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Avant-propos

La maladie d’Alzheimer cause, comme toutes les démences qui affectent la mémoire, une
perte progressive et irréversible de ce qui nous définit au plus profond de nous. La disparition
des souvenirs et de la dignité en font une pathologie qui sépare le patient du reste de la société
et le plonge irrémédiablement dans une abime ou la mort est, malheureusement pour I'heure,
la seule délivrance. En France, cette pathologie touche prés de 3 millions de personnes dont
850 000 de maniére directe!. Au-dela du besoin de prise en charge des malades par les
proches et par notre systéme médical, la recherche apparait comme primordiale pour lutter
efficacement contre ce fardeau. Malgré plus d’un siecle d’effort mondial, aucun traitement

n’est encore curatif.

L’actualité portant sur les traitements de la maladie d’Alzheimer nous montre que le débat
entre les autorités, le milieu hospitalier et les associations de patients mene souvent a des
mésententes. Ainsi, I'arrété du 1° juin 2018, publié dans le journal officiel par décision de
I'actuelle ministre de la santé Agnés Buzyn, entraine I'arrét du remboursement de quatre
médicaments (Aricept, Ebixa, Exelon, Reminyl et leurs génériques). Cette décision fait suite
aux recommandations de 2018 de la Haute Autorité de Santé pronant le remplacement
pharmacologique en faveur de la prise en charge cognitive, ce qui est contesté par une partie

de la société civile?.

La fondation Médéric-Alzheimer considéere que le colt financier annuel de la maladie
d’Alzheimer représente 5,3 milliards d’euros en France. Si I'aspect financier est dérisoire a la
vue de la détresse humaine qu’entraine cette maladie, il met en valeur la nécessité pour nos
sociétés de financer significativement la recherche. A ce titre, je voudrais remercier ici
I’Association France Alzheimer, I’Agence Nationale pour la Recherche et I'Université de

Strasbourg a travers le fond Paul Mendel d’avoir soutenu ce projet de thése.

Les travaux présentés dans ce manuscrit tenteront de rapporter I'état actuel des

connaissances nécessaires a la compréhension de I'étude réalisée ainsi que des enjeux futurs

! www.francealzheimer.org
2 Tribune publiée dans le Figaro « Non au déremboursement des médicaments symptomatiques de la maladie
d'Alzheimer » et cosignée par 200 médecins
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qgu’ils représentent. Cette thése repose principalement sur l'intrication moléculaire et
physiologique des protéines Tau et BIN1, et ce méme si les modeles utilisés ne présentent pas
d’amyloidopathie, un marqueur essentiel de la maladie d’Alzheimer. Le doctorat s’est déroulé
partagé entre les équipes « physiopathologie des maladies neuromusculaires » et
« physiopathologie des aneuploidies, gene a effet de dose et trisomie 21 » respectivement
dirigées par les Dr. Jocelyn Laporte et Dr. Yann Hérault qui ont également co-encadré ces

travaux.

Je vous souhaite une agréable lecture.

Vil
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Liste des abréviations

AA : acides aminés

Actine F : actine en filament

Actine G : actine monomérique granulaire
AIS : axon initial segment

ALCOVE: Alzheimer COperative Valuation

in Europe

AMPH1 : Amphiphysine 1

APOE : Apolipoprotéine E

APP : Amyloid precursor protein

ATF6 : Activating Transcription Factor 6

BAC : bacteria-derivated artificial

chromosome

BACE : beta-site APP cleaving enzyme 1
BAR : Bin-Amphiphysin-Rvs

BIN1 : Bridging Integrator 1

C-ter : carboxy-terminale

CA1, CA2 et CA3 : cornes d’Ammon

CE : cortex entorhinal

CDK : cycline dependant kinase

CERAD : Consortium to Establish a Registry

for Alzheimer's Disease

CLAP : clathrin and AP2 binding domain
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CP : cortex périrhinal

CPF : cortex préfrontal

Co-IP : co-immunoprécipitation

CCV : clathrin coated vesicles

DNF : dégénérescences neurofibrillaires

EAE : experimental autoimmune

encephalomyelities
EOAD : Early Onset Alzheimer Disease
ERK: extracellular signal-regulated kinase

G3BP : GTPase Activating Protein (SH3

Domain) Binding Protein

GABA : acide y-aminobutyrique

GD : gyrus denté

GFP : green fluorescent protein

GSK3-B : Glycogen synthetase kinase 3-8
GWAS : Genome Wide Association Study
iCS : clinique de la souris

IRM : imagerie par resonance magnétique
LOAD : Late Onset Alzheimer Disease

MAD : MTM1, Amphiphysine 2 et

dynamine 2

Mag : myelin associated glycoprotein



MAP : Microtubules Associated Proteins
MAPK : mitogen-activated protein kinase

MAPT : Microtubule Associated Protein

Tau

Mtapla : microtubule associated protein

la

MBD : microtubule binding domain

MCI : Mild Cognitive Impairment

MEF : mouse embryo-derived fibroblast
MMSE : Mini Mental State Examination

MNBL1 : Muscleblind Like Splicing

Regulator 1

MOG : Myelin Oligodendrocytes

Glycoprotein

MS/MS : spectrométrie de masse en

tandem

MTM1 : myotubularine 1

NF-kB : Nuclear Factor Kappa B

N-ter : NH2-terminale

PAC : P1-derived artificial chromosome
PBS : tampon phosphate salin

PFA : paraformaldéhyde

PHF : paired helical filament

Pl : phosphoinositide

PIP : phosphatidylinositol phosphate

XX

PLA : proximity ligation assay

PRD : prolin-rich domain

PSEN : préséniline

RE : réticulum endoplasmique

REG : réticulum endoplasmique granulaire
RMN : résonnance magnétique nucléaire
RMT : réseau microtubulaire

ROS : especes réactives a I'oxygeéne

RTN : réticulons

SAPK : stress-activated protein kinase
Ser : sérine

SRSF1 : Serine And Arginine Rich Splicing

Factor 1

SH3 : SRC Homology 3 Domain

SNC : systeme nerveux central

SNP : systeme nerveux périphérique
TBD : Tau diffusion barrier

Thr : threonine

TNT: tunneling nanotube

UPR : unfolded protein response

WB : Western Blot
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Etat de l'art

En 1901, le docteur Alois Alzheimer décrivit pour la premiere fois le cas clinique de la patiente
Auguste Deter qui présentait une démence associée a une perte de mémoire. En 1906, le
cerveau atrophié de cette patiente présentait des dépdts, a la fois au niveau intra- et
extracellulaire, lors de sa caractérisation histologique par des sels d’argent

La présence de ces dépots, constitués de protéines amyloides et Tau, est essentielle a
I’établissement du diagnostic clair de la maladie d’Alzheimer. Ces marqueurs de la pathologie
sont retrouvés dans les régions sous-corticales et limbiques ainsi qu’a un stade tardif dans

I’ensemble du cortex et le cervelet a un stade tardif.

Dans cette introduction, nous détaillerons les signes cliniques associés a la maladie
d’Alzheimer et comment nous examinons l'intégrité de ces fonctions cognitives chez I'animal.
Nous établirons ensuite I’état des connaissances actuelles sur les causes moléculaires et
génétiques a l'origine des dépots observés et comment nous pouvons modéliser leur genese

chez la souris.

|. Diagnostic clinique de la maladie d’Alzheimer

Dans la grande majorité des cas, c’est la présence d’oublis successifs et nuisant donc au bon
déroulement de la vie quotidienne qui alerte en premier lieu la personne atteinte et/ou son
entourage. De ce fait, la premiére étape clinique est de déterminer I'état de la mémoire chez
le patient. Les praticiens hospitaliers ont alors recours a des tests cognitifs comme le MMSE?!
ou le CERAD? . Ces tests a eux seuls ne permettent pas de
poser le diagnostic de la maladie affectant le patient mais déterminent seulement le niveau
d’atteinte cognitive. Ainsi, I'examen clinique uniquement via des tests psycho-cognitifs
présente une quasi-impossibilité de diagnostiquer la maladie d’Alzheimer a un stade précoce

. Les patients qui présentent un score moyen-faible a ces tests sont alors en
phase de déclin cognitif modéré (MCI3). Cependant, ces tests ne sont pas forcément centrés

sur le type de mémoires affectées par la maladie d’Alzheimer . Des tests

1 De I'anglais, Mini Mental State Examination
2 De I'anglais, Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease
3 De I'anglais, Mild Cognitive Impairment
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supplémentaires et relatifs a la mémoire épisodique, la premiére a étre atteinte dans la

pathologie, doivent donc étre menés.

D’autres symptomes non spécifiques de la maladie d’Alzheimer sont également observés de
maniere hétérogene. Ainsi, on peut observer une altération des fonctions exécutives
supérieures, définies par la capacité abstraite a planifier, organiser et adapter les
connaissances actuelles et passées en fonction du comportement futur

. Nous pouvons également noter la présence de comportements agités (50% des
patients en centre de soins spécialisés), anxieux, dépressifs, voire agressifs mais aussi des

désordres du sommeil, des états psychotiques et des comportements moteurs aberrants

Lorsque I'ensemble des signes cliniques permettent aux médecins de suspecter la maladie
d’Alzheimer, ils cherchent alors par imagerie cérébrale ou par analyse du liquide
céphalo-rachidien des signes de lésions pathologiques pouvant appuyer le diagnostic (voir
partie I. 2. Marqueurs Histologiques, page 8). Pour autant, ces analyses ne sont pas
recommandées pour un dépistage précoce de la pathologie en I’'absence d’atteintes cognitives
par I'Union Européenne. En effet, I'incurabilité de la maladie d’Alzheimer entraine de surcroit
un questionnement éthique sur la nécessité d’alerter une personne encore saine d’esprit de
ce quirisque de lui arriver, comme le mentionne le rapport de I’ALCOVE (Alzheimer COperative

Valuation in Europe).

I. 1. Mémoires affectées par la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer présente une atteinte séquentielle de I'ensemble des formes de
mémoires® présente mémoire présentes chez I'étre humain. Celles-ci se différencient en
qguatre grandes catégories : la mémoire épisodique, la mémoire de travail, la mémoire
sémantique et la mémoire procédurale. Chacune de ces mémoires est supportée par un
réseau neuronal plus ou moins étendu anatomiquement. Elles présentent également des
intrications qui sont encore en débat avec un continuel renouvellement de nomenclatures et

de définitions.

! Faculté d'enregistrer, de conserver et de restituer des informations d'un passé proche ou lointain

-2-
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1. a. Mémoire épisodique

La mémoire épisodique, également appelée mémoire autobiographique, est une mémoire
déclarative! qui permet de rappeler des souvenirs a court ou trés long terme?. Elle se
caractérise par la possibilité de se rappeler de trois éléments, le « quand », le « quoi » et le
« ou » . Ainsi la mémoire épisodique permet de visualiser une scéne
avec ses protagonistes et ses éléments spatio-temporels. L'ensemble de ces trois éléments est
détecté a I'origine par nos cing sens. Si 'on prend I'exemple de la vision, I'image formée au
niveau de la rétine est véhiculée par le nerf optique vers le thalamus avant d’atteindre le
cortex visuel ou elle sera reconstituée . Cette image transitera ensuite
par I'hippocampe qui, en fonction de divers éléments comme la valence émotionnelle
associée, induira ou non le stockage de I'image notamment au niveau du cortex visuel
. Un exemple de valence émotionnelle influengant les processus de
mémorisation est I'attentat du World Trade Center le 11 septembre 2001. Une grande
majorité de ceux qui ont eu I'age de vivre cet événement ne serait-ce que télé-visuellement,
sont en mesure de se rappeler ce qui s’est passé, a quel moment de la journée et ou ils étaient.
Lorsque I'on souhaite se remémorer une information de maniére consciente, comme I'image
préalablement acquise, c’est le cortex préfrontal (CPF) qui sollicite, avec l'aide de
I’hippocampe, les réseaux neuronaux ou sont stockés le souvenir et qui sont également
appelés connectome. Le rappel récurent d’un élément mnésique entraine une augmentation
de la consolidation du connectome supportant I'information et peut rediriger les voies
d’accés. Lorsqu’on les sollicite, les réseaux du CPF et du cortex visuel permettent alors la
restitution d’'une trace mnésique indépendamment de I’hippocampe
Ainsi, une résection bilatérale de I’"hippocampe et des régions para-hippocampiques, incluant
une partie des lobes temporaux, chez le célebre patient Henry Gustav Molaison anonymisé
H.M., a entrainé une abolition de la capacité a créer de nouveaux souvenirs. Cette abolition
de la mémoire post-opératoire est appelée perte de la mémoire antérograde. Cependant,
H.M. ne présentait que peu de difficultés a rappeler les souvenirs dits rétrogrades, formés
avant 'opération . U'hippocampe n’est donc pas un centre de stockage a

proprement parler mais est plutot considéré comme un centre d’aiguillage de la mémoire

! La notion de mémoire déclarative, aussi appelée mémoire explicite, signifie la possibilité pour un sujet de
restituer des informations de maniére consciente et par le langage
2 Plusieurs dizaines d’années a toute une vie
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épisodique . Il permet de restituer, avec une haute résolution, le cadre

spatio-temporel du souvenir comme nous allons le voir.

1. b. Autres mémoires atteintes

La mémoire de travail est affectée de maniere relativement précoce dans la maladie
d’Alzheimer . Elle nous permet de retenir des informations sur une
durée relativement courte afin d’effectuer une tache spécifique comme noter un numéro de
téléphone. La mémoire de travail sollicite chez I’humain le CPF dorso-latéral, le cortex pariétal

et le cortex cingulaire antérieur

Au cours de la maladie, la mémoire sémantique sera atteinte . Cette autre
forme de mémoire déclarative ne nécessite pas le rappel du « ol » et du « quand » mais
uniquement du « quoi ». Ainsi, on sait que la déclaration des droits de 'Homme et du citoyen
a été éditée en 1789 sans pour autant se souvenir d’ « ol » et de « quand » nous I'avons
mémorisée. Chez I’humain, cette mémoire serait en grande partie soutenue par le lobe
pariétal inférieur et le lobe temporal. Elle présente également en imagerie in vivo I'activation

de I'hippocampe

Enfin, a un stade avancé de la maladie d’Alzheimer, la mémoire procédurale est altérée

. Cette mémoire qui nous permet de ne jamais oublier comment faire du
vélo, est soutenue par le néocortex, les noyaux de la base et le cervelet. L'atteinte a un stade
tres tardif de la pathologie explique pourquoi les patients qui ne se souviennent pas du nom

de leurs proches peuvent toujours jouer au piano un air appris des années auparavant.

1. c. L'hippocampe, un circuit neurobiologique de la mémoire

Cet hippocampe tel que nous le considérerons dans ce manuscrit se compose des cornes

d’Ammon (CA1, CA2 et CA3) et du gyrus denté (GD) (Figure 1;

La majorité des entrées axonales proviennent du cortex entorhinal (CE) qui est
anatomiquement et fonctionnellement composé d’une partie médiane et latérale. Notons
gue la partie latérale est connectée au cortex périrhinal (CP) qui est lui-méme connecté a
certaines aires primaires et associatives comme le cortex visuel . Ce

complexe temporal formé, de fagon non exhaustive, par le CE latéral et le CP permet
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notamment la représentation des objets et des éléments spatiaux ou ont été rencontrés ces

objets

afféerences ou
efferences du CE

Figure 1: Coupe coronale d’un cerveau de souris centrée au niveau de I'hippocampe dorsal. Le schéma
classique de la boucle tri-synaptique composée du cortex entorhinal (CE), du gyrus denté (GD) et des cornes
d’Ammon (CA) est représenté par les fleches noires avec les synapses (S1, S2 et S3) en bleu. La voie de sortie de
I’hippocampe via le subiculum ainsi que les rétroprojections du CE vers I'hippocampe sont représentées en
rouge. 3¢ VD : 3¢ ventricule dorsal. Echelle: 500 um. Coloration au crésyl violet tiré de I'atlas de souris :
atlas.brain-map.org

Ces fibres axonales excitatrices du CE projettent vers I’"hippocampe, et notamment le GD, qui
constitue la synapse n°1 (Figure 1). Le GD est composé d’une couche granulaire dans laquelle
se trouvent des neurones matures qui présentent leurs arbres dendritiques au niveau de la
couche moléculaire et réceptionnent les informations provenant du CE .Le GD
permet notamment la discrimination de motifs similaires. Cette capacité est appelée pattern
separation et repose sur la capacité des réseaux neuronaux du GD a former un nouveau
connectome pour chaque environnement ou objet similaire . Cette
fonction reposerait sur une possible capacité de la zone sous granulaire du GD a présenter
une neurogénése adulte a la fois chez la souris et I'étre humain

Ces données relatives a la présence d’une
neurogénése adulte chez ’humain sont sujettes a controverse. Une étude récente clame que
cette neurogénese est restreinte a la premiéere année post-natale chez les primates et
disparait chez I’étre humain dés I'adolescence .Par ailleurs, les études
concernant cette neurogénése hippocampique chez les patients souffrant de la maladie

d’Alzheimer a un stade précoce ou sévére sont contradictoires


http://atlas.brain-map.org/
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Apres intégration des informations du CE, les cellules granulaires du GD projettent a travers
les fibres moussues vers la CA3 pour former la synapse n°2 (Figure 1). Puis les neurones de
CA3, projettent a travers les collatérales de Schaffer vers la CA1 pour former la synapse n°3
(Figure 1). Et c’est au niveau de la CA1 que I'intégration de la représentation spatiale s’opere

. Les
neurones qui composent la CA1 sont appelés a juste titre « cellules de lieux » et encodent la
localisation de I'individu. Lorsque le sujet se trouve a une position A, une sous-population A
de neurones sera activée. A une position B, ce sera la sous-population B, etc. Avec un hombre
limité de neurones, cette structure opére donc une sélection neuronale minimale pour
encoder la position spatiale et un méme neurone peut participer a différents encodages
spatiaux. Par exemple, un rat dans un nouveau labyrinthe activera succinctement pour la
premiére fois les réseaux B, A, C et D. Ces mémes réseaux seront de nouveau activés dans le
méme ordre (B, A, C, D) si le rat emprunte le méme chemin lors du second passage dans le

labyrinthe et méme durant le sommeil

Les informations, aprés traitement hippocampique, sont ensuite principalement redirigées
vers le CE a travers le subiculum, composé de fibres axonale et représente un élément de la
matiére blanche (Figure 1). Le schéma classique et linéaire CE, GD, CA3, CA1 est appelé boucle
tri-synaptique et ne représente qu’une partie des réseaux complexes prenant place dans
I’hippocampe. En effet, il est important de mentionner que les informations provenant du CP
peuvent étre transférées vers I'hippocampe de maniere directe et donc sans implication du
CE et GD . Le CE connecte également de facon directe la CA1, la CA2, la CA3 et
le GD par rétroprojection via le subiculum. De la méme maniére, les axones des neurones de
la CA3 qui projettent sur la CA1 envoient également des collatérales sur d’autres neurones de
la CA3 et des neurones du GD . La CA2, qui fut longtemps considérée comme
une simple zone de transition, apparait désormais comme une zone anatomique effectuant
des intégrations computationnelles qui lui sont propres . Parmi les
différences évolutives inter-espéces de cette structure nous pouvons mentionner la
discrimination de I’axe antéro-postérieur de I'hippocampe chez les primates qui est retrouvée
au niveau dorso-ventral chez les rongeurs. La partie postérieure (dorsale chez le rongeur) est
associée a la cognition spatiale alors que la partie antérieure (ventrale chez le rongeur) est

qguant a elle principalement impliquée dans la valence cognitive émotionnelle, bien qu’elle
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apporte également sa contribution dans la mémoire spatiale . Parailleurs,
une latéralisation fonctionnelle de I’hippocampe a été retrouvée chez le rat

Elle est retrouvée défaillante en imagerie in vivo chez les patients présentant un état MCl
notamment au niveau du CE . Dans la suite des travaux de thése, nous nous

focaliserons uniquement sur I’"hippocampe dorsal des souris sans distinction de latéralité.

