainsi qu’a la plupart des mod¢les
murins, une composante de transmission de type prions de chacune des 1ésions, qui n’est pas
reproduite dans ce systéme. C’est donc une autre limite de cette étude de n’avoir aucune
information sur une potentielle action des molécules sur la transmission inter-neuronale des

lésions dans un modele de transmissibilité.

Dans les perspectives de cette étude, nous pourrions inclure la recherche de la cible moléculaire
de nos molécules, qui pourrait étre également multiple. PEL pourrait avoir une cible dans les

endosomes, ou posséder un effet sur le pH de certains compartiments sans nuire au flux
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autophagie malgré cela. Un changement de pH de certains compartiments par PEL serait
susceptible de changer la capacité catalytique de la B-secrétase, qui a une activité optimale a
pH acide (Vassar et al., 1999), sans perturber le flux autophagique. Il serait possible de vérifier
si PEL altere le pH lysosomal grace a un Lysotracker et/ou Lysosensor. 1l se pourrait également
que PEL altére I’adressage de I’APP et/ou de BACE1 aux endosomes, peut-étre via une
interaction avec la protéine GGA1, que nous avons retrouvée en plus forte quantité dans le
cortex des souris APP/PS1. PEL pourrait également agir sur la machinerie enzymatique qui
élimine les especes amyloides, nous pourrions pour vérifier cette hypothése évaluer I'expression
et la synthese de I'enzyme de dégradation de I'insuline (IDE) et de la néprilysine (NEP), deux
des enzymes de dégradation de I'amyloide les plus importantes (Farris et al., 2003; Grimm et
al., 2013). Une autre idée intéressante serait que PEL inhibe I’AEP (la 3-secrétase) qui en clivant
I’ APP en fait un meilleur substrat pour la B-secrétase et donc cela diminuerait les fragments Ap.
De plus, au cours du vieillissement cérébral, I’activation enzymatique de la protéase de I’AEP
est favorisée et elle est transférée des endolysosomes jusque dans 1’espace cytoplasmique, ou
elle est capable de cliver Tau, résultant en I’obtention de fragments neurotoxiques tronqués,
d’une hyperphosphorylation de Tau et la formation d’enchevétrements neurofibrillaires. En
outre, I’AEP clive SET (SE translocation), conduisant a I’inhibition de PP2A (Zhang et al.,
2015). Afin d’investiguer plus précisément les effets de PEL, une cinétique de traitement
pourrait permettre de savoir si 1’action sur 1’astrogliose précéde I’action sur les dépots
amyloides. Une étude sur un modéle murin d’inflammation, comme des modéles de sclérose en
plaque, pourrait également étre intéressante pour un éventuel repositionnement de PEL en tant

que molécule anti-inflammatoire.
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WB- Primary antibodies Species Dilution Saturation Reference
Homemade 12-41

Pan-Tau Nter Rabbit 1:5000 TNT / 5% milk 1242075
Pan-Tau Cter Rabbit 1:4000 TNT / 5% milk 'j(?gf;nsd[izg?gifﬁ
s262 Rabbit 1:5000 TNT /5% BSA Invitrogen 44750G
s396 Rabbit 1:10000 TNT /5% BSA Invitrogen 44752G
<422 Mouse 1:1000 TNT /5% BSA 4BDX-1501
1212-5214 (AT100) Mouse 1:1000 TNT, no saturation Invitrogen MN 1060
Unphospho Tau 198-204 (TAU-1) Mouse 1:2000 TNT / 5% milk Millipore MAB3420
GAPDH Rabbit 1:50000 TNT / 5% milk Sigma G9545
PP2Ac subunit Rabbit 1:1000 TNT / 5% milk Sigma 07-324
LC3B Rabbit 1:2000 TNT /5% BSA Cell Signaling 2775S
SQSTM1/p62 Rabbit 1:1000 TNT / 5% milk Cell Signaling 5114S
Demethyl PP2A; (4B7) Mouse 1:500 TNT/ 5% BSA SantaCruz sc13601
mTOR (7C10) Rabbit 1:1000 TNT /5% BSA Cell Signaling 2983S
Phospho mTOR (s2448) Rabbit 1:1000 TNT /5% BSA Cell Signaling 5538S
p70SEK (H-9) Mouse 1:500 TNT /5% BSA SantaCruz scB8418
Phospho p7036K (7389) Rabbit 1:1000 TNT /5% BSA Cell Signaling 9205S
BACET Rabbit | 1:5000 TNT/ 5% BSA e b ore
APP-C17 Rabbit | 1:7500 TNT / 5% milk Homm;;§1100354
Connexin 43 Rabbit 1:1000 TNT / 5% milk Life 710700
WB- Secondary antibodies
Goat anti-Rabbit Goat 1:5000 Vector PI1000

Merck Millipore

Goat anti-Mouse Goat 1: 50000 AP200P

IHC — Primary antibodies

Thermo Scientific

$202-7205 (AT8) Mouse 1:500 MN1020
12125214 (AT100) Mouse 1:500 Invitrogen MN1060
5396-5404 (AD2) Mouse 1:4 Homemade
422 Rabbit 1:1000 Homemade 98857
GFAP (visible) Rabbit 1:1000 Dako, 20334
GFAP (fluorescence) Mouse 1:200 SantaCruz sc33673
IHC — Secondary antibodies
"'fg"gtb?;‘ttiir;mg{‘:; Goat 1:400 Vector ZF0805
?;gtbﬁ'gh'ni{g?gg Goat 1:400 Vector BA-1000
Alexa Fluor 568 goat anti-Mouse Goat 1:1000 Invitrogen A11004
Alexa Fluor 488 goat anti-Rabbit Goat 1:1000 Invitrogen A11008

Annexe 1 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour le western-blot et
I'immunohistochimie dans I’étude sur les THY-Tau22. L'espece dans laquelle les anticorps ont été
développés, la dilution, la solution de saturation et les références des prestataires sont indiqués.
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Name Species Dilution Buffer Reference
Western Blot — Detection
antibodies
GAPDH Rabbit 1:50000 TNT/5% milk Sigma G9545
PP2A. subunit Rabbit 1:1000 TNT/5% milk Sigma 07-324
APP-C17 Rabbit 1:7500 TNT/5% milk Homemade 100354 2071
PhosphoAPP (pThr668) Rabbit 1:2000 TNT/5% milk Homemade
GFAP Rabbit 1:10000 TNT/5% milk Sigma G9269
6E10 Mouse 1:1000 TNT/5% milk Biolegend 803001
CDKS5 (J3) Mouse 1:500 TNT/5% BSA SantaCruz sc6247
GGA1 (3F11) Mouse 1:500 TNT/5% BSA ﬁﬁ&ggggml
GSK3-B (Y216) Rabbit 1:1000 TNT/5% BSA SantaCruz sc135653
BACEl Rabbit 1:5000 TNT/5% BSA Merck Millipore AB5940
L1-CAM Rabbit 1:500 TNT/5% BSA Merck Millipore ABT143
NRG1(D11) Rabbit 1:1000 TNT/5% BSA Sigma-Aldrich MABN42
LC3B Rabbit 1:2000 TNT/5% BSA Cell signaling 27755
p62/5QSTM1 Rabbit 1:1000 TNT/5% milk Cell signaling 5114S
Fyn (H-80) Rabbit 1:1000 TNT/5% milk SantaCruz sc2879
Total Tau (C-ter) Rabbit 1: 4000 TNT/5% milk Homemade 99351
Western Blot— Revelation
antibodies
Goat anti-Rabbit Goat 1:5000 Vector PI1000
Goat anti-Mouse Goat 1:50000 Merck Millipore AP200P
Immunohistochemistry —
Primary antibodies
Biotin anti B-amyloid 17-24 (4G8) Mouse 1:1000 Biolegend SIG-39240
GFAP Rabbit 1:1000 Dako, 20334
Immunohistochemistry —
Secandary antibodies
Alexa Fluor 568 goat anti-Rabbit Goat 1:1000 Invitrogen A11011
Anti-rabbit biotinylated Goat 1:400 Vector BA-1000

Annexe 2: Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour le western-blot et
I'immunohistochimie dans 1’étude sur les APP/PS1. L'espéce dans laquelle les anticorps ont été
développés, la dilution, la solution de saturation et les références des prestataires sont indiqués.
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A B-Secretase Modulator Decreases
Tau Pathology and Preserves
Short-Term Memory in a Mouse Model
of Neurofibrillary Degeneration

Marie Tautou’, Sabiha Eddarkaoui’?, Florian Descamps’, Paul-Emmanuel Larchanché’,
Jamal El Bakali’, Liesel Mary Goveas ', Mélanie Dumoulin’, Chloé Lamarre’, David Blum "2,
Luc Buée'?, Patricia Melnyk™*" and Nicolas Sergeant"-?*

"Inserm, CHU Lille, U11 72-LiINCog-Lille Neuroscience and Cognition, University of Lille, Lille, France, 2Alzheimer and
Tauopathies, LabEx DISTALZ, Lille, France

Identifying which among several in cellulo pharmacological activities is necessary for the
proper in vivo activity is essential for further drug development against Alzheimer’s disease
pathophysiological processes. An in-depth structure—activity relationship—based study
has been carried out, and two molecules, named MAGS02-14 and PEL24-199, that share
a B-secretase modulatory effect associated or not to a lysosomotropic activity in cellulo
have been identified. In terms of chemical formulas, MAGS02-14 and PEL24-199 only
differ from each other by a single nitrogen atom. The study aimed to elucidate the in vivo
pharmacological effects of lysosomotropic and/or the B-secretase modulatory activity in a
tau pathology mouse model. To address this question, the THY-Tau22 transgenic model
of tauopathy was treated with both compounds for 6 weeks in a curative paradigm. Short-
term memory, tau burden, and inflammatory processes were analyzed using orthogonal
methods, and PEL24-199, but not MAGS02-14, was shown to restore the short-term
memory and reduce the neurofibrilary degenerating process. These effects were
associated with a reduced phosphorylation of tau, an increased phosphatase
expression, and decreased astrogliosis. Our results, therefore, suggest that the
lysosomotropic activity may be nonessential for the effect on tau pathology.

Keywords: Alzheimer’s disease, BACE protein, lysosomes, proteostasis, tauopathy, tau pathology

INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease defined by the presence of two
neuropathological brain lesions: intraneuronal aggregates of tau proteins and extracellular
deposition of toxic AP peptides, respectively, referred to as tau and amyloid pathologies. Ap
peptides are generated by sequential cleavages of the amyloid precursor protein (APP). The 3-
secretase (BACE1) endoprotease catalyzes the first N-terminal cleavage followed by a second
y-secretase endoproteolytic C-terminal cleavage of AP peptides (for a review, see Miiller et al.,
2017). Tau pathology corresponds to the progressive accumulation and aggregation of abnormally
and hyperphosphorylated isoforms of the microtubule-associated protein tau, in fine forming the so-
called neurofibrillary tangles (NFTs) (Buee et al., 2000; Liu et al., 2012; Gao et al, 2018). The
neuropathological lesions and cognitive impairments are a primary specific criterion to the definition
and diagnosis of AD, suggesting that the pathophysiological processes underlying the development
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of these lesions are tightly linked to the disease and distinguish
AD from other neurodegenerative diseases.

An accumulating body of evidence suggests that APP
metabolism regulates tau expression via the inhibition of 3-
secretase which reduces intracellular tau protein. The cellular
protein homeostasis systems that are regulated by autophagy
and the endosome/lysosome pathways may lie at the
crossroads of APP and tau metabolism. (Bourdenx et al,
2021). These degradation systems play a central role in
removing misfolded proteins (Frake et al., 2015). Perturbed
trafficking of lysosomal vesicles and enzymes, and the
intravesicular accumulation of substrates are characteristics
of lysosomal storage disorders. Several other such dysfunctions
of the lysosomal system that further implicate a dysfunction of
the proteostasis systems (Nixon and Yang, 2011; Piras et al,,
2016) have been reported in AD and tauopathies. The
autophagic flow leading to autophagosome formation
through the fusion of autophagosomes with lysosomes is a
key process that can be blocked by lysosomotropic agents such
as chloroquine (Tam et al., 2014; Mauthe et al., 2018).

We previously described molecules having a chloroquinoline
nucleus substituted with an N, N’-disubstituted piperazine
moiety. This family of molecules acts on the autophagic/
endolysosomal systems, some of which were shown to be
effective against both amyloid and tau pathologies in vitro and
in vivo (Melnyk et al., 2015; Sergeant et al., 2019). A ligand-based
approach enabled us to determine a pharmacophore and
synthesize multiple compounds with different scaffolds derived
from this pharmacophore (Gay et al., 2018). Among these new
compounds, two differ by a single nitrogen atom [MAGS02-14
compound 30 in Gay et al. (2018)] substituted by a carbon atom
at the same position for PEL24-199 [compound 31 in Gay et al.
(2018)]. Although having a different chemical structure,
MAGS02-14 exhibits a lysosomotropic activity comparable to
chloroquine and a f3-secretase non competitive inhibitory
activity in cellulo. In contrast, PEL24-199 only has a non
competitive f{3-secretase inhibitory activity with a strongly
reduced lysosomotropic activity. The MAGS02-14-treated
cells also exhibit swelling of the intracellular vesicles and
accumulation of LC3 and p62 markers indicative of an
autophagy flux inhibition. Expression and localization of
these markers are not modified by PEL24-199 treatment,
while AP 40/AP; 42 production is reduced in both MAGS02-
14 and PEL24-199 (Gay et al, 2018). This autophagic flux
inhibition of MAGS02-14 and the absence of lysosomotropic
activity for PEL24-199 can then be associated with a shared 3-
secretase non competitive inhibiting effect in cellulo.