1. d. Etude de ces mémoires chez le rongeur

Comme nous l'avons vu, chez les patients atteint par la maladie d’Alzheimer, la mémoire
épisodique est I'une des premiéres mémoires a étre détériorée. Ainsi, il apparait important
d’étudier le circuit déterminant dans cette mémoire, qui impligue notamment le CE, le CP et
I’"hippocampe (voir partie I. 1. c. L’hippocampe, un circuit neurobiologique de la mémoire,
p. 1). Chez les rongeurs, plusieurs tests cognitifs examinent, en partie, I'intégrité de cette
mémoire. Ici seront détaillés les tests de la reconnaissance d’objets et de la piscine de Morris.

La réussite de ces deux tests nécessite également I'intégrité de la mémoire de travail.

d. i. Test de la reconnaissance d’objets

Le test de la reconnaissance d’objets repose sur la préférence naturelle des rongeurs a
explorer un élément nouveau dans un environnement connu. Il consiste a exposer I'animal a
deux objets identiques durant un certain temps, généralement de 10 minutes. Aprés une
latence plus ou moins grande, la phase de test dans laquelle un des deux objets est changé est
mise en place. Un temps plus important passé a explorer le nouvel objet durant cette phase
de testindique le rappel mnésique de I'ancien objet. Dans le cas ou le paradigme expérimental
se fait sans modification spatiale des objets, ce test fait donc appel aux notions du « quoi » et
du « quand » . Ce test, avec une heure de rétention, met en jeu une forme
de mémoire a court terme qui impliquerait en grande partie le CP chez le rat
. Une revue recense chez le rat, I'implication de I'hippocampe a court terme
(1 heure), a long terme (1 jours) mais pas a trés court terme (10 secondes ou 10 min)
Les études sur les circuits neuro-anatomiques primordiaux, entre
I'hippocampe et le CP, dans la sollicitation de cette forme de mémoire chez le rongeur sont

encore en étude.
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d. ii. Test de la piscine de Morris

Le test de la piscine de Morris repose sur la volonté des animaux a s’échapper d’une situation
déplaisante. Les animaux doivent donc s’orienter dans une enceinte remplie d’eau rendue
opaque, afin de localiser et de mémoriser I'emplacement de leur seule échappatoire
constituée d’une plateforme immergée et donc cachée. Ce test de mémoire spatiale requiert
donc le rappel du « quoi » et du « ou ». Dans notre paradigme expérimental, les souris ont
été déposées a une position aléatoire a chaque essai. Cette procédure permet de s’affranchir
de la mémoire égocentrique, basée sur une succession de séquence motrice et d’indices
proximaux, qui est principalement supportée par le striatum dorsal

. Les souris devront se baser uniquement sur I'orientation par rapport a des indices
distaux et donc sur leur mémoire dite allocentrique. Celle-ci est notamment supportée par
I’"hippocampe dorsal et le CE. Par ailleurs, le test de rappel effectué 24 heures apres la derniere

session d’apprentissage, est représentatif d’'une mémoire a long terme

I. 2. Marqueurs Histologiques

La maladie d’Alzheimer est due a une neurodégénérescence du systéme nerveux central
(SNC). Néanmoins, pour poser le diagnostic de la pathologie, la présence de deux marqueurs
est essentiel: les dépots amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires, causés
respectivement par les protéines APP! et Tau. Il est aujourd’hui admis que les processus
pathologiques entrainant I'apparition de ces marqueurs, se produisent des dizaines d’années
avant l'apparition de troubles cognitifs . Notons que, d’apres le moteur de
recherche américain PubMed sur le site du NCBI?, les mots clés « amyloid Alzheimer » et
« tau Alzheimer » permettent d’obtenir respectivement prés de 32 000 et 10 000 références.
Il apparait donc que la recherche internationale s’est majoritairement focalisée sur la protéine
APP. Je tenterai de donner des bases explicatives a ce biais et d’expliquer pourquoi le travail

de recherche et de thése s’est focalisé prioritairement dans un contexte de tauopathie.

! De I'anglais Amyloid precursor protein
2 De I'anglais, National Center for Biotechnology Information
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L'impact d’une surexpression de BIN1 dans un modéle murin développant des plaques
amyloides est en cours d’étude par la Dr Monica Rataj Baniowska dans I'équipe du Dr Yann

Hérault.

2. a. Dépbt amyloides
a. i. Visualisation et identification de I'amyloide

En 1906, les plaques séniles ont pour la premiére fois été caractérisées grace a leur propriété
argyrophile! dans des cerveaux humains post-mortem . C'est seulement au
cours des années 80 que I'amyloide fut identifiée comme composant principal de ces plaques
séniles . Aujourd’hui, les avancées techniques de I'imagerie médicale
nous permettent de visualiser in vivo la présence de ces plaques. Ainsi I'utilisation du
« Pittsburg compound B », un analogue radioactif de la thioflavine T, permet la visualisation
en tomographie par émission de positons, des plaques amyloides dans le tissu cérébral

. Une étude menée sur une période de six ans chez des personnes controles ou
présentant un MCl montre une progression sigmoidale du nombre de plaques en fonction du
temps méme si les sujets ne présentent pas d’atteinte cognitive. Ainsi, entre 20 a 30% des
personnes agées cognitivement normales présentent ces dépots. Il apparait donc que méme
si le pronostic cognitif est moins favorable que pour les personnes ne présentant pas ces
dépots, le marqueur amyloide sous forme de plaques n’est aujourd’hui que faiblement corrélé

aux performances cognitives et au volume cérébral

a. ii. Aspects génétiques des plaques amyloides

A différents moments de I’histoire de I’'Homme, les civilisations rencontrérent des révolutions
technologiques qui métamorphosérent radicalement notre fagcon de vivre, de penser et de
conceptualiser le futur. L'écriture, la culture agricole, I'imprimerie et la révolution industrielle
sont autant de marques révélatrices du passage d’un chapitre a I'autre de notre Histoire
commune. Parmi ces révolutions, la génétique repoussa les questionnements existentiels.

Qui sommes-nous ? D’ou venons-nous ? Et ou allons-nous ?

Avec la découverte de 'ADN et I'émergence de son séquencage, notre connaissance sur

I'origine de certaines maladies a été amplifiée de maniére exponentielle. Dans la longue liste

1 Qui présente une propension a se lier avec I'argent
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des maladies héréditaires, la maladie d’Alzheimer ne sort pas en reste avec la présence de 32,
179 et 14 mutations autosomales dominantes a pénétrance totale situées respectivement
dans les génes APP!, PSEN1? et PSEN2? . Ces trois génes sont
impliqués dans le métabolisme de I'amyloide. Leurs expressions favorisent le clivage de la
protéine APP au niveau des sites peptidiques y40 et y42 entrainant la formation des peptides
respectifs AB40 et 42. Ces peptides, au niveau intra- et extracellulaire, se présentent sous
différentes formes : libre, en polymeres ou agrégés en plaque . La
succession d’événements pathologiques qui leur sont liés est appelée « cascade amyloide ».
L'amyloidopathie favorise des processus allant de la toxicité cellulaire jusqu’a la réaction

inflammatoire

Chez les patients porteurs de mutations touchant les genes APP, PSEN1 ou PSEN2, le déclin
cognitif est observé avant I'dge de 65 ans . Un cas précoce débutant aux
alentours de la trentaine a méme été rapporté3. Par ailleurs, la localisation du géne APP sur le
chromosome 21 entraine I'émergence précoce de la maladie d’Alzheimer dans environ 4 a
55% des personnes présentant un syndrome de Down (trisomie 21) et agées d’une
guarantaine d’années . Les formes précoces du déclin cognitif ont abouti a
communément appeler la maladie d’Alzheimer « cas familiaux », « a début précoce » ou
encore en anglais « Early Onset Alzheimer Disease » (EOAD). Ces cas EOAD représentent moins
de 1% de 'ensemble des patients . Ainsi, la tres grande majorité des patients
ne présentent pas de mutation et sont atteints par une forme tardive communément appelée
« cas sporadiques », « a début tardif » ou encore en anglais « Late Onset Alzheimer Disease »
(LOAD). Dans la suite de ce manuscrit je ferai mention de ces formes par leurs acronymes

anglais EOAD et LOAD.

Alors que des mutations de Tau sont liées a des maladies neurodégénératives, aucune
mutation dans le géne MAPT* n’a pour l'instant été identifiée dans la maladie d’Alzheimer

(voir partie I. 2. b. ii. Aspects génétiques de MAPT, p. 13). L’apparition des formes EOAD a

1 Protéine précurseur de I'amyloide

2 préséniline 1/2

3 www.bbc.com/news/health-31807961, « I'm 39 and | have Alzheimer’s disease”
4 De I'anglais Microtubule Associated Protein Tau
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Marqueurs Histologiques

entrainé des théories qui centrent le début de la pathologie autour de processus intimement

liés a I'amyloidogénese.
2. b. Dégénérescences neurofibrillaires

b. i. Visualisation et identification de Tau

Le Dr Alois Alzheimer a également décrit la présence post-mortem de dégénérescences
neurofibrillaires (DNF) chez des cerveaux de patients atteints par la pathologie
. Ces DNF sont caractérisées par une accumulation d’agrégats, enchevétrés en paires de
filaments en hélices (PHF'), majoritairement au niveau du compartiment somatique des
neurones . L'utilisation d’anticorps ciblant la protéine Tau ainsi que
I’étude par clonage ont identifié cette protéine
Tau comme un élément central de ces agrégats. La protéine Tau fut découverte en 1975 et
nommeée en référence a sa capacité a induire la formation de microtubules a partir de tubuline
. Les travaux menés en 1991 par le couple Eva et Heiko Braak ont
abouti a la classification des degrés d’atteinte du cerveau par ces DNF, aprés analyses
post-mortem . Cette échelle de 1 a 6, toujours utilisée, détermine la
sévérité et I'étendue anatomique des lésions induites par les DNF. Celles-ci évoluent depuis
les régions trans-entorhinal, composées principalement du CE et du CP (stade 1 et 2), a
I'hippocampe (stade 3 et 4) puis jusqu’a I'ensemble du cortex (stade 5 et 6 ; Figure 2). La
présence de ces DNF en post-mortem est corrélée au degré de sévérité des atteintes cognitives
mesurées par MMSE (Figure 2 ; . Un nouveau ligand?
des DNF a été développé afin de pouvoir les visualiser en tomographie par émission de
positon. Cette technique prometteuse montre une corrélation entre la localisation
anatomique et I'intensité du marquage cérébral avec I'atteinte cognitive
. En combinaison du Pittsburg Compound B ciblant les plagues amyloides,
il deviendrait alors possible d’établir in vivo un diagnostic clair de la maladie d’Alzheimer en

s’affranchissant des autopsies

1 De I'anglais, paired helical filament
2 18F-MK-6240
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A B

transentorhinal limbic isocortical
V-vi

Braak Stage
E=

MCI

Moderate Severe

]

1

1

.
30 25 20 15 10 5 0
Neurofibrillary changes MMSE Score

Figure 2 : propagation des DNF dans le cerveau humain et corrélation avec le degré d’atteinte cognitive. Les
DNF sont représentés en nuances de gris (A) et une corrélation est retrouvée entre les stages de Braak identifiés
en post-mortem et I'atteinte cognitive mesurée par MMSE (B). D’apres

Ces lésions histologiques ne sont cependant pas spécifiques de la maladie d’Alzheimer. Elles
sont retrouvées dans d’autres formes de tauopathie induite par la mutation de MAPT, comme
la paralysie supranucléaire progressive et la démence fronto-temporale, mais ces pathologies
présentent toutefois une évolution spatio-temporelle différente par rapport a la maladie
d’Alzheimer . Le stade cellulaire final induit par la pathologie
Tau est la mort neuronale. Cependant, dans la maladie d’Alzheimer, |’évolution clinique est
largement corrélée au schéma de progression de ces DNF

et dans des modéles murins de tauopathie, les déficits cognitifs sont corrélés aux DNF
présents avant la mort neuronale . Ces éléments indiquent que la toxicité de

Tau et les perturbations cognitives associées sont antérieurs a la mort neuronale.

Les premiéres caractérisations de la protéine Tau comme élément central des DNF ont
également révélé une phosphorylation anormale de la protéine

En effet, la protéine Tau subit différentes modifications allant d’une phosphorylation
anormale a une accumulation en polymeres solubles puis insolubles pour former les agrégats
caractéristiques des DNF . Durant ce processus, pouvant durer des dizaines
d’années, des modifications chimiques et structurelles de la protéine Tau ainsi qu’un
changement de sa localisation subcellulaire (de I’'axone vers le soma) interviennent. De plus
nous sommes face a un systeme a deux composantes : le role toxique associé a un gain de

fonction de Tau, et la perte de sa fonction physiologique dont I'incidence pathologique est,
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comme nous le verrons, controversée. Ces deux aspects sont discutés plus en détails en
parties Il. 2. Aspects moléculaire de Tau, p.14 et Il. 3.Aspects fonctionnels et

physiopathologique de Tau, p. 21.

b. ii. Aspects génétiques de MAPT

Le géne MAPT! est présent sur le bras long du chromosome 17 chez I’humain et code pour la
protéine Tau. Le locus 17q21.31 ou est situé ce gene contient une région d’environ 900 kb qui
se présentent sous deux formes d’haplotype H1 et H2 . Ces haplotypes
sont dus a la présence de séquences répétées qui peuvent entrainer des réarrangements de
la région chromosomique : inversion , délétion et
duplication . Si on se focalise sur les maladies neurodégénératives,
I’haplotype H1 est associé a un risque augmenté de développer des pathologies comme la

paralysie supranucléaire progressive et la dégénérescence cortico-basale

En dehors du contexte d’haplotype, une étude a corrélé un polymorphisme en amont du gene
MAPT au risque de LOAD avec la présence d’un facteur de risque APOE-E4 (voir partie Ill.
Facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer a début tardif, p.34; . Ce
polymorphisme pourrait avoir une action sur I'épissage alternatif de I’exon 3 de MAPT. De
plus, des délétions partielles ou des duplications complétes de ce locus ont également été
identifiées dans des pathologies (Avila et al. 2013) et un total?> de 107 mutations ponctuelles
sont actuellement répertoriées sur des exons et des introns, pouvant mener a des pathologies
. A ce jour, aucune mutation, délétion, insertion ou haplotype n’a été lié a la
maladie d’Alzheimer. Néanmoins la duplication de novo de la région 17q21.31 a été observée
dans 4 cas de patients présentant des signes cliniques apparentés a la maladie d’Alzheimer
. L'augmentation de dose de MAPT est associée avec une augmentation
de I'expression de son ARN messager . La duplication du locus
17921.31 est donc une nouvelle cause génétique d’'une tauopathie, conduisant a une
démence précoce avec des signes cliniques proches de la maladie d’Alzheimer, mais en

I’'absence de plaques amyloides.

! De I'anglais, Microtubule Associated Protein Tau
2 https://www.alzforum.org/mutations/mapt
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PHYSIOPATHOLOGIES ASSOCIEES A TAU

Il. Physiopathologies associées a Tau

II. 1. MAPT, un géne soumis a I'évolution

Le gene MAPT présent chez I’humain provient d’une longue succession de modifications de sa
composition en nucléotide durant la spéciation . Ainsi, un
alignement de séquences entre le produit du géne orthologue de la drosophile et celui
humain, présente une similarité de 66% au niveau peptidiques. La plus forte conservation est
située au niveau des régions codantes pour les domaines de liaisons aux microtubules (MBD?).
La trés forte homologie du MBD entre les protéines Tau produites chez I’'humain et les bovins
avec cet orthologue ameéene les auteurs a associer cette protéine a Tau. En outre, apres
migration par Western Blot (WB), la taille relative apparente, de cette protéine issue de la
drosophile est similaire a la taille apparente retrouvée chez les mammiféres. Cela a conduit,

pour ces auteurs, a I'appellation de cette protéine chez la drosophile : Tau

La comparaison génomique et protéique de I'isoforme la plus longue de Tau (2N4R) dans le
SNC entre I’humain et la souris révéle une homologie nucléotidique de 83%, avec 266 codons
identiques, et 88% d’homologie protéique. De plus, le domaine MBD présente une
conservation de 98% et les différences protéiques sont principalement retrouvées au niveau
N-ter avec un ajout de 11, 2, 2 et 2 acides aminés (AA) dans les séquences respectives codées
par les exons 1,2, 5et 7 . Cependant des divergences d’épissage sont

constatées entre I'"humain et la souris (voir partie Il. 2. a. Structure de Tau, p. 14).

II. 2. Aspects moléculaire de Tau

2. a. Structure de Tau

Dans le cerveau humain, ce géne code pour I'expression, principalement neuronale, de six

isoformes qui présentent des variations de tailles allant de 352 a 441 AA (Figure 3 ;

1 De I'anglais, microtubule binding domain
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Figure 3 : Représentation du géne MAPT, du transcrit primaire et de la production des isoformes de Tau
humaines apres épissage alternatif. Le gene MAPT contient 16 exons, dont le -1 est constitutif du promoteur.
Le transcrit primaire de Tau présente les exons -1 et 14 mais ceux-ci ne sont pas traduits. Les domaines
constitutifs de tau, codés parlesexons 1, 4,5,7,9,11, 12 et 13 sont représentés en bleu, le domaine N1 en jaune
et le domaine N2 en vert présentent des épissages différents. Les domaines MBD en noir peuvent étre inclus
trois ou quatre fois. A I’dge adulte Tau présente 6 isoformes et une isoforme spécifique est retrouvée durant le
développement foetal. D’apres

La partie centrale commune a toutes les isoformes se compose d’'un domaine riche en
proline (PRD?Y) permettant I'interaction avec des protéines qui présentent un domaine SH32

. En effet, des séquences consensus sur la structure primaire (comme
XXXPPXPXX, RXLPPRPXX, RKLPPRPSK3) présentes notamment dans la protéine Tau,
permettent I'interaction de ces séquences avec le domaine SH3 . La structure
tertiaire et tridimensionnelle permet également de présenter des séquences consensus qui
ne sont pas détectables en conformation primaire. Cependant, la protéine Tau présente une

conformation finale et fonctionnelle qui est linéaire et monomérique

1 De I'anglais, Prolin Rich Domain
2 De I'anglais, SRC Homology 3 Domain
3 0u X est un AA différent de la cystéine
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A ce domaine PRD est ajoutée une extrémité peptidique NH-terminale (N-ter) qui possede
des propriétés acides et une extrémité peptidique carboxy-terminale (C-ter) qui présente des
propriétés basiques . Cette asymétrie de charge conférée
par ces séquences peptidiques est modulée par des modifications post-traductionnelles et
permet de considérer Tau comme un dip6le. Cette propriété électromagnétique régule la
force d’interaction de Tau avec les microtubules ou ses partenaires protéiques et module

également son agrégation pathologique

D’autres domaines additionnels permettent la constitution des six isoformes dans le cerveau
humain. Ainsi, les motifs répétés MBD au niveau C-ter peuvent étre inclus trois ou quatre fois
selon I'épissage alternatif de I’'exon 10, entrainant la production des isoformes 3R et 4R. De
maniere attendue, les isoformes 4R présentent une plus forte interaction avec les
microtubules . Selon les isoformes, une ou deux insertions peptidiques 1N
et 2N sont retrouvées ou non au niveau N-terminal, codées par les exons respectifs 2 et 3,
avec 29 ou 58 AA respectivement . Ces domaines modulent le potentiel
isoélectrique de Tau. Ainsi, les six isoformes neuronales sont répertoriées selon la
nomenclature suivante : ON3R, 1N3R, 2N3R, ON4R, 1N4R, 2N4R. Ces isoformes existent
également au niveau du systeme nerveux central (SNP) dans lequel une plus grande isoforme

de Tau est retrouvée dans les axones

La région N-ter, comprenant le PRD, est nommé « domaine de projection » et interagit avec
la membrane plasmique ou des protéines du cytosquelette . La région C-ter,
comprenant les MBD, promeut I'assemblage des microtubules et est donc appelée « domaine
d’assemblage » . Ce domaine d’assemblage permettrait, par
un phénomene de compétition de liaison entre les microtubules et la protéine phosphatase
2A, de diminuer le niveau de phosphorylation de Tau en empéchant I'activité de la

phosphatase

2. b. Tauopathies et variations du ratio 3R/4R

Chacune de ces isoformes présente une fonction physiologique propre et suit une régulation

d’expression entre le développement embryonnaire et I'age adulte. Ainsi I'isoforme la plus
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courte (ON3R) est présente en abondance pendant le développement foetal® alors que les
autres isoformes ne sont produites qu’a I'adge adulte . Chez le rongeur
adulte agé de trois mois, trois isoformes de Tau sont majoritairement retrouvées, contenant
toutes 4 domaines MBD et un nombre d’insertion N-ter allant de 0 a 2

Elles, sont répertoriées selon la nomenclature suivante : 4RON, 4R1N, 4R2N. Contrairement a
I’'humain, la souris n’exprime qu’une seule isoforme 3R, et ce, uniquement durant le
développement jusqu’au stade observé de P6 . Ainsi, les résultats
obtenus dans cette étude mettent en avant I"absence d’un ratio 3R/4R chez la souris adulte,

contrairement a I’humain.

La régulation d’expression de chacune de ces isoformes chez I'humain doit se faire de maniere
équilibrée et contrélée. Un déséquilibre dans le ratio des formes 3R/4R a été retrouvé dans
les démences fronto-temporales mais un débat persiste quant a son existence
dans la maladie d’Alzheimer. Ainsi dans le cortex temporal de patients LOAD, une premiére
étude mettait en évidence une perturbation de ce ratio en faveur de la forme 4R avec un stade
Braak de niveau 3 a 5 alors qu’une deuxieme étude menée sans
détermination du stade de Braak ne montrait, quant a elle, pas de variation

. De plus, une autre équipe montra que si le niveau de Tau insoluble sous forme 3R et
4R n’est pas modifié par rapport aux controles, les agrégats de Tau extracellulaires retrouvés
apres la mort neuronale sont eux majoritairement composés de 3R . Bien
gue la conséquence de ce déséquilibre dans la maladie d’Alzheimer soit encore en débat, le
traitement par ajout du peptide ABa2s-35 sur des cultures de neuroblastes humains (SH-SY5Y)
entraine une augmentation cette fois-ci du ratio 3R/4R. Cette modification est la résultante
d’une diminution d’expression de 4R aprés phosphorylation par la kinase GSK3-B? de I’élément

SC35, régulateur d’épissage, présent en amont de I'exon 10

2. ¢. Modifications physiologiques post-traductionnelles

La protéine Tau subit différentes modifications post-traductionnelles telles que la
phosphorylation, I'O-glycosylation, la glycation, I'ubiquitination, la SUMOylation, I'acétylation,

la nitration et la troncature de Tau par digestion dépendante de protéases

! Foetus humain de 15 semaines
2 Glycogen synthetase kinase 3- B
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Ces modifications sont retrouvées en condition physiologique et pathologique. L'isoforme la
plus longue de Tau (2N4R) dans le SNC humain, présente 85 sites potentiels de
phosphorylation dont 71 sont retrouvés phosphorylés dans des conditions physiologiques et
pathologiques . Ces sites de phosphorylations sont majoritairement

retrouvés dans les régions PRD et C-ter qui sont adjacentes au MBD

Selon les travaux de Sergeant et ses collaborateurs en 2008, la phosphorylation de Tau
requiert une vingtaine de kinases qui sont regroupées en quatre catégories : (1) les kinases
regroupant les CDK1?! et 5, MAPK? et SAPK3, ciblent les sérines (Ser) et thréonines (Thr) qui
font suite a une proline ; (2) les kinases, comme la DYRK1A, ciblent les mémes résidus sans
nécessiter d’une proline; (3) les glycogene-kinases ciblent les mémes résidus mais nécessitent
la présence d’'une séquence de reconnaissance particuliere; (4) les tyrosine-kinases
phosphorylent uniqguement les tyrosines . De maniére conceptuelle,
imaginons que seulement 5 résidus parmi les 71 sites dont la phosphorylation est démontrée,
seront phosphorylés sans connaitre les résidus incriminés. Nous obtenons un nombre de
combinaison possible de 13 019 909%. Si chacune de ces combinaisons pouvait entrainer un
phénotype particulier, cela démontrerait la régulation complexe du niveau de

phosphorylation de Tau.

A cela s’ajoutent les variables spatiales (localisation subcellulaire) et temporelles
(développement) influencant le schéma de phosphorylation de Tau . Les
modifications post-traductionnelles présentent donc un intérét certain dans I'étude des
processus physiopathologiques inhérents aux tauopathies. En effet, la perturbation de cette

phosphorylation peut promouvoir I'agrégation de Tau.

2. d. Phosphorylation anormale de Tau et agrégation

Il est suggéré que la phosphorylation de Tau, méme en absence de perturbation du ratio
3R/4R, soit I'une des premiéres modifications post-traductionnelles révélatrices d’un désordre
cellulaire. Par exemple, 'utilisation de certains anesthésiques agit sur la capacité cognitive et

le niveau de phosphorylation de Tau chez les rongeurs . Ainsi, la

! De I'anglais, cycline dependant kinase
2 De I'anglais, mitogen-activated protein kinase

3 De I'anglais, stress-activated protein kinase
71!

51(71-5)!

4 Calcul combinatoire : Combinaisons =
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chirurgie chez des patients agés pourrait étre considérée comme un facteur de risque a la
LOAD. De méme, des conditions stressantes et chroniques chez le rat, comme une contention
d’une heure par jour, des variations de température et d’hygrométrie, la nage forcée, la
privation alimentaire et/ou hydrique, sont également en mesure d’induire une
hyperphosphorylation de Tau . Ces éléments sont
particulierement importants au regard du design expérimental que nous avons mis en place
dans nos travaux. En effet ceux-ci incluent des événements de nage forcée et fréquents pour

les souris, utilisées a différents ages, qui est également générateur de stress chez ces animaux.

L'une des premieres conséquences de I’hyperphosphorylation de Tau est la perte croissante
de sa capacité a se lier au réseau microtubulaire (RMT) Ainsi, la phosphorylation du résidu
Thr231, premier site de la séquence de reconnaissance au SH3, induit une diminution de
liaison aux microtubules . Les formes libres et solubles
de Tau cantonnées au niveau axonal évolueront alors, par le biais d’un processus complexe,
vers une agréation qui s’étendra dans tous les compartiments cellulaires (voir partie Il.
4. Localisation extra-axonale de Tau, p. 25). Les étapes essentielles de cette agrégation ont
notamment été caractérisées in vitro avec la forme mutante Ataul87! de Tau

. En se basant sur ces travaux, I'agrégation commence par une polymérisation de Tau
qui entraine un changement de conformation secondaire avec |'apparition de feuillets B.
Apreés un certain niveau de polymérisation de Tau, ces feuillets B adoptent une conformation
paralléle et celle-ci accélére le recrutement d’autres agrégats en conformation de feuillets
pour former les DNF. Notons que les auteurs, dans leurs conditions expérimentales, n’ont pas
constaté de recrutement de monomeéres de Tau par les polyméres déja formés. Ainsi Tau
passe successivement d’un stade monomérique, a la formation de polyméres solubles puis

insolubles qui se regroupent pour former les PHF et I'accumulation de ces PHF forme les DNF.

L'analyse post-mortem de cerveaux atteints par la maladie d’Alzheimer, révele une
structuration complexe des PHF, unités structurantes des DNF. Ainsi aprés analyse par WB,
des trainées sont visualisées (smear), indiquant une composition hétérogene de Tau

. Cette hétérogénéité est tout d’abord expliquée par la

présence de la forme tronquée de Tau et de ses différentes formes d’assemblage,

1Atau187 est I'isoforme 2N4R avec les 4 MBD et une coupure des résidus 255-441. Cette forme présente une
facilité d’agrégation
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possiblement due a des modifications post-traductionnelles . Premierement,
il apparait que ce clivage serait présent uniquement lorsque Tau est sous forme de polymere,
puisqu’un encombrement stérique dans les DNF empécherait le clivage de Tau par des
protéases. Des phénomeénes d’ubiquitination de Tau sont également observés, ce qui peut
refléter des mécanismes de dégradation protéolytique incomplets. Des glycosylations de Tau
pourraient permettre une stabilisation des PHF sous forme d’hélices et ainsi augmenter la
rigidité structurelle des PHF et des DNF. En outre, le potentiel oxydo-réducteur de Tau, modulé
par le cytosol environnant et par glycation de Tau, influencerait la formation de PHF. Enfin, la
transglutamination induirait les ponts peptidiques reliant les protéines Tau entre elles, ce qui

favoriserait I'agrégation de Tau

2. e. Toxicité cellulaire de Tau

Les modeles utilisés pour étudier I'effet pathologique de Tau ont bien souvent recours a des
stratégies, comme I'utilisation de formes mutantes de Tau, qui accélérent considérablement
la cinétique du processus d’agrégation. Celui-ci serait relativement long a se mettre en place
dans la LOAD. En post-mortem les DNF sont corrélées au niveau d’atteinte cognitive mesuré
par 'examen MMSE . Pour autant la question de
déterminer si des formes solubles et toxiques de Tau peuvent étre responsables de tout ou

une partie de la symptomatologie est encore en débat.

Il est donc nécessaire de déterminer si les agrégats sont corrélés a des anomalies histologiques
et comportementales. Une souris, porteuse de la mutation P301L (de lI'isoforme ONA4R),
présente une expression du géne Mapt 15 fois supérieure a son expression endogéne qui peut
étre réduite 3 2.5 fois par I'absorption de doxycycline! présente dans 'eau du biberon

. Les auteurs ont pu aisément observer des I’age de 5 mois I'apparition
d’inclusions intracellulaires de Tau argyrophiles, caractéristiques des DNF, et corrélées a une
atrophie cérébrale avec une perte de neurones allant jusqu’a pres de 70% dans la CAl, et a
une incapacité a localiser la plateforme lors du test de rappel en piscine de Morris. La
modulation de I'expression par doxycycline entraine une stabilisation du nombre de neurones

et une récupération de la mémoire spatiale méme si les DNF continuent de s’accumuler

! Antibiotique notamment utilisé pour activer la transcription de génes qui présentent un élément de réponse a
la doxycycline
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. Ces données mettent en exergue que la toxicité cellulaire de Tau est
majoritairement véhiculée par les formes solubles de Tau, ce qui inclut les monomeres

hyperphosphorylées et les polyméres avant et apres conformation en feuillets B.

. 3. Aspects fonctionnels et physiopathologique de Tau

Les tauopathies sont le résultat d’'un processus cellulaire qui devient toxique entre
I’hyperphosphorylation de Tau et la formation de DNF. La protéine Tau est impliquée dans des
fonctions physiologiques telles que la régulation du cytosquelette, le transport axonal, la
myélinisation et la croissance neuritique. D’autres fonctions comme la transduction de signal
intracellulaire et la protection contre les chocs thermiques, ne seront pas plus amplement

développées dans ce manuscrit

3. a. Tau a linterface du cytosquelette de microtubules et d’actine

Les dimeres de tubuline a et B forment des polyméres sous I'action de la protéine Tau qui
s’assemblent eux-mémes par 11 a 15 protofilaments pour former un microtubule

. La déphosphorylation de Tau stimule I'assemblage des microtubules in vitro

. La protéine Tau contribue également a l'espacement et a

I'organisation paralléle des microtubules au sein de I'axone et permet de

renforcer le RMT lorsque deux microtubules interagissent de fagon longitudinale

Sila dénomination de Tau et de son géne MAPT provient de sa capacité a lier les microtubules,
il est maintenant acquis que cette protéine Tau, en fonction de sa charge électromagnétique,
présente également la capacité de lier I'actine. En effet, il apparait que le domaine PRD de tau
est en mesure d’induire un assemblage de I'actine sous sa forme monomérique globulaire
(actine G et le regroupement d’actine en filament (actine F) avec le RMT
grace aux MBD de Tau . Une étude suggere qu’une méme
molécule Tau serait en mesure de promouvoir la polymérisation de I'actine en tandem avec
le RMT. Cela permettrait la formation d’un « super réseau » paralléle actine-microtubule lui
conférant une plus grande rigidité structurelle . Par ailleurs,
il semblerait que les neurones soient en mesure de contréler la disponibilité de Tau au niveau
du RMT par des régulations du niveau de phosphorylation de Tau entrainant une modulation

de la rigidité du cytosquelette . Ainsi, ce RMT commun a toutes les cellules
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est donc particulierement résistant a des agents chimiques de dépolymérisation dans les

neurones

Si la liaison de Tau a l'actine présente un intérét fonctionnel dans la rigidification du
cytosquelette, elle peut également étre source de phénotypes déléteres lorsque Tau présente
un gain de fonction. Ainsi, lors de son enrichissement pathologique au niveau de I'élément
présynaptique, la forme mutée P301L de Tau® exprimée chez la drosophile favorise la
polymérisation de I'actine et lie les vésicules entre elles réduisant ainsi leur mobilité
entrainant un défaut dans la transmission synaptique déterminé de maniére

électrophysiologique

3. b. Polarisation neuronale du RMT et de Tau

L’enrichissement de Tau au niveau axonal, de maniere graduelle, et avec une plus forte

concentration a la synapse se met en place au cours du développement

De la méme maniére, le RMT va présenter une polarisation au cours du développement et
notamment dans la discrimination de I'axone. Cette polarité du RMT est retrouvée a ses
extrémités, induite par la charge des tubulines a et 3, dont I'orientation est spécifique de son
compartiment cellulaire . Ainsi chez les mammiferes, alors que le RMT
dendritique présente a la fois des extrémités positives et négative dirigées vers le soma, le
RMT axonal ne présente qu’une extrémité négative dirigée vers le soma (Figure 4).
L'implication de ce jeu de polarité du RMT dans la différentiation axonale est encore sujette a
débat et diverses hypotheses sont proposées, comme I'activation d’un signal cellulaire
secondaire ou la facilitation du transport de récepteurs aux hormones de croissance

. De plus, des modifications post-traductionnelles permettraient au RMT
neuritique d’induire une préférence d’attraction pour la kinésine et de favoriser ainsi la
polarisation de cette neurite en axone. La kynésine, protéine motrice avec son alter égo la
dynéine parcourent le RMT respectivement vers I'extrémité positive (transport antérograde)

et vers I'extrémité négative (transport rétrograde ;

! La mutation P301L est aussi retrouvée chez les patients atteints de démence fronto-temporale
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Figure 4 : Polarisation du RMT neuronal. Durant le développement neuronal, le RTM peut présenter vers le soma
des extrémités négatives (ligne bleu) et positives (ligne jaune) dans I’'ensemble des neurites (stage 2) avant de
réserver cette particularité aux dendrites (stage 3). La finalisation de la polarisation axonale (stage 3)
s’accompagne d’une rigidification du RMT impliquant une élongation des microtubules et un échafaudage
d’actine. Dans les dendrites, on observe un enrichissement du RMT présentant ses extrémités positives. D’aprés

3. c. Tau et le transport axonal

La protéine Tau ne fagonne pas seulement le RMT mais prend part également au transport
axonal. En effet, une étude menée par Dixit et al., en 2008 atteste que Tau interviendrait dans
le transport axonal antérograde, qui est dépendant du RMT, par, sa forte affinité de liaison
avec la kynésine . Ainsi, la faible concentration de Tau au niveau somatique
permet une liaison efficace entre la kynésine et le RMT alors que sa forte concentration au
niveau synaptique détache la kynésine du RMT apres liaison a Tau. Cette finalité permet la
mise a disposition des éléments cargos nécessaires a la synapse. Par contre, la faible affinité
de la dynéine pour la protéine Tau, dix fois moins importante au regard de la kynésine,

n’entrainera que peu d’effets de Tau sur ses capacités motrices rétrogrades

c. i. Tau et le transport du Réticulum

Parmi les éléments cargo transportés au niveau axonal par la kynésine, nous pouvons noter le
transport de récepteurs au GABA? qui sont encore arrimés au Réticulum Endoplasmique (RE)
. Ces éléments suggérent un transport du RE au niveau axonal qui serait

dépendant du RMT et de la kynésine, et donc modulé par Tau. En plus de son transport, le RE

1 acide y-aminobutyrique
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présente une forme allongée en tubule « RE Tubulaire » de 60 & 100 Angstrom de diametre a
la fois dans les axones myélinisés du SNP et du SNC

. Par ailleurs, une surexpression de I'isoforme 2N4R de Tau dans des cellules
CHO! entraine une altération cyto-architecturale du RE qui se manifeste par une diminution
de localisation du RE tubulaire au niveau neuritique. Cette méme surexpression dans des
cellules neuronales N2a? entraine un arrét du transport du réticulum dans les prolongements

neuritiques

3. d. Croissance neuritique

La croissance neuritique est un processus développemental complexe qui requiert une
machinerie moléculaire spécifique. Une partie des éléments centraux de ce mécanisme se
situe au niveau du cone de croissance situé a I'extrémité neuritique. Ce cone se compose du
lamellipode en formation étalée ainsi que des filopodes qui constituent les prolongements
membranaires du lamellipode. Le lamellipode, élément essentiel a I’élongation cellulaire, est
majoritairement composé d’actine G alors que le filopode, élément essentiel a I'exploration

cellulaire, est lui majoritairement constitué d’actine F.