Modulation of APP metabolism using either 8- or
y-secretase inhibitors regulates the dosage of tau protein in
human-derived cerebral cortical neurons (Moore et al,
2015). Moreover, we previously demonstrated that
molecules used for the scaffold design of MAGS02-14 and
PEL24-199 showed efficacy to reduce both amyloid and tau
pathologies in vivo in a preventive paradigm (Sergeant et al,,
2019). This study has been carried out to investigate whether
MAGS02-14 and/or PEL24-199 could reverse the tau
pathology through an in vivo study on a mouse model of
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hippocampal NFTs. Through this study, we aimed to identify
which among the lysosomotropic or $3-secretase modulatory
activity is pivotal to the improvement of the cognitive
function and associated tau pathology.

MATERIALS AND METHODS

Animals

In this study, we used females THY-Tau22 transgenic and
wild-type (WT) littermates (C57Bl/6] genetic background),
obtained by crossing THY-Tau22 heterozygous males
(C57Bl/6]) with WT females. All animals were housed in a
pathogen-free facility with a 12/12 h light-dark cycle and
maintained under a constant temperature of 22°C at five to six
animals per cage (Tecniplast Cages 1284L). Animals were fed
with ad libitum access to food and water as in compliance
with European standards for the care, and use of laboratory
animals and experimentations conducted in this study were
authorized by the French Direction of Veterinary Services
with the approved registration number APAFIS#10392-
201706231206250v4.

Drug Treatments

PEL24-199 and MAGS02-14 compounds were synthesized as
previously described (Gay et al., 2018). A safety pilot study was
performed in WT animals treated for one month to establish
the innocuousness of compounds MAGS02-14 and PEL24-199
at a dose of 1 and 5 mg/kg. Following the treatment of WT
animals, PEL 24-199 and MAGS02-14 were measured in the
brain tissue (Supplementary Figure S1). For the present
study, animals (n = 10 per condition) were randomly
distributed, and THY-Tau22 and WT mice were treated for
6 weeks, starting at 6 months of age. MAGS02-14 or PEL24-
199 treatment was delivered in the drinking water at a final
concentration of 1mg/kg, that is, 12.5 ug/ml for drinking
solutions considering an average weight of 25g/mouse
drinking 4 ml per day. Drinking bottles were changed once
every week as aqueous solutions of compounds MAGS02-14
and PEL24-99 were previously demonstrated to be stable
during more than 1 week. The volume of solution consumed
by the mice was measured throughout the treatment period.

Behavioral Tests

Anxiety

All behavioral procedures were performed blind to the treatment
administered. Anxiety, which could interfere with a memory test,
was assessed in treated and untreated animals using the elevated
plus maze test (EPM). Mice were placed in the center of a plus-
shaped maze consisting of two 10 -cm-wide open arms and two
10-cm-wide enclosed arms elevated at 50 cm above the floor.
Parameters including distance moved, velocity, the number of
entries into each arm, time spent in the open vs. the closed arms,
and percentage of open arms entries were acquired during 5 min
by video recording using EthoVision video tracking equipment
and software (Noldus Information Technology, Paris, France) in
a dedicated room.
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Short-Term Spatial Memory

Short-term spatial memory was assessed using the Y-maze task.
The Y-maze task consists of three 10 -cm-wide enclosed arms
surrounded by four spatial cues. One of the two arms opposite to
the starting (S) arm was alternatively closed during the learning
phase. Each mouse (n = 10 mice per group) was positioned in the
starting arm and was free to explore the maze for 5 min. Then
during the retention phase of 2 min, the mouse was returned to
the home cage. During the test phase of 5 min, the closed arm was
opened, and the mouse was placed in the starting arm. The closed
arm was then named the “New arm” (N), and the two other arms
were named “Others” (O). Parameters—total distance traveled,
velocity, the alternation between the arms, and entries into the
three arms—were measured during 5 min. The short-term spatial
memory test was considered successful when the proportion of
entries in the new arm was significantly higher than the time
spent in the other two arms during the first 2 min of the test.

Sacrifice and Brain Tissue Preparation

The mice were sacrificed by beheading in order to prevent an
influence of anesthetization (Le Freche et al., 2012). The blood
was collected from the neck in heparinized tubes. For
immunohistochemistry, one hemibrain was immersed in 4%
paraformaldehyde in PBS (pH 7.4) for a week at 4°C and
transferred to 20% sucrose solution overnight before being
frozen. Cortex and hippocampus of the other half of the brain
were dissected, with each split in 1.5 ml isopropylene tubes, and
snap-frozen by immersion of the tubes in isopropanol solution
added with dry ice. Brain tissues were then stored at —80°C until
biochemical analyses. For biochemical analyses, cortex and
hippocampus were thawed on ice, and were then added with a
volume of ice-cooled Tris-sucrose buffer (TSB) (Tris-HCl
410 mM, pH 7.4 added with 10% sucrose) to reach a final
volume of 200 ul. Brain tissue homogenates were further
sonicated (40 pulses of 0.5 ss, amplitude 40%, 20 kHz) on ice.
Protein concentrations were determined using the BCA Protein
Dosage Kit (BioRad, France).

Insoluble Tau Fraction Preparation

Brain tissue homogenates in TSB buffer (crude) were centrifuged
at 14,000 rpm for 10 min (Centrifuge 5424R, Eppendorf). The
supernatant (S1) was added with TSB to a final volume of 600 pul
and sonicated (40 pulses of 0.5 s, amplitude 40%, 20 kHz). The
brain tissue homogenates were then spun at 49, 000 rpm for 1 h
(Optima TLX ultracentrifuge equipped with a TLA-110 rotor,
Beckman). The supernatant was collected, and a pellet was
resuspended in 600 pl of a Tris-Triton (2%) solution (Tris-HCI
10 mM pH 7.4, 2% Triton X-100) (S2). The S2 samples were
sonicated and spun at 49, 000 rpm for 1h. The resulting S3
supernatant was recovered, and the pellet (C3) was resuspended
in one volume of NuPAGE™ LDS 2X Sample Buffer
supplemented with NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10x)
(Invitrogen), following the manufacturer’s instructions. The
NUPAGE™ Western blot protocol was applied, and 8 uL of
crude, 10 puL of S1, 15 uL of S2 and S3, and 20 pL of C3 were
loaded per well. Western blot signals were acquired using the
LAS-3000 (Fuji), and protein expression levels were determined

3-Secretase Modulator Improves Tau Pathology

using ImageQuantTL software. Results (n = 4 per group of
animals) were expressed as the ratio of the protein in the
insoluble fraction divided by the protein signal detected in the
soluble fraction plus that measured in the insoluble fraction.

Bioavailability Assessment

Analyte Mouse Brain Extraction

Fifty mg of brain tissue (2 mice per group) were thawed in a safe
lock microtube with 500 ul of 1% HCI with one 5 mm tungsten
carbide bead. The microtubes were loaded in the TissueLyser II
(Qiagen) support plates (24 x 2) at 80°C during 2 x 5 min at 25 Hz
(between two cycles, 180 plate rotation). The tubes were
centrifuged at 12,000 rpm (Centrifuge 5424R, Eppendorf) for
10 min at 4°C. The supernatant (200 ul) was placed in a
polypropylene tube, and 1800 pl of acetonitrile containing the
internal standard (Verapamil 1 nM) at —20°C was added. Each
tube was stirred for 30 s and placed for 1 h at —20°C for protein
precipitation. The tubes were centrifuged at 4,000 tr/min
(Centrifuge 5424R, Eppendorf) for 10 min at 4°C. 1.8 ml from
each tube was withdrawn and transferred to another tube for
evaporation using the Genevac™ centrifugal evaporator for 4 h at
30°C. The residue was dissolved with 200 pl of acetonitrile,
vigorously stirred, and evaporated in Genevac™ centrifugal
evaporator for 1h at 30°C. The final residue was dissolved
with 90 pl of methanol, vigorously stirred, filtrated, and placed
in a Matrix tube for mass spectrometry.