Parmi I’étendue des protéines impliquées, Tau apparait comme un régulateur primordial. Le
domaine de projection NH; est proposé pour réguler la jonction entre la membrane plasmique
et le RMT neuritique . Ainsi, une perte de fonction de Tau, dans
des neurones en culture® entraine une diminution par 2 du niveau d’élongation neuritique.
Ces résultats ont été obtenus par « inactivation » de Tau au laser. Brievement, un anticorps
ciblant Tau va porter un chromophore qui en présence d’une excitation a 620 nm va induire
la formation de radicaux libres locaux (15 Angstrom) a courte durée de vie. Ces radicaux vont
empécher la liaison de Tau a ses partenaires. Cette technique permet de moduler
temporellement et spatialement « I'inactivité » protéique. Par ailleurs une diminution dans la
surface du lamellipode, partie centrale du céne de croissance, avec atteinte de mobilité mais
sans atteinte des filopodes, extrémités mobiles du lamellipode, a été constatée quand la

protéine Tau est « inactivée »

! Lignée cellulaire épithéliales dérivée d’ovaire de hamster de Chine
2 Lignée cellulaire issue de neuroblastome de souris
3 Ganglions rachidiens de poulet
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. 4. Localisation extra-axonale de Tau

D’aprés la base de données GTEX?, le tissu nerveux et le muscle squelettique présentent la
plus grande propension a lI'expression de Tau dans tout le corps humain mature. Plus
spécifiguement, au sein du SNC de la souris, la protéine Tau est retrouvée dans les
oligodendrocytes ainsi que dans les neurones. Dans les neurones Tau est majoritairement

retrouvé au niveau de I'axone mais également au niveau des dendrites et du noyau

4.a. Tau et le noyau

En effet, des cultures de neuroblastes humains ont également mis en évidence une faible
fraction de la protéine Tau au niveau nucléaire . En culture neuronale,
I’exposition a un stress thermique entraine une augmentation de la liaison de la protéine Tau
a la chromatine. La perte de fonction de Tau dans ces mémes cellules entraine une
augmentation drastique de I'apoptose, mettant en avant un réle protecteur de Tau sur I’ADN.
Ce phénotype induit par perte de Mapt peut étre restauré par transfection du l'isoforme
humaine avec un signal d’adressage nucléaire . Des aberrations de la
chromatine ont été retrouvées dans les fibroblastes de patients présentant la mutation P301L
de Tau, telles que des aneuploidies, des translocations chromosomiques et des séparations
précoces des chromatides . De plus, l'augmentation du niveau de
phosphorylation de Tau au niveau nucléaire est proposée comme un élément de sénescence
physiologique, ce qui pourrait aggraver la tauopathie . Mais le réle de Tau au
niveau nucléaire reste encore ambigu. Peu d’études s’y consacre que ce soit au niveau
physiologique ou pathologique, dans des conditions cellulaire ou tissulaire, chez ’humain ou

la souris, alors qu’il apparait comme un élément nécessitant de plus amples investigations.

4. b. Tau et les oligodendrocytes

Si la protéine Tau est retrouvée enrichie au niveau neuronal, sa présence est également
détectée dans les oligodendrocytes qui interviennent dans les processus de myélinisation des
axones nécessaire a la bonne transmission saltatoire du potentiel d’action

. Ces cellules présentent une architecture membranaire complexe notamment assurée

1 https://gtexportal.org/home/gene/MAPT
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par le RMT . Dans la maladie d’Alzheimer, des inclusions somatiques de
Tau ont été identifiées dans les oligodendrocytes identifiés avec des anticorps ciblant
I’anhydrase carbonique Il . Ainsi, 'activité toxique de

Tau peut étre exercée au niveau des neurones et des oligodendrocytes.

En culture d’oligodendrocytes issus de rat, I'isoforme 3R de la protéine Tau est produite avec
un haut niveau de phosphorylation. Cependant, durant la maturation cellulaire un
basculement vers les isoformes 4R s’opere en concomitance d’une diminution de
phosphorylation . Linjection d’ARN interférant
contre Tau dans ces mémes cellules entraine, en plus d’une diminution de son expression, la
diminution du transport des composants basiques de la myéline . Ces
cellules affichent alors des anomalies de différentiation cellulaire et des anomalies de contact

entre les oligodendrocytes ce qui perturbe les processus précoces de myélinisation

b. i. Tau et la pathologie de la myéline

Chez la souris, la délétion homozygote du géne Mapt intensifie la dégénérescence axonale et
les faiblesses musculaires dans un modeéle d’encéphalomyélite induite par auto-immunisation
(EAE?) de la protéine MOG?. La surexpression du géne MAPT humain est en mesure de
prévenir ce phénotype imputé a la perte de fonction endogéne . Notons
gue ce modele combiné de perte endogene avec surexpression humaine de Tau, appelés htau,
a été utilisé dans le cadre de cette thése (voir partie Il. 5. Le modéle murin htau, p. 30).
L’absence de phénotype évident chez des souris Mapt”-en dehors d’un contexte d’EAE peut
8tre expliqué par un mécanisme de compensation par les autres MAP3, notamment par la

surexpression observée de MAP1

Ainsi, il apparait que la protéine Tau est un élément pivot dans les processus de myélinisation.
Par ailleurs, la toxicité de Tau avec la mutation P301L, entraine un phénomene de

déstructuration de la myéline et des axones qui précédé I'agrégation* de Tau dans les

1 De I'anglais, experimental autoimmune encephalomyelities
2 De I'anglais, Myelin Oligodendrocytes Glycoprotein

3 De I'anglais, Microtubules Associated Proteins

4 Marquée a la Thioflavine S
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oligodendrocytes . Cette déstructuration de la myéline est également

observée a 22 mois dans le modeéle htau

4. c. Effondrement de la barriere et évasion de Tau

Il existe une barriere physique au niveau proximal de I'axone empéchant la protéine Tau de
diffuser librement au niveau somato-dendritique. Cette barriére, appelée « Tau diffusion
barrier » (TBD), présenterait des éléments structurels trés proches a ceux du segment initial
de I'axone (AIS?) et que les complexes moléculaires permettant de discriminer la TBD et I'AIS
ne sont pas encore clairement établis . La zone AIS est la plus documentée et se
situe également au niveau proximal de I'axone (Figure 5). Elle se caractérise par une forte
densité en canaux sodium et potassium voltage dépendant qui permettent 'émergence d’un
potentiel d’action . Au niveau moléculaire, I'AIS est enrichie en protéines
d’échafaudage telles que I'ankyrine G et la spéctrine IV liées aux canaux voltage dépendant
par un maillage d’actine F . Cette méme étude suggére que la forte
dynamique des microtubules au niveau de I’AlS soit un élément structurant de la TBD et puisse

représenter un élément de discrimination de I’AIS-TBD.

Dendrites Soma

AIS-TBD

Axon <
\ \_, Tau .. Sodium 1.6 channel
\ Actin .. Other channels/receptors

g Microtubules . Ankyrin G

< 1V spectrin

Figure 5 : Tau et la zone AIS-TBD. La zone AIS-TBD est présente au niveau proximal de I'axone et se compose
entre autre des protéines ankyrine et spectrine qui permettent d’établir un échafaudage avec la participation de
I'actine. La fonction de I’AIS est de regrouper les canaux ioniques. La présence d’une dynamique importante des
microtubules, représentée par une vague jaune, au niveau du RMT de I'AIS serait un élément de discrimination
de la TBD. Figure modifiée d’apres

! De I'anglais, axon initial segment
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Lors du développement des neurones, la protéine Tau effectue a la fois une permutation
d’isoforme et exhibe une diminution du niveau de phosphorylation . Ces
deux éléments pourraient constituer des signaux permettant un enrichissement de Tau dans
la neurite en voix de spécialisation axonale. L’établissement de I'AlS, et donc possiblement de
la TBD, s’effectue en paralléle de cet enrichissement de Tau au niveau axonal

. Par la suite des mécanismes complémentaire a la TBD vont permettre de
restreindre la localisation de Tau comme I'affinité de Tau pour le RMT axonal, une dégradation
accrue au niveau somato-dendritique et un transport privilégié d’ARNm

au niveau axonal pour une traduction locale

L’hyperphosphorylation pathologique de Tau dans la maladie d’Alzheimer, similaire a celle
observée lors du développement, entraine un retour en arriere de Tau avec une concentration
accrue au niveau proximal de I'axone . Cette hyperphosphorylation ainsi
gu’une acétylation anormales présentent une activité déstabilisante sur le RMT de la TBD-AIS

. ’'une des conséquences de cette délocalisation d’'une forme mutée?! de Tau
a la TBD-AIS est la diminution d’excitabilité neuronale des neurones pyramidaux excitateur de
la CAl . Ce phénotype survient avant que la perte d’intégrité de la TBD-AIS

ne puisse plus empécher Tau de remplir I'espace cytoplasmique

4. d. Propagation synaptique

D’un point de vue anatomique, la tauopathie apparentée a la maladie d’Alzheimer présente
une propagation cérébrale séquentielle avec une atteinte progressive de structures
interconnectées par les fibres de projections ; voir partie I. 2. b.
i. Visualisation et identification de Tau, p. 11). L'injection d’homogénats de cerveaux
humains atteints par la maladie d’Alzheimer dans le cerveau de souris (WT) entraine la
formation d’inclusions intracellulaires de Tau argyrophile .Deplus, la
protéine Tau présente une possible transmission inter-cellule d’éléments toxiques in vitro par
sécrétion et internalisation des agrégats extracellulaires . Si ce schéma
de propagation des DNF semble propre a la maladie d’Alzheimer, d’autres tauopathies

exhibent également une atteinte séquentielle.

! Modéle murin rTg4510 présentant la mutation P301L retrouvée dans les démences fronto-temporales
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Des études mettent en avant I'implication de I’élément présynaptique comme élément central
dans la diffusion synaptique de Tau. En effet, les travaux de ont
démontré une transmission transynaptique de la protéine Tau uniquement quand la séquence
nucléotidique de MAPT utilisée pour l'injection stéréotaxique d’un lentivirus ne présentait pas
de mutation. Les neurones interconnectés a ceux du site d’injection, mais séparés par une
distance supérieure a 10 mm, présentaient une immunoréactivité spécifique du construit
utilisé, ce qui indique bien un transfert de Tau. Cependant, une faible présence de Tau
anormalement phosphorylée a été retrouvée méme apres un délai de cing mois entre
I'injection et le sacrifice. Cela refléte le caractere cinétique lent de la propagation de Tau sous
sa forme hyperphosphorylée, préambule a sa toxicité, qui pourrait étre comparé a la
tauopathie définie dans la maladie d’Alzheimer . Plus récemment, un
systéme de transfert de Tau (2N4R) par nanotubes (TNT!) a été observé. Ce systéme TNT,
s’apparente a un tube membranaire, dont le cytosquelette est constitué entre autres d’actine
mais pas de microtubule. Ce tube permet la connexion entre deux cellules. Les données
recueillies mettent en évidence que Tau est un élément constitutif de ces TNT et que la
présence extracellulaire de Tau favorise leur création. De plus, Tau sous forme fibrillaire peut
emprunter ce passage pour se délocaliser d’un neurone émetteur vers un neurone?? récepteur

. Ces éléments mettent donc en évidence une capacité intrinseque a la
tauopathie, retrouvée dans la maladie d’Alzheimer, de pouvoir effectuer un transfert des

éléments moléculaires cytotoxiques.

Dans le classement des maladies neurodégénératives qui présentent un schéma de
propagation dans le SNC, la maladie de Creutzfeldt-Jakob apparait comme une compétitrice
redoutable. En effet, le repliement anormal de la protéine prion est non seulement en mesure
d’entrainer une transmission de ce repliement anormal dans le SNC mais également un
caractere infectieux inter-individu et inter-espece . Cela a amené
a une réflexion sur la classification des processus neurodégénératifs qui présentent un schéma
de propagation cérébral similaire aux « maladie a prion ». Une revue tente ainsi de catégoriser
les désordres neurodégénératifs qui pourraient étre apparentée a ces maladies a prion en

fonction de leur mode de propagation et de I'implication du gain et/ou de la perte de fonction

! De I'anglais, tunneling nanotube
2 Neurones corticaux de rat
3 CAD, cellules issues de neuroblastome murin
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associée a la protéine incriminée pour chaque pathologie. La premiére de ces catégorie est
basée sur le fait que la toxicité de la protéine est suffisante a I'établissement des phénotypes
et que la perte de fonction physiologique n’a pas d’impact. La deuxiéme catégorie repose sur
le fait que le gain de fonction est nécessaire pour initier et propager la pathologie mais que
I’ensemble des phénotypes observés est imputable a la perte de fonction. Enfin, un modéle
mixte (ex. maladie de Creutzfeldt-Jakob) est basé sur une initiation et une propagation de la
pathologie par un gain de fonction (ex. protéine prion) mais les symptémes sont les

résultantes des gains et des pertes de fonction

Concernant la tauopathie apparentée a la maladie d’Alzheimer, certaines caractéristiques
peuvent permettre son association avec les maladies a prion. En effet, Tau sous sa forme non
muté présente une capacité a étre transférer de cellules en cellules et que ce transfert est
probablement a I'origine des processus neurodégénératifs séquentiels. La question serait
maintenant de déterminer si le gain et la perte de fonction concours ensemble a
I’établissement des phénotypes ou si seulement le gain de fonction peut étre considéré
comme pathologique. Une revue établie ainsi, que chez la souris C57BL6/J le génotype Mapt”
n’entraine que de subtils symptoémes qui pourraient étre liés au poids des animaux, mais
aucun désordre comportemental n’a été reporté, méme a un age avancé de 22 mois

. Ces données présentent des disparités en fonction du fond génétique sélectionné.
Ainsi les souris mutées sur un fond C57BL6/6/SV129 manifestent quant a elles des déficits en

reconnaissance d’objet et en conditionnement a la peur des 12 mois

Dans le contexte de la maladie d’Alzheimer, il apparait donc que la protéine Tau est en mesure
d’induire son activité toxique par un gain de fonction mais que I'implication pathologique
d’une perte de fonction est dépendante du contexte physiologique dans lequel on se situe,
comme le fond génétique ou la présence d’une auto-immunité (voir Il. 4. b. i. Tau et la

pathologie de la myéline, p. 26).

II. 5. Le modeéle murin htau

La nécessité de comprendre les mécanismes pathologiques liés a Tau a amené la communauté
scientifique a produire des modeéles murins. En 2015, une revue récapitule les modeles de
tauopathies disponibles . La catégorie regroupant les modeles

de souris transgéniques constitutif et dont I'expression peut étre modulée en fonction du
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promoteur choisi dénombrait 26 modeles différents. C’est dans cette derniére catégorie que

se trouve le modele htau choisit pour notre étude (Figure 6).