Analytical Equipment

LC-MS/MS analysis was performed with an Acquity UPLC-MS
Waters I-Class coupled to a Xevo TQS Mass Spectrometer
(Waters®). Instrument control, data acquisition, and
processing were made by MassLynx™ software, and the
reprocessing was carried out using MassLynx™ sub-software
(TargetLynx). The separation was carried out on a Waters"
Acquity BEH [C18, 50 x 2.1 mm, 1.7 um (40°C)]. 1 pl of the
sample was injected, and elution was performed at a constant flow
rate of 500 uL/min with H,O-ammonium formate 5mM (pH
3.75) as eluent A and acetonitrile-ammonium formate (5 mM, 5%
H,0) as eluent B, employing a 0.1-min step at 2% B and a linear
gradient from 2% B to 98% B in 1.9 min, followed by a 0.5 min
step at 98% B. Then, column re-equilibration was achieved after
1.5 min. MS analysis was carried out in positive ionization mode
using an ion spray voltage of 5000 V. The nebulizer (air) and the
curtain (argon) gas flows were set at 0.5bar. The source
temperature and the cone gas flow were set at 150°C and 50 L/
h, respectively. The desolvation temperature and desolvation gas
flow were set at 600°C and 1200 L/h, respectively. The multiple
reaction monitoring (MRM) transitions were monitored with the
following values: PEL24-199: 478.40/125.98; MAGS02-14:
479.40/112.04; and Verapamil (internal standard): 455.32/
165.04. The collision energies were 42 eV (PEL24-199), 46 eV
(MAGS02-14), and 56 eV (Verapamil) for all these transitions.

SDS-PAGE and Western Blot

Hippocampus and cortex samples were prepared at a final
concentration of 1 mg/ml of total brain lysate protein in TSB
with NuPAGE™ LDS 2X Sample Buffer supplemented with
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NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10x), following the
manufacturer’s instructions (Invitrogen). Brain homogenates
were then heated for 10 min at 70°C. For each LDS brain
lysate, 8 ug of total brain protein were loaded per well onto
precast 12% Criterion™ XT Bis-Tris polyacrylamide 26-well gels
(Bio-Rad) to analyze tau phosphorylation. The 4-12%
Criterion™ XT Bis-Tris polyacrylamide 18-well gels were used
for all other Western blot analyses. Criterion™ Cell and the
NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (1X) were used.
Electrophoreses were achieved by applying a continued tension
of 100V per gel for 60 min. The apparent molecular weight
calibration was determined using molecular weight markers
(Novex and Magic Marks, Life Technologies). Following
electrophoresis, proteins were transferred to a nitrocellulose
membrane of 0.4um pore size (GE Healthcare) using the
Criterion™ blotting system by applying a continued tension of
100 V for 40 min. Quality of electrophoresis and protein transfer
was determined by a reversible Ponceau Red coloration of protein
transferred onto the nitrocellulose membrane (0.2% xylidine
Ponceau 2R and 3% trichloroacetic acid). After extensive
washing under deijonized water, membranes were blocked
during 1h in 25mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1%
Tween-20 (v/v) (TBS-T) with 5% (w/v) of skimmed milk (TBS-
M), or 5% (w/v) of bovine serum albumin (TBS-BSA) (see
Supplementary Table S1). Membranes were then incubated
with primary antibodies overnight at 4°C. Conditions of use
of primary and secondary antibodies are summarized in
Supplementary Table S1. Membranes were rinsed 3 times for
10 min with TBS-T, and then incubated with secondary
antibodies for 45min at room temperature. The
immunoreactive complexes were revealed using either the
ECL™ or ECL™ Prime (Cytiva), following the manufacturer’s
instructions, and Western blot images and signals were acquired
with the LAS-3000 system (Fuji). Quantifications of protein
expression were calculated with ImageQuant™ TL software,
and values for each sample were divided by the values of
GAPDH staining. The semi-quantitative results for samples of
the treated conditions were divided by the semi-quantitative
values of the control samples to express the results as the
percentage of the untreated condition. An average of six to
seven mice per group was analyzed for this experiment.

Two-Dimensional Gel Electrophoresis

Two-dimensional electrophoresis of tau protein was
performed as described (Sergeant et al., 2017). Briefly, 15 pg
of total brain proteins (pool of five mice for each group) were
added with 15 pl of Tris 20 mM containing 2% SDS and heat-
treated at 100°C for 5 min. Proteins were then precipitated with
10 volumes of cold acetone (-20°C), incubated at —20°C for
20 min, and centrifuged at 14,000x g for 10 min. The
supernatants were removed, and the protein pellets were left
to dry for 1 h at room temperature before being resuspended in
200 pl of IEF buffer (8 M urea, 2 M thiourea, and 4% CHAPS).
Samples were sonicated (40 pulses of 0.5s, amplitude 40%,
20kHz) on ice, and each tube was added with 2D
electrophoresis buffer (1.1 ul of IPG buffer pH 3-11), 2.2 ul
of DeStreak Rehydration Solution (Cytiva), and a
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bromophenol blue trace. Then samples were loaded on
11 cm Cytiva (pH 3-11) IPG strips covered with mineral oil
and left to rehydrate passively overnight. The IPG strips were
then charged in an Ettan™ IPGphor™ Manifold (Cytiva), and
isoelectrofocalization was achieved by applying 0.5kV for 1 h,
1kV for 1 h, and 6 kV for 2 h (for each experiment, samples are
processed in the same run of IEF). The IPG strips were then
equilibrated three times (10 min each) in an equilibration
buffer (25 mM Tris-HCI pH 6.8, 20 mM DTT, 10% glycerol,
5% SDS, and 0.05% bromophenol blue) and were layered onto
a Criterion XT 4-12% precast gradient Bis-Tris
Polyacrylamide Gel. SDS-PAGE was performed according to
the regular Western blot protocol. Tau protein isovariants
were detected with the Pan anti-tau Cter antibody
(Supplementary Table S1).

Immunohistochemistry and Image Analysis
Coronal free-floating brain sections of 40 um were obtained
with a cryostat (CM3050 S, Leica). The sections of the
hippocampus were selected according to the stereological
rules and were stored in PBS (phosphate buffer saline) with
0.2% sodium azide at 4°C. For visible phospho-tau and GFAP
immunohistochemistry, the coronal brain sections were
permeabilized with a 0.2% Triton X-100 solution in PBS.
Sections were then incubated with a 0.3% hydrogen
peroxide solution and further blocked with 10% “Mouse on
Mouse” Kit serum (ZFO513, Vector Laboratories) for 1h
before incubation with primary anti-tau or anti-GFAP
antibody overnight at 4°C. Antibodies used in this study are
listed in Supplementary Table S1. After washing in PBS, the
sections were incubated with biotinylated anti-mouse or anti-
rabbit IgG secondary antibody for 1h. Then sections were
incubated with the ABC Kit (Vector Laboratories) for 2 h and
developed using DAB (Sigma) before being rinsed with a
physiological solution. Brain sections were mounted on
glass slides (Superfrost Plus, ThermoScientific) and
dehydrated by sequential baths in 30, 70, 95, and 100%
ethanol for 5min. Then the slides were immersed in
toluene for 15min and fixed with mounting medium
(VectaMount Permanent Mounting Medium H-5000,
Vector Laboratories) and glass coverslips. Images were
acquired using Zeiss Axioscan. Z1 slidescan, and
quantification of the NFT-containing neurons was
performed by counting the number of events in the CAl
area of the hippocampus, for three anteroposterior sections
in mean selected according to the Allen mouse brain atlas in an
average of four mice for each group.

For immunofluorescence studies, coronal brain sections were
permeabilized with an 0.2% Triton X-100 solution in PBS and
blocked with normal goat serum (1/100; S1000 Vector
Laboratories) in PBS for 1h before incubation with an anti-
GFAP antibody and anti-s422 at 4°C overnight. After washes,
sections were incubated with secondary antibody AlexaFluor 568
goat anti-mouse IgG and AlexaFluor 488 goat anti-rabbit IgG in
0.2% Triton X-100 in PBS for 1 h. Sections were incubated with
DAPI (1/5000; Sigma-Aldrich) for 5 min and mounted on glass
slides. Sections were finally treated with 0.3% Suden Black
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(Millipore 2,160) for 5 min and washed with 70% ethanol to block
autofluorescence. Images were acquired using a Fluorescence
Zeiss Axioscan. Z1 slidescan. Quantification of GFAP staining
and ¢422 were performed using NIH Image] software and a
custom macro. The number of NFT-containing neurons marked
by 422 phospho-tau antibody and the surface of GFAP staining
is expressed as a ratio over the section brain surface (in mm?)
analyzed, and was determined in the hippocampus of THY-
Tau22 mice.

ELISA Measurements

The blood samples in heparinized tubes were centrifuged at
10,000 rpm for 15 min (Centrifuge 5424R, Eppendorf), and the
plasma was recovered. Plasma levels of total human tau protein
were obtained using an ELISA kit (Total Tau ELISA,
EuroImmun, EQ6531-9601-L), following the manufacturer’s
instructions. Briefly, 100 pl of biotin solution per well were
incubated with 25 ul of samples, calibrators, and controls
during 3h at room temperature. The ELISA plate was
washed using the washing buffer, and 100 ul per well of
enzyme conjugate was added for 30 min. The wells were
washed again, and 100 pl per well of chromogen/substrate
were incubated for 30 min protected from light. 100 ul of
stop solution were added per well, and the absorbance at
450nm  was measured with  Multiskan  Ascent
spectrophotometer plate reader (ThermoLab Systems). The
amounts of total tau in the plasma were assessed in six mice per
condition by referring to the standard curve of the
manufacturer and expressed in pg/mL.

Statistics

Results are expressed as means + SEM. Differences between mean
values were determined using the Student’s t-test or a
Mann-Whitney U-test using GraphPad Prism software 8.4.2. p
values < 0.05 were considered significant.

RESULTS

PEL24-199 Treatment Restores the
Short-Term Memory Deficits in a Mouse

Model of Tau Pathology

Although NFTs are observed in the hippocampus of THY-
Tau22, cognitive impairment appears to be moderate before
6 months of age (Carvalho et al, 2019). The pathology
strengthens at 7 months, a stage at which THY-Tau22 mice
exhibit spatial memory impairments and ongoing tau
pathology development (Sergeant et al, 2019). The
associated spatial memory deficits then worsen over time to
reach a maximum of 10 months (Schindowski et al., 2006; Van
der Jeugd et al., 2013). In order to compare the in vivo effects of
PEL24-199 and MAGS02-14 (Figure 1A), global behavioral
and short-term spatial memory tests were carried out at
7 months of age, following the 6 weeks of treatment in a
curative paradigm (Figure 1B). The anxiety measured using
the elevated plus maze test showed no significant impact of
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FIGURE 1 | PEL24-199 restores short-term memory in a mouse model

of tau pathology. (A) Chemical structure of PEL24-199 (PEL) and MAGS02-14
(MAGS) compounds which differ by one nitrogen atom (red circle). (B) Time
representation of THY-Tau22 mice treatment and behavioral testing. The
mice were treated from week 24 to 30 with 1 mg/kg of PEL24-199 or 1 mg/kg
of MAGS02-14. (C) Short-term memory test of untreated (uncolored) vs.
PEL24-199 (blue) and MAGS02-14 (gray)-treated THY-Tau22 animals.
Histograms represent the means + SEM (n = 10 animals per condition) of the
time spent in the new arm (dots) vs. the other two arms (triangles and hatched
bars). Significance at the Mann-Whitney statistical test is indicated by
*p<0.05,*:p<0.01,": p<0.001, and ****: p < 0.0001. The standard error
of the mean is indicated at the top of each histogram bar.

PEL24-199 and MAGS02-14 treatments on velocity, average
distance moved, or percentage of time spent in the closed or
open arms for either WT or THY-Tau22 mice (n = 10 animals
per group; p = 0.53, Supplementary Figure S2). Thus, the
treatments did not significantly affect the basal anxiety
behavior of both WT and THY-Tau22 mice, suggesting that
short-term spatial memory assays following the treatments
were not influenced by cognitive deficits. In the short-memory
Y-maze task, 7 months WT mice treated at 1 mg/kg with
MAGS02-14 spent less time in the new arm than the
untreated WT mice (Figure 1C). At the same dose, PEL24-
199 did not alter the performance of the WT mice. At 7 months
of age, THY-Tau22 mice exhibited a short-term spatial
memory impairment with an absence of preference between
the new arm and the others. MAGS02-14 treatment had no
significant effect on the spatial memory of THY-Tau22 mice.
In contrast, PEL24-199 mitigated memory impairments of
THY-Tau22 mice (Figure 1C).

Frontiers in Pharmacology | www.frontiersin.org

June 2021 | Volume 12 | Article 679335


http://EQ6531
https://www.frontiersin.org/journals/pharmacology
www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/pharmacology#articles

Tautou et al.