A B C D
hTau Mapt MAPT MAPT

e Non-TG 6 Human Human Tau Total Tau

 SEL — e

human —— (==== K8

u B) RT-PCR Exon 9-11

MAPT e |' r'

sew - —— &

- B = == N

Tg NonTg Tg NonTg

Figure 6 : Description du modeéle htau. Ce modeéle murin (A) est composée d’une délétion homozygote du géne
murin Mapt ce qui entraine une perte totale de I'expression endogene a I'état homozygote (B). L'insertion du
géne MAPT humain (C) permet I'épissage alternatif des isoformes humaine (panel du haut) avec une
prépondérance pour les 3R dépourvues de I'exon 10 (panel du bas). Le WB (D) rend compte d’une expression
humaine et d’une augmentation importante de la quantité de Tau total. Figure adaptée de

Le modeéle htau est la résultante d’une délétion homozygote du géne endogene Mapt
et d’'une surexpression du géne humain MAPT en absence de
mutations permettant, ensemble, la génération d’une souris « humanisée »

pour le géne MAPT

La délétion du géne Mapt par a été effectué parinsertion d’'une séquence
nucléotidique codante pour la GFP! dans le cadre de lecture de I’exon 1 du géne murin Mapt.
Cette insertion a eu pour conséquence la perte d’expression de toutes les isoformes de Tau
produite a I’dge adulte . Les auteurs de cette étude ont pu
constater que le modéle Mapt 7" ne présente pas défaut en terme de viabilité, de fertilité ni
de défauts morphologiques flagrants au niveau du SNC et du SNP. Une caractérisation plus
approfondie de ce modéle a révélé une transmission synaptique basale normale par
électrophysiologie en potentiel de champ post-synaptique mais une altération de la
potentialisation a long terme lors d’émission de trains répétés de potentiels d’action appelés
theta burst?. Si ces auteurs ont pu constater au niveau comportemental une altération de la

mémoire de conditionnement il apparait de maniére surprenante que la délétion homozygote

! De I'anglais green fluorescent protein
2 Constitué de trois stimulations a fréquence théta (4 3 8 Hz) espacés de 10 minutes
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de Mapt est susceptible d’améliorer la mémoire spatiale a long terme étudiée en piscine de

Morris

La surexpression du gene humain MAPT en |'absence de mutations dans la lignée murine 8c
par a été effectuée par intégration génomique d’un PAC! linéarisé et en
I’absence des éléments vectoriels? et qui contenait 'ensemble des exons et des introns du
géne MAPT ainsi que 7 kb d’éléments de la région promotrice. Cette lignée 8c présente a I’age
adulte® un épissage similaire a celui retrouvé chez I"'Humain avec la production des six
isoformes de Tau. Cependant, il apparait qu’une expression préférentielle des isoforme 3R
dépourvues de I'exon 10 codant un MBD est retrouvée au regard de I’expression des isoformes
4R. De maniére anecdotique, I'expression de gene MAPT dans cette lignée n’a pas d’incidence
sur la production des isoformes murines de Tau. Les auteurs ont pu constater que la trés
grande majorité des protéines Tau se trouve a I'dge adulte dans la fraction soluble apres
extraction protéique du cerveau de ces souris. La faible fraction insoluble est considérée
comme probablement le reflet d’'une liaison au RMT. L'immunomarquage sur coupes de
cerveau met en évidence un signal intense de Tau au niveau neuronal et probablement au
niveau synaptique ainsi que dans la matiere blanche a la fois dans le cortex, I'hippocampe et
le striatum. Contrairement a I’'Humain le cervelet est dépourvu de marquage. Dans la moelle
épiniere, cette protéine Tau humaine est retrouvée dans les fibres axonales mais pas dans les
corps neuronaux des motoneurones. Aucune anomalies au niveau moteur* ni d’anomalies
pathologiques® n’ont été observées dans la moelle épiniére a I’4ge de huit mois. L’étude par
ME a révélé, tout comme chez I’'Humain en condition physiologique, la quasi absence de Tau

au niveau somatique a la fois dans le cortex et I’'hippocampe

Ces deux modeles ont donc été combinés afin d’obtenir un modeéle de souris « humanisé »
pour le géne MAPT. La premiére caractérisation de ces souris au niveau moléculaire et
histologique indique que I'expression Tau est uniqguement due aux six isoformes humaines de
Tau . Par ailleurs, une délocalisation subcellulaire de Tau est observée
avec l'age. Ainsi, alors qu’a six semaines la distribution de cette protéine est tres

majoritairement axonale au niveau cortical et de I'hippocampe, une augmentation

1 De I'anglais P1-derived artificial chromosome
2 De I'anglais backbone

3 Non précisé par les auteurs

4 Test non précisé par les auteurs
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progressive du signal somato-dendritique est observée avec a neuf mois la présence
d’inclusion intracellulaire dans I'hippocampe qui selon les auteurs ressemble au DNF
retrouvés en histopathologie clinique humaine. Ces observations immuno-histochimiques ne
présentent pas de variabilité entre les males et les femelles. Cette distribution d’inclusion de
Tau qui suit une progression similaire a la maladie d’Alzheimer s’accompagne d’une
augmentation du niveau de phosphorylation de Tau au niveau des sites reconnus par les
anticorps AT8 et AT180%. Ainsi les premiéres régions atteintes sont localisées au niveau du CE
et de I'hippocampe avec une propagation corticale sans atteinte striatale ni au niveau du
cervelet. L'extraction des formes agrégées et insolubles de Tau a permis de déterminer que
ces inclusion somatiques sont composées des isoformes 3R puisqu’aucune reconnaissance par
des anticorps spécifiques des isoformes 4R n’a pu étre constatée. Par ailleurs la taille des
filaments de Tau observé d’environ 45 nm est comparable a celle observée des PHF isolée a
partir d’extrait de cerveaux de patient LOAD . Une diminution du nombre
de neurones au niveau du cortex piriforme ainsi qu’une altération de la gaine de myéline a été
constaté chez de souris agées de 22 mois. Ces pertes neuronales ne semblent pas étre
corrélées a la présence de Tau en filament. Une déstabilisation de la chromatine étayée par
une fragmentation de ’ADN a également été constaté notamment au niveau de I’hippocampe
mais les auteurs n’ont pas pu relier ce phénotype a une activation de I'apoptose dépendante
des caspase . LU'hypothése d’une aggravation des phénotypes
histologique et moléculaire par la combinaison d’une délétion endogene de Tau avec
surexpression de Tau humain serait lié une perte d’équilibre du ratio 3R/4R. En effet, a I'dge
adulte la souris exprime trés majoritairement les isoformes 4R mais leur perte dans le modele
htau entrainerait une perte d’équilibre en faveur d’une accumulation de 3R qui présente une
moins grande affinité pour le RMT. La toxicité lié a cet excés de 3R pourrait é&tre médié a la

fois par une déstabilisation accrue du RMT et une agrégation préférentielle de ces isoformes

Au niveau comportemental, la premiére caractérisation de ces souris htau a permis
d’identifier une altération dans le test de reconnaissance d’objet? ainsi que de la mémoire

spatiale a long terme en piscine de Morris dés I'age de 12 mois. L'une des différences notables

! Les auteurs ont utilisé les anticorps CP13 et CP9 pour visualiser la p-Ser202 et la p-Thr231 respectivement
2 Temps passé de 5 et 30 min entre |la phase de présentation et la phase de test
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entre les ages testés de 4 et 12 mois est la perte de capacité de ces souris htau de présenter
une potentialisation a long terme aprés stimulation a hautes fréquence? de la CA1. L’utilisation
des mémes souris permet de faire la corrélation entre les atteintes comportementales et

électrophysiologiques

Ces éléments mettent en évidence que le modéle htau présente les caractéristiques d’une
maladie a prion avec atteinte séquentielle. La combinaison du gain et de la perte de fonction
de Tau est nécessaire a la propagation de la toxicité de Tau et a I'établissement des

phénotypes.

lll. Facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer a début tardif

Contrairement a I'EOAD, la LOAD ne présente pas de causes génétiques directes avec
pénétrance totale . Cette forme tardive atteint les personnes agées de plus
de 65 ans, ce qui a mis en avant I’'dge comme facteur de risque premier. D’autres facteurs
influencent I'établissement de la LOAD comme par exemple le faible niveau d’éducation, la
faible sollicitation cognitive quotidienne ou le sexe . Ainsi la forte
susceptibilité des femmes a développer des maladies co-morbides a la maladie d’Alzheimer
comme |'obésité ou le diabete, accentue le risque de la contracter tardivement. Une des
hypothéses les plus étudiée, et pour laquelle des essais cliniques sont opérés, repose sur le
role neuroprotecteur des cestrogeénes produits durant la période de fécondité et qui s’en
trouve perturbé aprés la ménopause chez les femmes . En effet, il est
proposé que les ocestrogénes stimulent la production d’enzymes possédant des roles
antioxydants. Ainsi les espéces réactives a I'oxygéne (ROS) produites par les mitochondries,
dues a la toxicité intracellulaire des peptides AB40-42, sont limitées chez les jeunes rates par
rapport aux males et aux femelles dgées . Dans I’hippocampe de patients
dits Alzheimer (atteints par la pathologie), il a été constaté une perte de neurones exprimant
le récepteur nucléaire aux oestrogénes a . Par ailleurs, ce récepteur est
impliqué dans la régulation de la phosphorylation de Tau, ce qui suggére une potentielle

dérégulation des modifications post-traductionnelles de la protéine Tau durant la ménopause

1 4 trains de stimulation de 100Hz avec 50 PA par train

-34-



Le modele murin htau

L'analyse de génomes de patients atteint par la maladie d’Alzheimer a révélé au début des

années 90, des polymorphismes du géne APOE. L’alléle APOE4 est rapidement identifié a I'état

hétérozygote comme un facteur de risque a la LOAD et amplifie le risque a I’état homozygote

. L'Apolipoprotéine E (APOE) avait déja été

reconnue dans les dépobts amyloides et que suite a sa mise en évidence génétique comme
facteur de risque, la recherche s’est focalisée sur son interaction avec I'amyloidogénése

. Ces éléments ont accentué la dichotomie conceptuelle sur les

processus physiopathologique a I'origine de la maladie d’Alzheimer en faveur de I'amyloide

comme élément central, cantonnant de surcroit Tau a un réle « secondaire ».

Au début du troisieme millénaire, I’évolution des techniques de séquencage a permis de
comparer les génomes de larges populations. L’étude d’association pangénomique (GWAS?)
est une méthode d’analyse de ces génomes reposant sur I’association de polymorphismes
nucléotidiques a un phénotype clinique. Les GWAS ont fortement associé I'allele APOE4 au
déclin cognitif et a la maladie d’Alzheimer . Le deuxieme gene dont
les polymorphismes sont les plus fortement corrélés a la LOAD est celui de BIN1. En effet, les
polymorphismes de la région promotrice de BIN1 sont associés entre autre au déclin cognitif,
a la progression de la LOAD (polymorphisme rs744373 ; , a 'augmentation
de Tau et p-Tau dans le liquide céphalorachidien, a un déséquilibre dans le métabolisme du
glucose, a une atrophie cérébrale ou encore a une atrophie de I’hippocampe (polymorphisme
rs7561528 . Enfin, parmi la liste des polymorphismes associés a la LOAD,
celui associé fonctionnellement a une surexpression de ’ARNm de BIN1 a particulierement

retenu notre attention (rs59335482;

! De I'anglais, Genome Wide Association Study
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IV. BIN1

C'est en 1996 que des expériences de clonage ont identifié une protéine présentant un
domaine d’interaction a I’'élément myc, un composant de régulation de la transcription

. La découverte de cette protéine « myc box-dependant-interacting
protein 1 » ou BIN1 (Bridging Integrator 1) a été confirmée la méme année en ciblant des
protéines présentant un domaine SH3 . L’année suivante, une deuxieme
équipe identifie en ciblant également le domaine SH3, une protéine qui présente une grande
similarité avec I’Amphiphysine 1 (AMPH1). Comme cette derniére avait déja été répertoriée
en tant que protéine impliquée dans I'endocytose et retrouvée tres majoritairement dans le
cerveau, ces auteurs attribuent a cette protéine nouvellement découverte le nom
d’Amphiphysine 2. Cette étude pionniére met en évidence la production importante de cette
protéine au niveau du tissu musculaire et cérébral . C'est durant cette
méme année que la premiére caractérisation de BIN1 au niveau du cerveau et du muscle de
rat est effectuée . Les auteurs de cette étude identifient alors un point
essentiel pour la compréhension de ce géne : BIN1 présente effectivement des épissages
alternatifs permettant la production d’isoformes de plus grande taille au niveau cérébral chez

I"lhumain.

IV. 1. Isoformes de BIN1

Le géne BIN1 code pour une protéine nommée Amphiphysine 2, SH3P9, Myc box-dependent-
interacting protein 1 ou BIN1. Dans un souci de simplification de lecture et conformément a
la nomenclature régulierement utilisée dans la littérature, nous utiliserons BIN1 pour évoquer
la protéine. Ce gene possede 20 exons qui aprés transcription et épissage alternatif permet la
synthése de 10 isoformes actuellement décrites, dont aucune ne semble présenter I'inclusion
des 20 exons a la fois (Figure 7 ; . Toutes les isoformes
présentent au moins un domaine BAR, MBD et SH3. Les isoformes 1 a 7 (ex. BIN1-isol),
spécifiques du tissu nerveux, présentent une inclusion différentielle de I’'exon 7 appartenant
au domaine BAR (voir partie IV. 2. a Domaine BAR, p. 40) et des exons 13, 14, 15 et 16
appartenant au domaine CLAP (voir partie IV. 2. b. Domaine CLAP, p. 41). L’isoforme
musculaire inclue I’exon 11 codant pour un domaine de liaison aux phosphoinositides (Pl). Les

deux isoformes ubiquitaires (ex. BIN1-iso9) sont produites par épissage alternatif de I'exon 17.
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Figure 7 : Epissages alternatifs de BIN1. La protéine BIN1 (a) présente 6 domaines fonctionnels dont leur
inclusion est soumise a I'épissage alternatif de différents exons (b). Cela entraine la formation de sept isoformes
cérébrales (c), une isoforme musculaire (d), deux isoformes ubiquitaires (e). Notons que des aberrations
d’épissage de BIN1 peuvent mener a la production d’une isoforme répertoriée pro-oncogene (f).

1. a. Epissage pathologique

L’ARNm de BIN1 est soumis a un épissage alternatif permettant une expression d’isoformes
qui sont spécifique du tissu musculaire, du tissu cérébrale ou ubiquitaires. La dérégulation de
cet épissage est souvent synonyme de pathologie. Ainsi, des erreurs d’épissage de BIN1 ont
été reportées chez des patients présentant une dystrophie myotonique et impliquent, au
niveau du tissu musculaire, la perte d’inclusion de I'exon 11 qui lui est spécifique

. Cette perte d’exon chez la souris est en mesure de produire une altération dans la
formation des T-tubules! (voir partie IV. 5. a. Myopathies centronucléaires, p. 48) et une
diminution de la force musculaire. Cet épissage aberrant a été lié a I'élément d’épissage
MBNL1? qui est bien moins exprimé dans le tissu nerveux que dans le muscle3

. Parmi les autres facteurs d’épissage, le facteur SRSF1* est spécifique du tissu nerveux.

Cependant, sa surexpression a ainsi été identifiée dans des tumeurs humaines notamment

1 Formation membranaire spécifique du tissu musculaire qui permet la propagation du potentiel d’action
2 De I'anglais, Muscleblind Like Splicing Regulator 1

3 https://gtexportal.org/home/gene/MBNL1

% De I'anglais, Serine And Arginine Rich Splicing Factor 1
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mammaires . En effet, il induit directement I'inclusion de I'exon 13 de
BIN1, normalement spécifique des isoformes cérébrales, dans les tissus mammaires. Cette
inclusion induit une perte de liaison avec I'’élément myc, un régulateur de la transcription, ce
qui d’auto-entretient le processus d’épissage pathologique par induction de I'expression de

SRSF1 véhiculée par myc.

Le niveau d’expression des éléments de régulation d’épissage est dépendant du tissu
considéré. On retrouve par exemple une plus forte expression de SRSF1 dans le cervelet que
dans I'"hippocampe?. De plus, les éléments de régulation d’épissage différent en fonction du
type cellulaire, comme un neurone glutaminergique ou cholinergique, ainsi que de la période
de développement de l'organisme . A cela doit s’ajouter le
polymorphisme des nucléotides impliqués dans la séquence de reconnaissance. L’affinité de
reconnaissance des enzymes d’épissage pourrait s’en trouver déstabiliser et elles induiraient

donc une inclusion ou une exclusion anormale d’exons.

1. b. Aspects génétiques

Le géne BIN1 est présent sur le chromosome 214 chez I’humain et 1832 chez la souris.
L'homologie de séquence nucléotidique et protéique entre I'humain et la souris est
respectivement de 89% et 95% . Le clonage et la
caractérisation fonctionnelle de la région promotrice de Binl révelent la présence d’'une
séquence de reconnaissance pour les messagers secondaires NF-kB? . Ce
facteur est notamment impliqué dans la réponse cellulaire a un stress comme les ROS

. Aprés translocation nucléaire, ces éléments
modulent I'expression de plusieurs genes. Les réponses cellulaires sont donc soumises a la

pression fonctionnelle de leurs cibles.

1. c. Nomenclature

En se focalisant sur I'hippocampe de rat, ont identifié une
localisation préférentielle de la protéine BIN1 au niveau synaptique. La couche moléculaire du

GD? ainsi que les fibres moussues présentent elles aussi un marquage de BIN1. Les premiéres

lhttps://gtexportal.org/home/gene/SRSF1
2 De I'anglais, Nuclear Factor Kappa B
3 Arborisation dendritique des cellules granulaires
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conclusions de cette étude établissent alors une concentration de la protéine BIN1 au niveau
cérébral avec un enrichissement au niveau axonal et présynaptique

Pour arriver a ces conclusions, les auteurs ont eu recours a la production d’un anticorps ciblant
le MBD présent dans toutes les isoformes connues de BIN1 . Il apparait
également que la protéine BIN1 présente un enrichissement au niveau du cone d’émergence
de I'axone, ou se situe I'AlS et que sa localisation axonale dans la substance
blanche ne coincide pas avec un marqueur de la myéline, suggérant une localisation
préférentielle de BIN1 au niveau des nceuds de Ranvier . Cependant, la
précédente constatation d’une localisation de la protéine BIN1 au niveau de I'élément
présynaptique dans cette étude n’est pas retrouvée. Dans |'étude de Butler et ses
collaborateurs en 1997 étude, les anticorps? utilisés pour visualiser la présence de BIN1 dans
le cerveau de rat présentent une reconnaissance croisée entre les isoformes ubiquitaires et
les isoformes cérébrales. Les auteurs concluent alors « neuronal amphiphysin Il may be a
second component of this matrix (cortical cytomatrix) ». Ce dernier élément va alors étre
source de confusion dans les années qui suivront. En effet, aucun élément ne permet de
justifier que leur détection de la protéine BIN1 au niveau axonal est bien spécifique des
isoformes cérébrales et qu’une expression de BIN1 dans le cerveau est exclusivement
neuronale. Méme si les premiers instigateurs de BIN1 au niveau cérébral nuancent dans une
seconde publication en parlant d’une plus forte expression de la protéine au niveau neuronal,
la confusion sera créée et I'association des isoformes a haut poids moléculaire seront alors

majoritairement dénommeées « isoformes neuronales »

Ce n’est que récemment que l'utilisation de plusieurs anticorps reconnaissant différents
domaines de BIN1 a levé certaines zones d’ombre quant a I’expression de BIN1 en fonction de
la structure cérébrale et du type cellulaire . Les anticorps utilisés ciblent
respectivement le domaine MBD-SH3 (Ac BSH3), le domaine MBD (C99D) et le domaine BAR
en I'absence de I'exon 7 (2FF1). Dans le CPF humain, ces trois anticorps révelent un profil
protéique de BIN1 qui semble bien plus complexe et qui sous-entend la possibilité d’épissage

encore non décrits ou de manque de spécificité de ces trois anticorps

1cD8 ciblant I'extrémité C-ter
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Ces anticorps permettent également de localiser la protéine BIN1 sans discrimination
d’isoforme et ne peuvent pas donc spécifiquement cibler les isoformes cérébrales. Dans cette
étude, les immunohistochimies réalisées sur des biopsies cérébrales humaines, ont révélé un
enrichissement de BIN1 au niveau de la matiere blanche. L'expression de la protéine BIN1
(C99D) est retrouvée trés majoritairement dans les axones ainsi que dans les oligodendrocytes
. La réalisation de WB a partir du méme type
d‘échantillon met en évidence la distinction de deux profils protéiques : un profil ubiquitaire
a faible poids moléculaire d’environ 50 kDa (BIN1:L) et un profil cérébral a haut poids
moléculaire d’environ 100 kDa (BIN1:H). De plus, lorsque la substance grise est séparée de la
substance blanche, un enrichissement de la forme BIN1:H est clairement visualisé au niveau
de la matiere grise mais avec une expression maintenue dans la substance blanche
. Ces données, reproduites chez le rat avec une distinction des structures
cérébrales, présentent un profil BIN1:H au niveau du corps calleux!. De plus chez cette méme
espéce, le profil BIN1:H révélé avec BSH3 présente une augmentation de la densité entre P7

et P21 dans des cultures primaires d’oligodendrocytes

Ainsi, a la vue de cet état de fait, nous n’utiliserons pas 'appellation « isoformes neuronales »

mais celle de « isoformes cérébrales » ou encore « BIN1:H ».

IV. 2. Structure de BIN1

2. a. Domaine BAR

Au niveau N-ter, la protéine BIN1 présente un domaine Bin-Amphiphysin-Rvs (BAR), codé par
les exons 1 a 10. Ce domaine est comparable au niveau structurel, par étude
cristallographique, a la protéine RVS167 identifié chez la de la levure et impliqué dans
I’endocytose . Chez les mammiferes, la « super famille » des protéines
« Bin-Amphiphysin-Rvs » compte 28 membres dans laquelle est également présente la
protéine AMPH1. C’'est la dimérisation entre deux domaines BAR de BIN1 (ou entre celui de
BIN1 et de AMPH1), qui permet la formation d’une double hélice amphipathique? possédant

des fonctions tensioactives (Figure 8 ; . Cela se manifeste par la

1 Commissure transversale inter-hémisphéres composée majoritairement d’axones et dépourvue de corps
cellulaires neuronaux.
2 Ou amphiphile (a la fois hydrophobe et hydrophile)
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capacité de certains résidus a s’introduire partiellement dans la bicouche lipidique et par la
faculté de I’hélice centrale positivement chargée a interagir avec la surface membranaire
. Cette liaison physique a la membrane est régulée par I'état de
charge des phosphatidylinositol phosphates (PIP) présents a la surface membranaire. Ainsi,
I'affinité de la protéine BIN1 pour la membrane est augmenté par la présence de Pl(,5)P2, PIsP
et PIsP . Ce niveau de phosphorylation de la membrane est
notamment régulé par la Myotubularine 1, présente a la fois dans le tissu musculaire?® et le
tissu nerveux? . Il apparait également qu’apres liaison aux PIP
membranaires, la protéine BIN1 est en mesure d’induire un regroupement des PIP afin
d’établir une plateforme membranaire distincte pour le recrutement de partenaires
protéiques . La fonction principale de ce domaine BAR est donc de détecter,
promouvoir et/ou maintenir les courbures membranaires de fagon concave
. Cette fonction est assurée par les combinaisons de domaine BIN1-BIN1, BIN1-

AMPH1 mais également par le recrutement des partenaires protéiques.

Figure 8 : La dimérisation du domaine BAR permet la formation d’une double hélice amphiphatique. D’apres

2. b. Domaine CLAP

Le domaine CLAP, de I'anglais clathrin and AP2 binding domain, permet comme son nom
I'indigue une interaction directe avec la clathrine et la protéine adaptatrice 2 impliquée dans
I’échafaudage membranaire de I'endocytose dépendante de la clathrine

. Le domaine CLAP peut aussi interagir avec d’autres protéines adaptatrices

lhttps://gtexportal.org/home/gene/MTM1
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impliquées dans les processus d’endocytose des vésicules positives a la clathrine (CCV?;

2.c. Domaine SH3

Les domaines SH3 permettent I'interaction avec des protéines présentant un PRD comme la
protéine Tau . La « poche » acide formé par le domaine SH3 permet la liaison
aux PRD. Cependant, certains peptides peuvent interagir avec le domaine SH3 méme s’ils ne
présentent pas de séquence consensus. Des ligands qui ne présentent pas d’états basiques
pourraient méme en mesure de présenter un appariement beaucoup plus important en terme
de surface que les PRD . Selon ces auteurs, cela entraine
indubitablement la nécessité de reconsidéré tous les interacteurs possibles du domaine SH3
en utilisant in vitro des librairies de peptides aléatoires plutét que des prédictions
informatiques. Ainsi l'interactome centré sur BIN1 pourrait présenter une vaste étendue

protéique.

Il apparait également que le domaine SH3 de BIN1 est en mesure d’induire une interaction
intramoléculaire . En utilisant une protéine recombinante de BIN1-iso1?, les
auteurs ont pu mettre en évidence par résonnance magnétique nucléaire (RMN) une
interaction entre le domaine SH3 et le domaine CLAP au niveau d’'une méme protéine. Cette
interaction intramoléculaire entraine une perte importante de la mobilité du domaine SH3

avec BIN1-isol (Figure 9).

PN CLAP domain
M'l—r(\..l — %

= SH3 domain

Figure 9 : Interaction intramoléculaire de BIN1-isol. Cette interaction est assurée par la liaison des domaines

CLAP et SH3 de BIN1.

! De I'anglais, clathrin coated vesicles
2 |soforme cérébrale
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2.d. Phosphorylation de BIN1

Les interactions de BIN1 sont modulées par sa phosphorylation a la fois au niveau du domaine
SH3 et du domaine CLAP . La Figure 10 ci-dessous recense les sites de
phosphorylation de BIN1, dans laquelle il apparait clairement que le domaine CLAP est le plus

soumis a ces processus de phosphorylation.

90 - ¢
80
Legend: PTM sites

70 L @ Phosphorylation
g ® Acetylation
3 1 @ Ubiguitylation
Q
- ® Other
L 50
s
2 a4
£
3
£ a0+
3
F o @

10+ ®

]
o __® oo %00 0 oo (1] . (I
BAR I SH3 9
T T r T T T T T |

T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Residue number

Figure 10 : Représentation des modifications post-traductionnelles de BIN1. La représentation conceptuelle de
BIN1 avec ces 20 exons permet de rendre compte des MDT de BIN1 selon leur nombre de références
bibliographique. En rouge sont représentées les phosphorylations du domaine PI spécifique de l'isoforme
neuronale. Figure adaptée d’apres le site www.phosphosite.org

Cette régulation de la phosphorylation de la protéine BIN1 est nécessaire a la modulation de
son activité physiologique. Par exemple, lors de I'émission d’'un potentiel d’action, la
dépolarisation membranaire au niveau synaptique entraine une hausse temporaire du niveau
de calcium . Le calcium entrant va notamment permettre la liaison de la
calmoduline a la calcineurine pour la rendre fonctionnelle. La calcineurine est une
phosphatase qui exerce son activité sur un ensemble de protéines au niveau des résidus
sérines et thréonines, comme c’est le cas avec BIN1 et AMPH1

L’exocytose synaptique s’accompagne donc d’une rapide
déphosphorylation de BIN1 afin de préparer I’élément pré-synaptique au prochain potentiel
d’action, le but étant de gérer la distribution spatiale du stock vésiculaire nécessaire en cas de
stimulations répétitives ou de « burst » . A contrario, afin de contréler le

systéeme et d’inactiver temporairement |’exocytose, la rapide rephosphorylation de la protéine
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BIN1 pourrait étre due a la caséine kinase 2, a la protéine kinase C ou aux CDK

Par ailleurs, la phosphorylation du domaine BAR étudiée avec la protéine ACAP4! entraine une

capacité accrue de ce domaine a induire des remodelages membranaires

[V. 3. BIN1 et le cytosquelette

3. a. BIN1 et les microtubules

Les protéines partenaires de BIN1 peuvent étre recrutées par le domaine BAR. En effet, celui-
ci présente une séquence de liaison a la protéine CLIP-170 .Enin
vitro, CLIP-170 se fixe aux extrémités positives libres des tubulines et se meut en parallele de
la polymérisation des microtubules. Cela suggere un réle de cet élément dans la dynamique
de formation du RMT . En culture cellulaire Hela?, la
surexpression de la forme ubiquitaire BIN1-iso9 induit la formation de tubules membranaires
intracellulaire. Cette formation de tubules est dépendante des microtubules et la déplétion
de CLIP-170 réduit leur formation . Notons que cette tubulation est
également retrouvé en culture cellulaire COS-13 aprés transfection du domaine BAR*#

. Eninvitro, le domaine BAR de BIN1 est en mesure de former des tubes lipidiques
en dehors d’un contexte cellulaire vivant mais avec une préparation enrichie en liposomes.
L'étude cristallographique et la reconstruction moléculaire de I'assemblage de ces tubes
révele un enchevétrement du domaine BAR de BIN1 a la surface lipidique. Ainsi, le domaine
BAR de BIN1 est en mesure de recruter, par une réaction en chaine, d’autres protéine

domaines BAR de BIN1 pour former les tubes membranaires

3. b. BIN1 et I'actine

Il apparait que les domaines BAR et SH3 de BIN1 sont en mesure d’interagir avec |'actine F

. Cette liaison BAR-actine présente un caractére

1 Malgré la présence du domaine BAR, ACAP4 n’est pas référencé dans la famille « Bin-Amphiphysin-Rvs »

2 Lignée cellulaire provenant de métastases d’un cancer du col de I'utérus d’une patiente afro-américaine

3 Cellules immortalisées provenant de rein de singes (Chlorocebus)

4Acides aminées 1-282, le domaine BAR* contient le domaine de liaison aux phosphoinositides qui est codé par
I’exon 11 spécifique du tissu musculaire.
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fonctionnel en induisant la polymérisation et la stabilisation de I'actine F par doublement de
son temps de demi-vie . Cette méme étude révele que des doses
croissantes, en in vitro sans cellules, de BIN1-isol humain sont en mesure d’induire des
agrégats d’actine de la méme maniere que Tau dans son processus pathologique

. Une co-sédimentation?® de I'actine révéle que hBIN1-isol est en mesure de stabiliser
les agrégats d’actine F induits par Tau. Enfin, une diminution de I'orthologue du géne BIN1
dans un modéle de tauopathie chez la drosophile diminue la formation d’agrégats d’actine F

dans le cerveau

3. c. BIN1 a linterface actine-microtubules

Par ailleurs, une étude sur la centralisation anormale des noyaux dans les fibres musculaires
de patients atteints de certaines myopathies indiquent une implication de BIN1 dans la
formation du cytosquelette d’actine et de microtubules. Celle-ci serait véhiculée par son
interaction avec CLIP-170 et serait nécessaire au positionnement périphérique du noyau des

cellules musculaires en conditions physiologique

IV. 4. Impact de la perte du complexe BIN1-AMPH1

Les similitudes entre les protéines BIN1 et AMPH1, ont conduit la communauté scientifique a
considérer I'implication fonctionnelle de BIN1 dans les processus physiologique qui font
appels a ’AMPH1. En effet, les séquences protéiques sont homologues a hauteur de 49% et

elles présentent des domaines communs tel que CLAP, BAR et SH3 (Figure 11;

AMPH1 [ —— T =
BIN1-iso1 [ — -

Figure 11: BIN1 et AMPHI. Les protéines AMPH1 et BIN1 présente une forte homologie protéique avec la
présence commune du domaine SH3 (noir), CLAP (orange) et BAR (rouge). Ces deux derniers domaines ne

présentent toutefois pas la méme taille peptidique et le domaine MBD est exclusif de BIN1.

L'intrication étroite entre les protéines BIN1 et AMPH1 est également supportée par

I'observation chez la souris d’'une réduction quasiment totale de I'expression protéique de

! Ultracentrifugation avec analyse des composants des différents phases sédimentés
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BIN1 uniquement au niveau cérébral, indépendamment du niveau de développement de
I'animal, lorsque le géne Amphl est délété de fagon homozygote

Cependant, chez les souris, I'expression génique de Binl subsiste suggérant que la formation
d’hétérodimeres entre les protéines BIN1 et AMPH1 serait nécessaire a la stabilisation
protéique de BIN1 dans des cultures neuronales. Il alors apparait impossible de dissocier qui
de BIN1 et/ou AMPH1 est I'acteur prépondérant dans |’établissement des phénotypes
observés . Ces souris Amph17- ne présentent pas de |étalité périnatale
mais une diminution du temps de survie des animaux a I’age adulte avec 50% des animaux
Amph”- qui meurt avant 10 mois. De maniére intéressante, la délétion homozygote et
constitutive du gene Binl ou sa restriction au tissu musculaire squelettique

entraine quant a elle une |étalité périnatale

4. a. Endocytose et transport vésiculaires

C'est 'homologie partielle du domaine CLAP entre AMPH1 et BIN1 qui a amené une
association entre BIN1 et I'endocytose des CCV. Ainsi la perte des protéines AMPH1 et BIN1
entraine de fait une capacité amoindrie de la protéine adaptatrice 2 et de la clathrine a
interagir, suggérant un réle crucial de BIN1 et AMPH1 dans la structuration des complexes
d’endocytose. Pourtant, il apparait que la nécessité d’'une présence de BIN1-AMPH1 dans ce
processus est sujette a controverse. La perte d’expression de ces deux protéines n’entraine
pas d’anomalies structurelles, lors de culture cellulaire in vitro ou en microscopie électronique
ex vivo, que I'on analyse a I'aide de deux marqueurs pré-synaptiques : le nombre d’endosomes
précoces qui succedent a I'endocytose et le nombre de vésicules de I'élément présynaptique.
Cependant, des stimulations électriques a 20 Hertz répétées plus de 600 fois® entrainent une
diminution d’environ 25% de ces deux marqueurs pré-synaptiques. Ces données suggerent
un effet prépondérant de BIN1-AMPH1 dans le recyclage des éléments membranaires lors de
stimulation répétitives mais pas a I'état basal . Ces éléments ont
également été retrouvés chez des rats immunisés contre le domaine SH3 de 'AMPH1. En effet
des stimulations a hautes fréquences du nerf sciatique chez ces rats a-AMPH1 mettent en
évidence au niveau pré-synaptique une diminution du stock des vésicules de

neurotransmission et des CCV liées au recyclage par endocytose . Enfin,

purst stimulation
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des données obtenues a partir de culture de fibroblastes issus d’embryons murins (MEF?!),
semblent indiquer que I'abolition du complexe BIN1-AMPH1 n’entraine pas de défauts dans

les processus d’endocytose

Au niveau du SNC, I'inclusion spécifique de I’exon 7 dans le domaine BAR permet d’augmenter
I'affinité de liaison entre les protéines BIN1 et dynamine 2 . De plus, leur
liaison augmente considérablement la capacité d’endocytose cellulaire. La protéine BIN1 ne
présentant pas d’activité de fission membranaire, celle-ci est notamment assurer par le
complexe protéique impliquant la dynamine 2 . Selon ces auteurs, la
régulation de I'épissage de cet exon est primordiale pour basculer lI'interaction vers la
dynamine 2 avec I’'exon 7 ou I’AMPH1 sans I'exon 7 et ainsi promouvoir ou non les processus

de fission permettant une endocytose.

Les CCV sont également un élément essentiel dans le transport vésiculaire a partir de la partie
trans de l'appareil de Golgi, derniére étape de maturation protéique avant I'adressage
cellulaire notamment via le RMT. En culture neuronale?, il apparait que BIN1, AMPH1, la
protéine adaptatrice 1 et I'’endophiline Al sont des éléments constitutifs de ces CCV émanent
du Golgi. Contrairement a '’endocytose dépendante de la protéine adaptatrice 2, le complexe
comprenant la protéine adaptatrice 1 et les CCV serait I'élément discriminant entre

I’endocytose membranaire et le trafic cellulaire en provenance du Golgi

4. b. Croissance neuritique

L’inhibition de I’expression d’AMPH1, qui augmente normalement avec le temps en culture
neuronale, par des oligonucléotides anti-sens entraine une diminution drastique de la
complexité neuritique, analysée de maniére qualitative, dans une étude réalisée en 1998

. Dans cette étude, les auteurs ont constaté une délocalisation dans le
cytoplasme de I'actine immunomarquée. Ainsi, la perte de croissance neuritique est corrélée
a l'effondrement du cytosquelette de microtubule et d’actine. Cette actine est retrouvée
condensée et enchevétrée, au niveau péri-nucléaire. Dans ces conditions cellulaires, aucune
anomalie du recyclage par technique de la recapture de transferrine, n’a été identifiée au

niveau somatique . Cette étude se déroule durant la période de

1 De I'anglais mouse embryo-derived fibroblasts
2 Cellules granulaires du cervelet de souris
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découverte de BIN1 et ce n’est que quatre ans plus tard que la mise en évidence d’une

réduction drastique de BIN1 au niveau cérébral par délétion de Amphl” sera effectuée

4. c. Comportement

D’un point de vu comportemental, la perte de BIN1 et AMPH1 entraine, entre 5 et 7 mois, une
altération de la mémoire spatiale et a long terme en piscine de Morris en condition de rappel
a long terme (24 heures). La mémoire de conditionnement est également altérée lors du
rappel des indices associés au choc et de son environnement . Cette
perte de BIN1 et AMPH1 se traduit également, a 12 semaines, par une apparition plus

soudaine de phénotypes épileptogéniques induit par metrazol®

IV. 5. Aspect physiopathologique

A l'instar de la protéine Tau, BIN1 apparait comme étant une protéine pléiotropique mais ses
fonctions cellulaires sont bien moins comprises. L'étude des causes sous-jacentes aux

myopathies centronucléaires a apporté sa contribution dans I’étude des fonctions de BIN1.