PEL24-199 Decreases
Hyperphosphorylated Tau in Mice Brain
Extracts

Cognitive impairment is associated with a progression of the tau
pathology in the hippocampus and the cortex of THY-Tau22
mice (Van der Jeugd et al,, 2013). Thus, memory impairment
could therefore be related to a modification of the tau pathology
and tau phosphorylation status. We, assessed the hippocampal
and cortical tau expression as well as the tau phosphorylation
levels using antibodies raised against N- and C-terminus of tau
proteins, and specific phospho-sites are known to be
hyperphosphorylated in AD (Augustinack et al., 2002; for a
review, see Sergeant et al, 2008) as well as pathological
epitopes which are only detected when neurofibrillary
processes are present (1212/5214 and $422) (antibody epitopes
are represented on Figure 2A). Treatment with PEL24-199 or
MAGS02-14 did not change the global expression of total tau
proteins either in the hippocampus cortex of THY-Tau22 mice
(Figure 2B, pan-Tau antibodies). Tau phosphorylation at either
physiologic or pathological epitopes was not significantly
diminished, except for phosphorylation at serine 262
(Figure 2C) following MAGS02-14 treatment (Figures 2B,C).
Noticeably, PEL24-199 decreased the level of phosphorylated tau
at §396 and 262 and significantly diminished the labeling of
pathological epitopes 1212/5214 and ¢422 in the cortex by half
(Figures 2B,C). Further, PEL24-199 significantly reduced the
phosphorylation of tau at 262, 396, and ¢422 sites, and
1212/5214 phospho-sites; however, it was not statistically
significant (p = 0.0625) in the hippocampus of THY-
Tau22-treated mice (Figure 2C). Levels of unphosphorylated
tau at 198-204 amino acid sequence did not change under PEL24-
199 or MAGS treatments. Global phosphorylation status was
then analyzed by 2D gel electrophoresis and labeling of tau with
the pan-Tau Cter antibody. Phosphorylated isovariants are
resolved toward the acidic isoelectric points of 2D gels.
Reduced intensity of those acidic isovariants was observed in
the cortex and hippocampus of THY-Tau22 mice treated with
PEL24-199 and MAGS02-14 when compared to untreated THY-
Tau22 mice (Figure 2D, isovariants comprised the dotted lines
and were indicated by arrowheads). As tau phosphorylation is
controlled by phosphatases and kinases, expression of the
principal tau serine/threonine phosphatase PP2A (Liu et al,
2005) was investigated. On treatment with MAGS02-14
(Figure 2E) as well as in the cortex for PEL24-199-treated
mice (Figure 2E), the catalytic subunit PP2A; expression
remained unchanged. However, we noticed a sharp increase of
PP2Ac expression in the hippocampus of THY-Tau22 mice
treated with PEL24-199 (Figure 2E). Methylation or
demethylation of the catalytic subunit of PP2Ac at leucine 309
residue reflects its phosphatase activity, where methylated PP2A,
corresponds to the activated form of the phosphatase (Papon
et al., 2013; Sontag and Sontag 2014; Ahmed et al., 2020). The
ratio of demethylated PP2A¢ showed no significant modification
between untreated and treated animals, suggesting an unchanged
activity (Figure 2E).

3-Secretase Modulator Improves Tau Pathology

PEL24-199 Decreases Detergent-Resistant

Phospho-Tau in Mice Hippocampus

NFTs are characterized by tau aggregation of hyper- and
abnormally phosphorylated tau proteins. This aggregation is
associated with an increased insolubility of tau (Schindowski
etal., 2006). Tau solubility was further investigated in soluble and
insoluble tau fractions (Sergeant et al., 2003) from THY-Tau22
mice treated with either MAGS02-14 or PEL24-199. MAGS02-14
treatment unchanged the distribution of tau or phosphorylated
tau at serine 396 either in soluble or insoluble protein fractions
(Supplementary Figure S3), whereas total tau and
phosphorylated tau at serin 396 were reduced in most
insoluble C3 fraction from brain tissue of mice treated with
PEL24-199 (Figures 3B-D). The unphosphorylated tau
proteins remained unchanged in this same insoluble fraction
(C3) (Figures 3B-E). Therefore, while MAGS02-14 at 1 mg/ml
did not affect tau insolubility, PEL24-199 diminished both total
tau and phospho-Tau insolubility in THY-Tau22-treated
animals.

PEL24-199 Reduces NFTs and Astrogliosis
in the Hippocampus of THY-Tau22 Treated

Animals

THY-Tau22 mice exhibit neurofibrillary tangles as well as mild
astrogliosis (Schindowski et al, 2006). To further assess the
modulatory effect of our compounds, the burden of NFTs in
the hippocampal CAl was investigated by
immunohistochemistry using antibodies against
hyperphosphorylated tau epitopes §202/7205 and §396/404 and
pathological tau phospho-sites 1212/5214 (Figure 4A).
Treatment with MAGS02-14 resulted in a slight, although not
significant, reduction in the number of NFTs. (Supplementary
Figure S4A). In PEL24-199 THY-Tau22-treated animals,
s202/7205 and $396/5404-positive NFTs were significantly
reduced (Figure 4B). The number of NFTs stained with
pathological 1212/5214 phospho-Tau antibody was reduced,
although not significantly (p = 0.0952). Noticeably, we
observed a significant reduction of NFTs stained by the
422 phospho-Tau antibody by immunofluorescence, further
demonstrating that PEL24-199 treatment reduced the tau
pathology (Figure 4F).

Astroglial activation is activated with the development of tau
pathology (Schindowski et al., 2006; Laurent et al., 2017; Laurent
et al., 2018) and presumably favors the development of tau
pathology (Laurent et al, 2018; Ising et al, 2019). We
therefore further investigated the impact of PEL24-199 and
MAGS02-14 treatment on astrocytes activation, both by
immunohistochemistry and immunofluorescence. MAGS02-14
treatment did not modify the GFAP-positive astrocytes as well as
the number of ¢422-positive NFTs (Supplementary Figures
S4C-E). THY-Tau22 PEL24-199-treated animals showed a
significant reduction of GFAP-positive astrocytes both by
immunohistochemistry and immunofluorescence (Figure 4G).
This decrease in GFAP staining was associated with limited
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FIGURE 2| PEL24-199 decreases hyper and pathological tau phosphorylation and increases PP2A¢ expression. (A) Positioning of unphospho- or phosphorylated
epitopes recognized by tau antibodies (humbering according to the longest human brain tau isoform of 441 amino acids). Exon two and exon three encoding sequence
and the microtubule-binding region formed by tau repeated sequences numbered R1 to R4 are represented. (B) Western blotting of tau expression using N-terminus
(Nter) and C-terminus (Cter) pan-Tau antibodies, and phosphorylated tau at threonine 212 and serine 214 (1212-g214), serine 262 (s262), serine 396 (s396), serine
422 (s422), and unphosphorylated tau residues comprised in tau sequence 198-204 (unphospho Tau 198-204). Antibodies labeling are presented for untreated, PEL,
and MAGS-treated animals for protein extracts from the cortex or the hippocampus. (C) Histogram representations of the % of antibodies labeling. The control
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untreated condition which was given the value of 100%.