5. a. Myopathies centronucléaires

Dans les myopathies centronucléaires, lorsque des mutations sont retrouvées sur les genes
codant pour la myotubularine 1 (MTM1), BIN1 et la dynamine 2 une perturbation de la voie
moléculaire communément appelé MAD? pathway est constatée. Cette voie MAD permet
I’organisation structurelle de la membrane plasmique allant de la phosphorylation des Pl par
MTM1, a leur liaison par BIN1 pour sentir et promouvoir le repliement membranaire exacerbé
par la dynamine 2 jusqu’au maintien d’une tubulation membranaire appelé des T-tubules dans
le muscle, indispensable a la bonne propagation du potentiel d’action au niveau de la jonction

neuro-musculaire

D’autres mutations du gene BIN1 entraine, en plus d’'une symptomatologie musculaire, de
possibles désordres du SNC. Chez trois patients atteints de myopathie centronucléaires, des

mutations autosomales récessives faux sens® de BIN1 ont été corrélées a un phénotype de

! pentaméthylénetétrazol, antagoniste des récepteurs GABAa
2 MAD pour MTM1, Amphiphysine 2 et dynamine 2
3 Mutation ponctuelle d’un nucléotide d’un codon entrainant le changement de I'acide aminé associé
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« retard mental » avec un niveau moyen-bas du quotient intellectuel (Ql=60 a 70 ;

5. b. Modulation de I'expression de BIN1 dans la LOAD

L'implication potentielle de BIN1 dans la LOAD a été mise en évidence au niveau génique,
comme nous l'avons précédemment vu, avec des polymorphismes corrélés a différents

aspects de la pathologie

. De plus, une méthylation différentielle de

I’ADN du locus contenant BINI a été découverte chez les patient LOAD. Cette méthylation

peut moduler le niveau de transcription d’'un géne, en modifiant le niveau de condensation de
la chromatine ou par modification d’affinité des éléments liant la région promotrice

. En outre, une surexpression de I’ARNm total de BIN1 a été identifiée au niveau

du CPF chez des patients avec une LOAD présentant des plaques amyloides et un stage Braak

de 6

. Cependant, une diminution
de 34% de BIN1-isol indépendamment d’'une mort neuronale a été observée dans le CPF chez
le méme type de patients . De plus, cette étude a révélé une I'absence
de corrélation entre le niveau soluble de BIN1-isol et le pourcentage d’aires cérébrales
immuno-positives pour les inclusions intracellulaire de Tau, mais ces deux expériences ont été
réalisés sur des groupes distincts de patients atteints de LOAD . D’autres
données suggerent qu’un mécanisme de régulation de la production et/ou le maintien des
différentes isoformes cérébrales et ubiquitaires, et donc du ratio BIN-H/BIN1-L, est perturbé

dans la LOAD. Ainsi, une surexpression de BIN1-iso9 au niveau de I’hippocampe, du CPF et du
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cortex pariétal inférieur qui contient le gyrus supramarginal et le gyrus angulaire chez les
patients LOAD présentant des plaques amyloides et un stage Braak compris entre 3 et 6 a été
observée . Cette isoforme, qui est exprimée de maniere ubiquitaire, est
positivement corrélée au nombre de DNF (R? = 0,1 avec p=0,0002) avec la méme méthode que
précédemment décrite par . Une diminution d’expression de BIN1-isol
dans I’hippocampe et le cortex pariétal inférieur est également retrouvée

Il n’est pas possible de corréler le schéma de propagation des DNF avec le niveau d’expression
de BIN1-isol ni de déterminer si cette diminution du ratio BIN1-iso1/BIN1-iso9 est antérieure
aux processus pathologiques de la maladie d’Alzheimer. Il n’a pas non plus été déterminé si
ce processus est la résultante d’un épissage aberrant, de modification d’expression de BIN1-
H et/ou BIN1-L ou d’une stabilisation d’'un complexe moléculaire en faveur de BIN1-L.
Néanmoins, il parait important de considérer qu’un déséquilibre de ce ratio puisse présenter

un caractere pathogénique, comme certaines tauopathies.

Notons, qu’aucune variation de BIN1-isol au niveau de I'hippocampe de patients EOAD n’a
été retrouvée ce qui suggere que les modifications d’expression de BIN1
sont exclusives de la LOAD. Enfin, la caractérisation histologique de BIN1 au niveau cérébral,
chez des patients LOAD présentant des plaques séniles et un stage Braak de 5 accompagné
d’'une démence prononcée, présente une délocalisation de I'axone vers le compartiment

somatique péri-nucléaire

5. c. BIN1 et les oligodendrocytes

Des immunohistochimies sur des hippocampes de patients LOAD présentant des plaques
amyloides et un stage Braak 5 et 6, révelent une localisation préférentielle de BIN1 au niveau
neuronale avec une localisation proche! du RMT. Les auteurs n’ont effectivement pas observé
de co-localisation de BIN1 avec les astrocytes et les cellules de la microglie et n’ont pas réalisé

de co-marquage avec les oligodendrocytes

1 Microscopie confocale, résolution spatiale entre 200 et 400 nm. Taille des microtubules d’environ 25 nm
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. Cette perte de BIN1 au niveau du neuropile s’accompagne d’une perte
de la matiere blanche. De la méme maniére que reportée par une perte de BIN1
au niveau du neuropile est observée chez les patients avec une LOAD
Les auteurs ont pu constater une diminution du ratio BIN1-H/BIN1-L due a la combinaison de

la surexpression de BIN-L et de la sous-expression de BIN-H.

De plus chez le rat, les mémes auteurs ont pu mettre en évidence que le profil protéique
complexe révélé avec BSH3, notamment de BIN1-H, présente une augmentation d’expression
entre P7 et P21 dans des cultures primaires d’oligodendrocytes. Cela met en évidence que
I’enrichissement de BIN1 dans les oligodendrocytes est concomitant aux « processus de
myélinisation » visualisés pour leur part par la hausse d’expression des composants basiques

de la myéline

5.d. BIN1 et 'amyloidogénese

Une étude récente suggére une implication de BIN1-isol dans la modulation de
I’'amyloidogénése . La réduction, en culture primaire neuronale, du
niveau de BIN1-isol entraine une augmentation de production des peptides AB40-42. La
méme diminution, par ARN interférant de BIN1 dans des cellules Hela, entraine une
perturbation du recyclage membranaire avec une augmentation d’endosome précoce

présentant BACE1!, I'un des complexes enzymatiques nécessaire au clivage de I'’APP

L'impact d’une surexpression de BIN1 dans un modele murin développant des plaques
amyloides est en cours d’étude par la Dr Monica Rataj Baniowska dans I'équipe du Dr Yann

Hérault.

5.e. BIN1 et Tau

Au niveau moléculaire, le PRD (210-240) de Tau a été identifié par RMN comme interagissant
avec le SH3 de BIN1-isol et BIN1-iso9 . De maniére intéressante Tau
interagit avec le domaine SH3 de BIN1-H, rompant ainsi I'affinité intramoléculaire de BIN1-

isol (CLAP-SH3). Cela entraine de surcroit un changement de structure tertiaire de BIN1

! De I'anglais, beta-site APP cleaving enzyme 1

-51-



BIN1

partant d’une position « repliée » BIN1-BIN1 vers une position « ouverte » BIN1-Tau (Figure

12

Tau
)s,\

/' 74 CLAP domain

=»* SH3 domain

“"}‘O —> N\ — M"’% —> "\ &4 PRD domain

Figure 12 : Tau, en fonction de la phosphorylation de Thr231, est en mesure de rompre l'interaction CLAP-SH3
et d’interagir avec BIN1-iso1 via son PRD.

Il apparait également lors d’une expérience de liaison de proximité (PLA!) en culture
neuronale primaire’ que cette interaction moléculaire BIN1-Tau ait lieu au niveau
somato-dendritique . Ces mémes PLA combinées a une
immunofluorescence de l'actine montrent une possible interaction de ces complexes
BIN1-Tau au niveau du cytosquelette d’actine. Les auteurs n’ont pas identifié de complexe
BIN1-Tau au niveau des éléments pré- et post-synaptique. Notons que toutes ces expériences
ont été conduites au cours du développement neuronal murin, sans transfection cellulaire. On
ne peut donc pas présupposer que ces interactions aient également lieu a I'age adulte pendant

lequel une différence d’isoformes de Tau est constatée.

Enfin, le niveau de phosphorylation de Tau module I'interaction Tau-SH3
. En effet, une augmentation in vitro de la phosphorylation de Tau a des sites® proches
ou dans le PRD est en mesure de diminuer cette interaction intermoléculaire par RMN. Des
expériences de PLA entre BIN1 et différents résidus phosphorylés de Tau montrent la présence
d’un signal a I'exception de la phosphorylation de la Thr231 révélée avec AT180 (Figure 12
, indiquant ce résidu comme un élément régulateur de l'interaction
BIN1-Tau. Nous ne pouvons pas exclure la présence d’autres sites de Tau et/ou de BIN1 qui

selon leur état de phosphorylation peuvent également contribuer a cette modulation.

1 De I'anglais, proximity ligation assay

2 Co-culture de neurones corticaux et hippocampiques de rat

3 Détermination non exhaustive des résidus. Identification par anticorps des épitopes phosphorylés (AT270, AT8
et AT180)
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5. f. BIN1 et la toxicité de Tau in vivo

Parmi les modeles d’études de la tauopathie in vivo, la drosophile présente I'avantage d’avoir
un temps de développement relativement court par rapport aux modeles murins. Cela permet
d’étudier plus rapidement I'impact de modifications génétiques sur le phénotype. Ainsi, la
production de l'isoforme Tau 2N4R humaine chez cette espece permet d’induire une
neurotoxicité importante au niveau des ommatidies®. De maniére intéressante, le phénotype
le plus prononcé de dégénérescence de cette structure, en partie composée de cellules

neuronales, est obtenus avec la plus faible expression de Tau-2N4R

Chez la drosophile, un seul orthologue des genes AMPH et BIN1 est retrouvé avec une
homologie des séquences peptidiques codantes pour les domaines BAR et SH3 de BIN1 chez
les vertébrés de 60% et 58% respectivement. La perte de cette protéine qui est normalement
retrouvée dans le compartiment post-synaptique a I'état larvaire, entraine une perte

importante des capacités locomotrices

La combinaison des modeéles Tau-2N4R et de délétion du géne amph chez la drosophile
permet de rendre compte d’une restauration partielle et significative du phénotype induit par

la protéine Tau

. Cette
expérience est la premiere caractérisation d’un lien fonctionnel in vivo entre la toxicité induite
par Tau et le niveau d’expression d’amph. La différence de complexité génétique, moléculaire
et physiologique entre la drosophile et I’'humain ne permet pas de transposition physiologique
compléte. Ainsi, une étude récente a établi qu’une diminution d’expression de BIN1-isol a la
fois en culture de cellules humaines (HEK293) et en culture de neurones de rat, entrainait la
propagation de cellules en cellules, de la protéine de Tau sous sa forme mutée P301L

. Les auteurs émettent I’hypothése que la diminution d’expression de BIN1-isol ne

permettrait plus la séquestration de Rab52? qui est un acteur majeur dans la formation

1 Sous-unités composant les yeux
2 De I'anglais, Ras-related protein
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d’endosomes précoces. Ainsi, la sur-activation de Rab5 entrainerait I'augmentation de
I'internalisation neuronale des agrégats Tau présents dans la matrice extracellulaire via des
processus d’endocytose et de trafic membranaire (voir partie Il. 4. d.Propagation
synaptique, p. 28). Il apparait donc que BIN1 soit un élément médiateur potentiel dans le

transfert cellulaire de protéines toxiques, retrouvé dans les maladies a prions.
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Objectifs du travail de recherche

Dans un premier temps, ces travaux de thése ont eu pour objectif de déterminer I'impact
d’une surexpression du gene BIN1 chez la souris et d’amener des éléments de compréhension
des fonctions de BIN1 au niveau cérébral. Le modele TgBIN1 est pour I'heure la seule base
d’étude de I'impact d’une surexpression du géne BIN1 humain chez les mammiféres, au niveau
comportemental, histologique et cellulaire. Le but est d’identifier des mécanismes
moléculaires, peut-étre spécifiques du tissu cérébral, qui sont présent au niveau physiologique
et qui pourraient devenir pathologique en condition de surexpression. Pour y répondre, des
expériences moléculaires, cellulaires, histologiques et comportementales ont été réalisées.
Celles-ci sont présentées dans les premieres parties Résultats & Discussion traitant de la
surexpression de BIN1. Une partie a été intégrée dans un article en cours de soumission

disponible en Annexe, partie IV. 1 Article | : TgBIN1, p. 191.

Dans un second temps, nous avons étudié d’une combinaison de ce modele TgBIN1 avec le
modéle de tauopathie htau. Celui-ci a eu pour but de déterminer si l'interaction de BIN1 et de
Tau, fonctionnelle chez la drosophile, présente un caractéere prophylactique ou délétére pour
I'organisme murin. Pour déterminer I'intégrité des connectomes neuronaux, des expériences
longitudinales de comportement ont été réalisée chez les mémes souris, males et femelles,
tous les 3 mois jusqu’a 15 mois. L'impact fonctionnel au niveau cellulaire et moléculaire chez
ces animaux a ensuite été réalisé. Pour ce faire, nous avons choisi de prospecter de nouvelles
voies moléculaires dévoilées par la réalisation de notre premier objectif sur le role
physiologique de BIN1. Cette étude permet de rendre compte de I'impact d’'une surexpression
de BIN1 dans I’émergence et/ou la cinétique de la tauopathie, qui a été traité en deuxieme
partie des Résultats & Discussion. Elle permet également la réalisation d’un article scientifique

en cours de rédaction et disponible en Annexe, partie IV. 2. Article Il : htau;TgBIN1, p. 192.

Nous avons également commencé a étudier I'impact d’une diminution d’expression de Binl
combinée au modeéle htau. Les données préliminaires et comportementales nous renseignent
sur I'impact du niveau de dose de BIN1, et sont présentées en troisieme partie des Résultats

& Discussion.
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Procédures éthiques

Matériels & Méthodes

Un complément d’information de cette partie Matériel et Méthodes est disponible dans les
articles mis a disposition en Annexe, partie IV. Articles, p. 191. De plus, les figures et tableaux
supplémentaires appelés Figure S et Tableau S respectivement, sont accessibles en Annexe,

partie I. Figures supplémentaires, p. 175 et Il. Tableaux supplémentaires, p. 181.

|. Animaux utilisés

[. 1. Procédures éthiques

Le présent projet a regu I'approbation numéro 2014-056 par le comité d’éthique interne de
I'IGBMC numéro 17 (Com’Eth) et a été accrédité par le ministére de I'enseignement supérieur
et de larecherche en accord avec la directive 2010/63/EU et couvre la période d’Octobre 2014
a Octobre 2019. La référence de ce projet est APAFIS#5166-2016042511148907.vl ayant pour
titre « Etude comportementale de souris transgéniques impliquant des genes a facteur de
risque dans le développement du LOAD (Late Onset Alzheimer Disease) », déposé par
I'Etablissement Utilisateur: Institut clinique de la souris, numéro d'agrément 86721840, dont
le responsable est le Dr. Yann Hérault et dont le responsable de la mise en ceuvre générale du
projet et de sa conformité a l'autorisation est le Dr. Yann Hérault. J’ai obtenu mon attestation

relative a I’'expérimentation animale (N° R-67UNISTRA-F1-10) le 9 mai 2016.

En pratique, les animaux utilisés (males et femelles) ont été hébergés en milieux social avec
des congéneéres compatibles (2 a 5 animaux par cage). Les points limites des expériences ont
été préalablement fixés comme suit : les animaux présentant des signes de mal étre ou de
douleur (griffures/plaies, hérissement du poil, attitude vo(itée, perte de poids) seront
présentés au vétérinaire de la clinique de la souris (iCS) puis mis a mort par un gradient
progressif de CO2. Les traitements proposés pour palier a ces problémes peuvent interférer

avec les tests comportementaux.

Tous les animaux hébergés dans des cages ventilées ont été exposés a un cycle constant de
lumiére 12 heures et d’obscurité 12 heures (lumiere a 7h du matin) avec de I'eau et de la
nourriture ad libitum. La piece d’hébergement a été maintenue dans a température constante

(23£1°C).
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Tous les tests comportementaux effectués ont été réalisés durant la journée (phase de repos
des animaux) et ont été précédés d’'une phase de manipulation des animaux pour une
acclimatation a I'expérimentateur durant une semaine avant le premier test. Le changement
de cages fut réalisé par les animaliers de la zone de phénotypage, a I'exception des semaines
de tests comportementaux ou les cages ont été changées par I'expérimentateur au minimum
trois jours avant une nouvelle expérience (et avec ajout d’une petite proportion de litiere
sale). L'ensemble des animaux et leur références sont disponibles sur le logiciel « mouse »

interne a I'lGBMC.

[. 2. Création de la souris TgBIN1 surexprimant le géne BIN1 humain

2. a. Croisements

Tous les croisements, a I'exception du croisement ayant permis la génération des animaux
Bin1”/-; TgBIN1 réalisé sur fond mixte C57BL/6J et 129PAS, ont été réalisés sur fond pur a plus
de 97% C57BL/6J. Les souris ne présentant aucune modification génétiques sont appelés

souris WT.

Les souris présentant une délétion des alleles Binl ainsi que les souris
surexprimant le gene BIN1

humain ont été générées par I'iCS. Les souris modélisant des phénotypes de tauopathies
par surexpression du gene MAPT humain et de délétion du géne Mapt murin, nommées
« htau », ont été commandé au Jackson Laboratory (Stock No: 005491 ; B6.Cg-Mapt!m(EGFP)KIt

Tg(MAPT)8cPdav/J ;

Afin d’obtenir un minimum de 10 animaux par groupes et par sexe dans I'étude du modéle
combiné de tauopathie et de de surexpression de BIN1, un total de 72 animaux ont été généré
dans trois sous-cohorte (n=20) et présentant un mélange homogene des génotypes et des

sexes.

2. b. Identification

Les nouveaux nés ont fait 'objet d’un prélévement de leur queue a I'dge de trois semaines
avec la mise en place d’'une « boucle d’oreille » numérotée permettant leur identification.
Etant donné I’age avancé des animaux en fin d’étude (18 mois) et la forte probabilité de perte

d’identification ainsi qu’un soucis de réduire au maximum les contentions imposés aux

-60 -



Création de la souris TgBIN1 surexprimant le géne BIN1 humain

animaux pouvant étre générateur de stress, un tatouage a la queue a été réalisé a I'age de 6
mois permettant une identification pérenne sans besoin d’'une manipulation contraignante

envers l'animal.

2. c. Génotypage

Les amorces utilisés lors des réactions de PCR afin d’identifier les génotypes des souris obtenus

sont résumé dans la Tableau S 1.

Il. Design expérimental

Les deux sexes males et femelles ont été utilisés dans les taches comportementales impliquant
le croisement du modeéle de surexpression du géne BINI humain avec le modele de délétion
du géne Binl murin TgBIN1 ;Bin17", ainsi que le modéle tauopathie : Mapt”; TgMAPT ;TgBIN1
nommé « htau;TgBIN1 » et enfin le croisement du modele de tauopathie avec la diminution
d’expression du géne Binl murin Mapt”; TgMAPT ;Bin1*/-nommé « htau;Bin1*- ». Concernant
les expériences comportementales, histologiques, cellulaires et moléculaires impliquant
uniquement la surexpression du gene BIN1, toutes ces expériences ont été réalisées sur des

males uniquement.