FIGURE 2 | percentages (untreated conditions, uncolored bars) were given the value of 100%. PEL (blue bars) and MAGS (gray bars) means + SEM percentages to the
control value are represented. Significance at the Mann-Whitney test is indicated *: p < 0.05. (D) Two-dimensional gel electrophoresis and Western blotting of human tau
isovariants from the cortex or hippocampus from untreated, PEL, or MAGS —treated animals. Acido-basic (pl) orientation of 2D Western blots is indicated on the x-axis,
and tau protein apparent molecular weight of 64 kDa is indicated on the y-axis. The vertical dotted lines encompass the most acidic tau isovariant, and differences are
indicated by arrowheads. Note that tau isovariants extend toward more acidic isoelectric points in hippocampal THY-Tau22 brain extracts from untreated animals. Two-
dimensional electrophoresis is representative of a pool of five animals per condition. (E) Western blots of PP2A catalytic subunit C (PP2A¢), demethyl PP2A¢ and
GAPDH, and histogram representations of the semiquantitative analysis of phosphatase PP2A¢ catalytic subunit in cortex and hippocampus of untreated (value of
100%), PEL, and MAGS-treated THY-Tau22 animals. Histograms of the ratio of demethyl PP2Ac upon total PP2As expression are expressed as the percentage of the

modification of connexin43 expression, a major gap junction
protein of astrocytes (Supplementary Figure S5).

PEL24-199 or MAGS02-14 Does Not Modify

Autophagy in THY-Tau22-Treated Animals
In vitro, MAGS02-14 but not PEL24-199 was shown to increase
the expression of autophagy markers such as p62 or LC3,
whereas both molecules are non-competitive inhibitors of the
3-secretase. We, therefore, analyzed the expression of APP and
BACE1 as well as several markers of autophagia. APP and
BACE1 expression were not modified by either PEL24-199 or
MAGS02-14 treatments (Supplementary Figure S6).
Expression of LC3 or p62 remains unchanged in treated
conditions as compared to the untreated THY-Tau22 mice
(Supplementary Figure S7). Moreover, both mTOR and its
downstream  target p70S6  kinase expression and
phosphorylation (p70S6K) were not modified consequently to
MAGS02-14 or PEL24-199 treatments of THY-Tau22 animals,
together suggesting that autophagy was not part of the signaling
cascade modulated by our drugs.

DISCUSSION

In the present study, we show that the f3-secretase
noncompetitive inhibitor compound PEL24-199 represses the
tau pathology, increases PP2A expression, reduces the GFAP-
positive astrogliosis, and improves short-term spatial memory
in the well-characterized THY-Tau22 transgenic model of
hippocampal neurodegeneration. These results, therefore,
suggest that this APP metabolism regulatory compound
PEL24-199 mitigates the tau pathology in vivo. This effect
is observed in a curative paradigm, and results are in line
with previous studies, where molecules derived from
the same pharmacophore were effective in a preventive
paradigm against both amyloid and tau pathologies (Sergeant
et al., 2019).

A compound containing the same pharmacophore which is
additionally fused to a tacrine moiety, RPEL, was shown to
reduce both the amyloid pathology in the APPxPS1 transgenic
animals and tau pathology in the THY-Tau22 hippocampal
neurofibrillary degeneration model (Sergeant et al., 2019).
These effects were also associated with a cognitive
improvement, however, in a preventive paradigm since
animals were treated starting from the age of 3 months
before the appearance of lesions in both transgenic models.

A structure-activity relationship strategy was used to compare
two compounds that differ by a single nitrogen atom that share
a §3-secretase noncompetitive inhibitory effect; however, the
lysosomotropic activity was only associated with MAGS02-14
in vitro (Gay et al., 2018). This lysosomotropic activity is
common to several compounds that were originally derived
from chloroquine (Melnyk et al, 2015). Through the
alkalization of intravesicular pH, the lysosomotropic activity
of compounds inhibits the §3-secretase pH-dependent activity
and represses the autophagic flux (Schrader-Fischer and
Paganetti 1996; Tam et al., 2014). Dosage of MAGS02-14 in
the brain tissue showed an accumulation when compared to
PEL24-199 (Supplementary Figure S1). This accumulation
could be a contributing factor to its inefficacy and could
potentially be deleterious. Modulation of the y-secretase
that is routed to the early endosome together with the 3-
secretase is likely not contributing to the observed effect of our
compounds since Notchl y-secretase processing is not
modified by RPEL, MAGS02-14, or PEL24-199 (Gay et al,
2018; Sergeant et al., 2019). Moreover, chloroquine and
molecules having a lysosomotropic activity inhibit the
autophagy flux, the effect of which was also shown
previously in vitro for MAGS02-14 (Gay et al, 2018).
Several markers of autophagia including mTOR and its
downstream target p70S6K (Lipton and Sahin, 2014) as well
as p62 and LC3 were analyzed, and no modulation was
observed in vivo following 7 weeks of treatments of THY-
Tau22. Together, our results suggest that the lysosomotropic
activity is not necessary for the in vivo activity of our
compounds, whereas the @3-secretase noncompetitive
inhibitory activity is more likely essential.

Although a direct relationship between f3-secretase aspartyl
proteases BACEL or BACE2 and tau protein expression has not
yet been established, a growing body of evidence suggests an
interplay between tau protein and the {3-secretase processing of
APP. f3-secretase inhibitors or y-secretase modulators were
shown to reduce tau protein expression in control neurons
derived from human stem cell-derived excitatory cortical
neurons (Moore et al., 2015). Following PEL24-199 treatment
of THY-Tau22 mice, tau phosphorylation was reduced at
hyperphosphorylated sites and pathological phospho-sites.
Moreover, the insoluble fraction of tau as well as the number
of neurofibrillary tangles was reduced. Notably, the decrease of
tau phosphorylation was not followed by an increase in tau
plasmatic clearance (Supplementary Figure S8), suggesting
that the positive effects observed with PEL24-199 treatment
on the decrease of tau pathology are not related to a change in
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FIGURE 3 | PEL24-199 treatment decreases the insoluble phosphorylated tau fraction in THY-Tau22 mice. (A) Schematic representation of mouse brain tissue
fractionation steps. The samples in TSB (Crude) are centrifuged, and the supernatant is added with 10% TSB (S1), and sonicated before being centrifuged at
100,000 xg. The supernatant is collected (S2), and the pellet is resuspended in Tris-Triton X-100 buffer, sonicated, and spun at 100,000 xg for 1 h. The supernatant (S3)
is collected, and the pellet is resuspended in SDS-PAGE LDS lysis buffer (C3). Each of the fraction from S1 to C3 and the crude brain lysate are loaded onto SDS-
PAGE. (B) Western blot of tau proteins (Pan-Tau Nter), phosphorylated tau proteins at serine 396 (Phospho Tau s396), and unphosphorylated tau proteins (Unphospho
Tau 198-204) in crude, S1 to S3 and insoluble C3 pellets from the hippocampus of THY-Tau22-untreated (-) or PEL-treated (+) mice. GAPDH staining was performed to
ascertain that an equal quantity of material was loaded between untreated and treated protein fractions. (C,D, E) Histogram representations of the mean + SEM ratio
between the signal of the insoluble fraction divided by the signal in the soluble plus insoluble fraction for Pan-Tau Nter, phospho Tau 396, and unphosphorylated Tau
198-04 antibodies labeling in the hippocampus fractions S1 (soluble) and insoluble (C3) of THY-Tau22 treated or not with PEL24-199 (n = 5 for untreated and n = 4 for
PEL treated animals). The mean difference was statistically considered as significant with a p-value below 0.05 (indicated by one asterisk).

the plasma clearance of tau protein. Modulation of tau
phosphorylation can be attributed to the modification of
PP2A expression, as there is an inverse relation between the
hyperphosphorylation of tau Ser202/Thr205 and PP2A activity
(Kins et al., 2003). Moreover, increased activation of PP2A was
shown to contribute to the restoration of cognitive functions in
THY-Tau22 mice, also in a curative paradigm (Ahmed et al,
2020). PP2A is inhibited in AD and suggested to contribute to
the hyperphosphorylation of tau and the regulation of APP

metabolism (Taleski et al, 2021). PP2A catalytic subunit
expression is increased in THY-Tau22 mice treated with
PEL24-199 but not in mice treated with MAGS02-14, first
showing the specific effect of PEL24-199, and second, we can
assume a relationship between the reduction of tau
phosphorylation and increased expression of PP2A.
Moreover, the increased expression was not associated with a
change of methylation status of PP2Ac, therefore suggesting
that a gain of PP2A activity is more likely a consequence of an
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slices of four animals per condition.

FIGURE 4 | positive NFTs and astrogliosis in the hippocampus of THY-Tau22 mice treated or not with PEL24-199 (PEL). The 5422 antibody was used for the detection of
NFTs (in green) and the GFAP antibody was used to stain reactive astrocytes (in red). Note that the 5422 and GFAP staining were significantly reduced in THY-Tau22
mice treated with PEL24-199 (PEL). (F) Ratio of the number of s422-positive NFTs over the total surface in mm? of the CA1 of the hippocampus of untreated or
PEL24-199 (PEL) THY-Tau22-treated animals. Statistical differences between untreated and treated conditions were significant with a p-value below 0.05 (*). (G) Ratio
of the glial fibrillary acidic protein (GFAP) staining over the total surface in mm? of the hippocampal CA1 of PEL24-199 (PEL) treated or untreated THY-Tau22 mice.
Statistical differences between untreated and treated conditions were significant with a p-value below 0.05 (¥). Results are expressed as the mean + SEM from three brain

increased expression of PP2A. In PEL24-199-treated mice, the
insoluble tau fraction was reduced, indicating that the proportion
of aggregated tau is diminished, resulting in the lowering of existing
neurofibrillary degenerating processes, the inhibition of this
process, or both. These results are strengthened by the
significant lowering of the number of neurofibrillary
degenerating neurons in the brain of PEL24-199-treated
animals. We, therefore, demonstrated that PEL24-199 can
decrease the tau pathology in vivo by reducing the number of
NFTs present in the hippocampus. Together, these results
demonstrate a reduction of the neurofibrillary degenerating
process in THY-Tau22-treated mice when compared to
untreated animals, and therefore PEL24-199 compound reduces
the tau pathology in a curative paradigm together with the recovery
of the short-term spatial memory. Our results are in line with the
article of Moore et al. (Moore et al,, 2015), in which they showed
that manipulating APP metabolism by B-secretase inhibition
results in a specific decrease in tau protein levels, demonstrating
that APP metabolism regulates tau proteostasis. Such modulatory
effect of both APP and tau was achieved with an activator of the
chaperone-mediated autophagia (CMA), further suggesting
another therapeutic route active on both APP and tau
pathology (Bourdenx et al, 2021). Our data suggest that
modulating the metabolism of APP with small molecules
can affect not only tau protein levels but also the neurofibrillary
degenerating process, and in turn improve cognitive functions.

Few studies involving f{3-secretase inhibitors were shown
to reverse or attenuate the behavioral and memory deficits in
transgenic mouse models of AD (Imbimbo and Watling, 2019).
Research into the therapeutics for neurodegenerative diseases have
proposed several different small molecules as candidates either
targeting AP or tau lesions (Morimoto et al., 2013; Lecoutey et al,,
2014; Yahiaoui et al., 2016), including autophagy modulators (Silva
et al,, 2020; Bourdenx et al., 2021), but to our knowledge, none of
them, except the CMA activator (Bourdenx et al., 2021), acts on
both the amyloid and tau pathological processes. BACE1 and
BACE2 degrade AP peptides besides just being the proteases
necessary to produce AP peptides (Abdul-Hay et al, 2012).
Thus, current inhibitors may also affect AP degradation through
incomplete repression of the aspartyl protease activity of BACE
proteases (Liebsch et al,, 2019). As PEL24-199 is not a direct
enzymatic inhibitor of BACEI, this compound may differently
modulate the APP metabolism and therefore potentially preclude
the detrimental effect of pure {3-secretase inhibitors.

Astrogliosis is an inflammatory response that potentiates the
progression of neurodegenerative diseases and can be considered
as a potential therapeutic target (Phillips et al., 2014; Chung et al.,
2015). Astrocytes have a discrete regulatory function of synapses

and neuronal plasticity, and, for instance, specific reduction of
connexin4d3 in astrocytes reduces the memory impairment in
APPxPS1 mice (Ren et al, 2018). Levels of GFAP-reactive
astrocytes are closely associated with dementia in AD (Perez-
Nievas et al, 2013). More recently, senescent astrocyte
accumulation was shown to promote the formation of
hyperphosphorylated tau aggregates, and the reduction of the
senescent astrocytes prevents PS19 tau transgenic mice from
cognitive decline, as well as a decline in tau pathology has
been reported (Bussian et al, 2018), which shows a close
interplay between the tau pathology and reactive astrogliosis.
Herein, we showed that GFAP-positive reactive astrocytes were
reduced in THY-Tau22 mice treated with PEL24-199 when
compared to untreated mice. This GFAP-reactive astrocyte
reduction could either result from the direct effect of PEL24-
199 on astrocytes or indirectly related to the reduction of the tau
pathology. The suppression of tau expression in the double APP/
PS1 x rTg4510 transgenic as well as in the rTg4510 transgenic
model of tau pathology reduced the burden of NFTs and the
astrogliosis, and a relatively larger proportion in the single
rTg4510 (DeVos et al, 2018). These results taken together
could suggest that the reduced astrogliosis in the THY-Tau22
treated with PEL24-199 could be attributed in part to a direct
effect of PEL24-199. This reduced astrogliosis may also
contribute to the cognitive improvement observed in
PEL24-199-treated animals.

In the present study, we showed that PEL24-199, but not
MAGS02-14, leads to a restoration of cognitive functions and
also to a reduction of the tau pathology and associated
astrogliosis in the tau pathology transgenic model THY-
Tau22. The effect of our molecule relies on a modification
of APP processing through a noncompetitive f3-secretase
modulation effect and where the lysosomotropic activity is
dispensable. Thus, PEL24-199 treatment in the curative
paradigm reduces the tau pathology and astrogliosis, and
restores short-term memory. Together, these results indicate
that we have a molecule efficient on APP metabolism (Gay
et al., 2018, Tautou et al., unpublished data) but also on tau
pathology in vivo. Further investigations will be necessary to
elucidate the precise molecular mechanism of action of these
molecules which are effective on both amyloid and tau
pathology.
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