Les expériences comportementales réalisées sur les animaux htau;TgBIN1 ont été effectuées
de maniere longitudinale tous les trois mois dés I'dge de 3 mois et ce jusqu’a 15 mois.
Concernant le test du conditionnement a la peur, il a été observé a partir de 12 mois une
impossibilité de discriminer le niveau de locomotion des controles apres I'administration du
choc électrique rendant I'expérience ininterprétable. Ce test étant source de douleur et
d’anxiété pour I'animal il a été décidé de le supprimer des tests effectués. Ainsi la cohorte 3
n’a jamais été soumise a ce test. De la méme manieére, le test en croix surélevées ayant montré
une disparité importante de données obtenues, il ne fut pas reconduit pour la cohorte 3. La
piscine de Morris n’ayant pas pu étre faite a I'age de trois mois pour la cohorte numéro 1 dii
a des problemes techniques et logistiques, I'dge de départ pour ce test est donc de 6 mois

pour tous les animaux.

Lors des expériences comportementales réalisées, aprés une habituation a la salle
d’expérimentation d’au minimum 30 minutes, les femelles furent passées en premier sous-

groupes avant un nettoyage approfondis des appareils (excepté pour la piscine de Morris)
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pour éviter une interaction due aux odeurs concernant le passage des males. Une exception a
été faite au sujet du test de champ ouvert et de reconnaissance d’objet pour lequel les
femelles ont été passées sur 2 jours consécutifs suivit des males les deux jours d’apreés, ainsi
les deux sexes ne se sont jamais « croisés » lors de ces expériences. Les génotypes dans les
sous-groupes ont été répartis de maniére homogene de facon pseudo-aléatoire et les
expériences n’ont pas été réalisées en totale aveugle. Cela signifie qu’un acces au génotype
était possible (notamment pour la distribution des génotypes dans un sous-groupe et par la
suite pour l‘analyse des données) mais que lors du test aucun effort de mémorisation n’a été
effectué pour éviter un biais di a I'expérimentateur. Toutes les expériences ont été menées

entre 8h et au maximum 18h.

Les souris ont ensuite été sacrifiées soit par dislocation cervicale pour extraction et dissection
du cerveau dans le but de récupérer des extraits d’ARNm et/ou de protéines, soit par mise a
mort par injection létale de xylazine 10% et kétamine 5% suivit d’'une perfusion intracardiaque
de PBS 20 ml suivit de d’'un mélange de paraformaldéhyde a 4% et de tampon phosphate salin

(PBS).

lll. Tests comportementaux

[ll. 1. Test de I'activité locomotrice (actimétrie)

Afin de déterminer I'activité locomotrice des animaux en fonction de I'heure du jour et de la
nuit un test d’actimétrie a été mené sur 36 heures. Cependant, étant donné que les animaux
étaient isolés pendant cette période et que les souris htau ont une tendance a I'agressivité, la
remise des animaux en milieu social comme au préalable était parfois compliquée car source
de violence et de blessures obligeant, généralement, le sacrifice de I'animal. A la vue de la
complexité a générer les différents groupes d’animaux nous avons préféré arréter cette
expérience afin de conserver le plus grand nombre d’animaux par la suite. Ainsi seule la

cohorte 1 a effectué ce test a I’dge de trois mois.

. 2. Test du champ ouvert

Pour le paradigme de champs ouvert, les animaux ont été placés au centre d’'une aréene
circulaire de 55 cm de diameétre, d’'une hauteur de 40 cm avec une paroi opaque blanche.

L’aréne était située dans une salle éclairée de maniére homogéne a 50 lux (valeur enregistrée
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au centre de l'arene). Les souris, apres placement au milieu de I'arene, ont été libres
d’explorer I’environnement pendant 30 minutes avant d’étre replacés dans leur cage. L'aréne
fut systématiquement nettoyée entre chaque animal par une solution d’éthanol 50% suivit
d’un ringage a I'eau.

L'activité des souris comprenant notamment la distance parcoure, la vitesse, le temps de
mobilité et de présence dans différentes zones de I'aréne (centre, zone intermédiaires et

périphérie) fut enregistré de maniére automatique via le systeme Ethovision, Noldus, France.

lIl. 3. Tests de Mémoire

3. a. Test de la reconnaissance d’objet

Cette tache a été effectuée dans les mémes conditions expérimentales (aréne, intensité
lumineuse, nettoyage de I'arene) que celles décrites pour le champ ouvert. Les objets exposés
aux animaux étaient soit des billes opaques de 2,5 cm de diamétre soit des dés en plastiques
avec face blanche de 2 cm de c6té. Aprés exposition au champ ouvert le jour 1 les animaux
furent replacés dans I'aréne le jour 2 en présence de deux objets identiques choisi de maniere
pseudo-aléatoire. Les animaux ont été placé la téte face a la paroi et a 'opposé des objets.
Dés le premier événement d’exploration « sniffing » défini par un allongement de la téte en
direction des objets dans un cercle de 5 cm de diamétre autour de I'objet exploré, I'acquisition
de I'exploration était engagée pour une durée de dix minutes. A la fin de ces dix minutes, le
temps passé a exploré les deux objets fut calculé et les animaux ayant explorés moins de 3 sec
les objets furent exclus de I'étude et repassés une semaine plus tard. Les animaux ayant
présenté une exploration de plus de trois seconde furent de nouveau exposé a I'aréne 1h plus
tard afin d’effectuer le test de reconnaissance. Durant cette phase un des deux objets familiers
fut remplacé par un nouvel objet (dé ou bille) et la place de nouvel objet (gauche ou droite)
fut choisie de maniere pseudo-aléatoire pour chaque génotype. Les animaux ont été placé de
la méme maniere que précédemment mais le décompte des dix minutes de test fut déclenché
des la présence de I'animal dans I'aréne et non pas au premier événement d’exploration. Une
exception a été faite a I'dge de 15 mois pour lequel tous les animaux ont eu 15 minutes
d’exploration et 15 minutes de test. Les animaux ayant explorés moins de trois secondes les
objets durant la phase de test furent définitivement exclus de I’étude a I’age considéré. L'index

de reconnaissance a été calculé de la maniere suivante :
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temps passé sur le nouvel objet

% reconnaissance = 100 * - -
temps passé sur les deux objets

3. b. Piscine de Morris

La piscine de Morris est une piscine circulaire de 150 cm de diameétre avec une profondeur de
60 cm rempli a 40 cm d’eau maintenue entre 20°C et 22°C et rendue opaque par |'utilisation
d’une solution Acusol OP 301. La piece permettant la visualisation des souris par ordinateur
grace au systeme Ethovision de Noldus, était physiquement séparée de la piece ou se situait
la piscine par un rideau blanc. Les murs de cette derniere salle étaient recouverts d’images,
de symboles et de peinture. La surface de la piscine a été virtuellement découpée en quatre
guadrants (Sud-Est; Sud-Ouest; Nord-Est; Nord-Ouest). La plateforme, constituée de
plastique blanc d’un diamétre de 15 cm, permettant a la souris de s’échapper était placée a 1
cm de profondeur. La phase d’apprentissage d’une durée de 6 jours d’entrainements ou de 5
jours a I’age de 15 mois (D1 a D6 ou D1 a D5) a été effectuée avec la plateforme immergée et
donc non-visible. Chaque souris disposait de quatre essais pas jours espacés de 15 minutes
avec des positions de départ aléatoirement distribuées et face contre la paroi.
L'expérimentateur prenait soin de ne pas passer a coté de la plateforme sur son chemin de
retour. Durant chaque essai, la souris avait un temps maximal de 90 secondes pour localiser
la plateforme. Une fois la plateforme atteinte, une attente de dix seconde était nécessaire
avant que la souris soit récupérée, a I'aide d’une grille fixée a un manche de 1 metre, par
I'expérimentateur. Dans le cas ou la souris ne réussissait pas a localiser la plateforme a I'issu
du temps imparti durant les trois premiers jours, I'expérimentateur placait cette derniere sur
la plateforme avant de sortir de la salle pour une durée de dix seconde avant de venir la
récupérer. Lors du jour du rappel (D7 a 6, 9 et 12 mois ; D6 a 15 mois), la souris était placé 24
heures apres sa derniere session d’entrainement dans la piscine a 'opposé de la position de
la plateforme qui fut retirée pour ce test. Ainsi, si la localisation de la plateforme était Nord-
Est durant I'apprentissage, la souris sera lachée au Sud-Ouest. Les souris disposaient alors de
60 secondes pour nager librement dans la piscine aprés quoi elles furent récupérées. La
position de la plateforme a 6, 9 et 12 mois était au Nord-Est tandis qu’a 15 mois elle fut située
au Sud-Ouest. Le temps passé dans chaque quadrant fut calculé. Une fois le test de rappel
effectué, les souris furent de nouveau exposées a la piscine 24h apres pour effectuer le test

de vision et de locomotion. Ainsi la plateforme fut indicée a I'aide d’un drapeau sur les trois
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autres positions non utilisées de la piscine afin de déterminer si les souris étaient en mesure
de trouver rapidement I"’échappatoire dans un contexte indicé. Apres chaque passage dans
I’eau et ce quel que soit la phase d’expérimentation, les souris étaient placés dans des cages
tapissés de papiers absorbant et sous lampe rouge afin de les sécher le plus efficacement

possible.

lIl. 4. Test force musculaire

4. a. Rotarod

La coordination motrice a été testée a I'aide du rotarod (BIOSEB, Vitrolles, France). Cet
appareil est constitué d’une barre circulaire de 5 cm de diamétre entourée de mousse sur
laquelle les souris sont placées et faisant face au sens de rotation. Le test a été effectué sur
une journée avec trois essais espacés de 5 min chacun. Chaque essai était constitué d’une
phase d’habituation d’'une minute a vitesse constante (4 rpm) suivit d’une phase
d’accélération allant de 4rpm a 40 rpm en 4 minutes. Le temps a partir duquel chaque souris

tombait fut enregistré et la moyenne des trois essais fut calculée.

4. b. Grip test

La quantification de la force musculaire en Newton (N) fOt réalisée a I'aide du grip test (BIOSEB,
Vitrolles, France). Dans ce test chaque souris fit testée cing fois, les souris étaient placées les
guatre pattes sur la grille et un mouvement de retrait de la souris par la queue fut effectué
par I'expérimentateur et la valeur maximale avant que le souris lache la grille fut enregistrée
et une moyenne des cing essais fut calculée. Les données ont également été divisées par le

poids de chaque animal (mN/g).

[ll. 5. Conditionnement a la peur

Pour ce paradigme comportemental, les souris ont été placées dans une boite fermée muni
d’un éclairage plafond, d’'une ampoule latérale, de parois transparente et d’un plancher
constitué de barreaux métalliques. Ces boites de conditionnement se trouvaient a leurs tours
dans une armoire fermée. Les souris n’étaient sorties de leur piece d’hébergement qu’au
moment de |'expérience pour éviter une confrontation visuelle, sonore ou odorante avec le
stress véhiculé par les animaux en cours d’expérimentation. Apres 4 min d’habituation a la

boite de conditionnement, un son de 80 décibels en concomitance de l|’activation de
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I'ampoule latérale était délivré sur une période 3 secondes avec a la fin une décharge
électrique de 0,2 mA qui était délivré au niveau du plancher. Afin de s’assurer de la présence
du choc électrique, I'expérimentateur a testé lui-méme les cages avec sa main lors du choc et
a également pu observer la réaction d’immobilisation des animaux durant le paradigme a
I'aide d’un juda optique. Les souris, 2 min apres ce choc, furent replacées dans leurs cages. Le
lendemain deux expériences ont été menées. La premiere durant la matinée ou les souris
étaient de nouveau exposées au méme contexte que la veille en I'absence du son, de la
lumiere latérale et du choc électrique pendant 6 minutes. L'aprés-midi, les souris ont été
replacées dans la méme boite mais avec un contexte différent grace a la présence d’un
plancher solide en plastique gris et de parois tentées en noir, puis au bout de 2 min le son en
concomitance de la lumiére étaient délivrés en I'absence de choc électrique pendant 2 min et
cela fut répété une seconde fois pour un total de 8 min d’expérience. Les mouvements de
I’'animal ont été captés par un détecteur infrarouge et enregistrés sous forme de « bin » toutes

les deux secondes. L’activité par tranche de 2 min a alors été calculée et moyennée.

IV. Etudes Moléculaire

IV. 1. Extraction de protéines

Les souris ont été sacrifiées a I’dge de 18 mois par dislocation cervicale et le cerveau fut
rapidement extrait de la boite cranienne et placé sur une boite de Petrie afin d’effectuer une
dissection du cortex préfrontal, du striatum, de I'hippocampe, du cortex temporal et du
cervelet. Pour certains génotypes une dissection du quadriceps fut réalisée. Les différentes
structures furent immédiatement cryogénisées par immersion du tube dans de I'azote liquide
et conservé par la suite a -80°C. L’extraction de protéine a été réalisée a |'aide d’un tampon
d’extraction (Tris pH 7,5 at 20mM; NaCl 50mM; EGTA 2 mM; Triton X100 1%; NaF 10mM;
NasVOa 1mM; B Glycerophosphate 2 mM, Complete EDTA free) et ajusté a pH=7,5. Le systéeme
precellys fut utilisé pour broyer et homogénéiser le tissu qui a préalablement été placé dans
un tube contenant des billes de céramique. Les échantillons ont ensuite été centrifugés

pendant 30 mina4°Ceta 33 000g.

Le dosage a été effectué a I'aide du kit « BCA protein assays » (Thermo Scientific) et les
échantillons ont été dilués en cascade sur trois niveau et déposés en dupliquat. La gamme

étalon permettant une quantification absolue a été réalisée a la BSA et les valeurs ont été
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retenues uniquement quand le coefficient de corrélation linéaire de la gamme était supérieur

a 0,95.

IV. 2. Co-immunoprécipitation

Pour la co-immunoprécipitation (Co-IP), des extraits de cerveaux total de quatre souris WT et
de quatre souris TgBIN1 dgées de 3 mois furent extrait a I'aide d’une solution d’extraction (Tris
pH 7,5 at 20mM; NaCl 50mM; EGTA 2 mM; Triton X100 1%; NaF 10mM; NasVOs 1mM; B
Glycerophosphate 2 mM, Complete EDTA free) ajustée a pH=7,5 et maintenue a 4°C. Le
systeme precellys fut utilisé pour broyer et homogénéiser le tissu qui a préalablement été
placé dans un tube contenant des billes de céramique. Les échantillons ont ensuite été

centrifugés pendant 25 min a 4°C et a 33 000 g.

Le dosage a été effectué a I'aide du kit « BCA protein assays » (Thermo Scientific) et les
échantillons ont été dilué en cascade sur trois niveau et déposés en dupliquant. La gamme
étalon permettant une quantification absolue a été réalisée a la BSA et les valeurs ont été
retenues uniquement quand le coefficient de corrélation linéaire de la gamme était supérieur

a 0,95.

Les billes, couplées soit a la protéine A pour cibler les anticorps provenant de lapin soit
couplées a la protéine G pour cibler les anticorps provenant de souris, utilisées pour I'IP ont
préalablement été lavées avec le tampon d’extraction. Le tissus, 1mg de protéines, fut quant
a lui lavée avec 100ul de billes (80% « slurry ») pendant 1h a 4°C puis les billes furent jetées.
L’anticorps primaire (Tableau S 2), fut ajouté et 'ensemble extrait protéique-anticorps fut
incubé 1h a 4°C en agitation par inversement. Les billes préalablement lavées ont ensuite été
ajoutées a hauteur de 100ul par extrait et le tout fut incubé la nuit a 4°C en agitation par
inversement. Le lendemain, les produits de Co-IP ont été nettoyés trois fois avec le tampon
d’extraction. Comme contréle interne a cette expérience nous avons conduits la méme
expérimentation soit en ne plagcant pas d’anticorps (billes seules) soit en placant des anticorps
de la méme espéce que celui utilisé pour immunoprécipiter la protéine d’intérét mais venant

d’un animal non immunisé (billes + IgG).

Pour lI'immunoprécipitation des interacteurs de BIN1 nous avons utilisé un mélange des
extraits obtenus des quatre animaux WT et un mélange des quatre animaux TgBIN1 et nous

avons conduit les expériences de la méme maniere que décrite précédemment.
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IV. 3. Silver staining

Afin de déterminer le profil protéique résultant des Co-IP réalisées, nous avons mené une
coloration argentique (résultats non présentés) permettant de visualiser les protéines avec
une plus grande sensibilité que la technique du Coomassie utilisée par la suite pour la découpe
des bandes avant spectrométrie. Pour cette coloration argentique, les extraits de Co-IP ont
été migrés par électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de
sodium (SDS) sur la longueur totale du gel. Le gel aprés migration a été fixé (40% éthanol, 10%
d’acide acétique et 50% d’eau ultra pure) pendant 20 min a température ambiante. Aprés
lavage du gel dans une solution d’éthanol 30% pendant 10 minutes le gel a été incubé dans
une solution de sensibilisation (éthanol 30%, sensitizer 10%, pendant 10 min et rincé a
I’éthanol 30% pendant 10 min puis a I'eau ultra pure pendant 10 minutes. Les gels ont par la
suite été incubés dans une solution de coloration (1% stainer, eau ultra pure) puis lavé 30 sec
a 'eau ultra pure. Enfin le développement du gel a été réalisé a I'aide d’une solution (10%
developper, 1 goutte enhancer, eau ultra pure) et la durée a été déterminer par
I’expérimentateur (dans notre cas 5 min et 30 seconde pour un temps pouvant varier de 4 a 8
minutes). La réaction a été stoppée par ajout d’une solution « stopper » et lavée a I'eau ultra

pure avant d’étre envoyée a la plateforme de spectrométrie.

IV. 4. Spectrométrie de masse et analyse

Les échantillons issus de la Co-IP de BIN1 dans les quatre cerveaux WT et TgBIN1 ont été
utilisés pour étre migrés par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate de sodium (SDS). La migration a été arrété 1 cm apres étre rentré dans le gel
de migration. Les gels ont ensuite été coloré par la méthode de Coomassie, ceux-ci ont été
fixés (10% acide acétique, 20% éthanol, 70% H20) durant la nuit a température ambiante. Les
gels ont ensuite été immergés dans la solution de Coomassie pendant 1h a température
ambiante suivit de trois ringage (10% acide acétique, 20% éthanol, 70% H20). Les différentes
bandes ainsi obtenues ont ensuite été traitées par la plateforme de spéctrométrie par
digestion a la trypsine/chimotryspine puis couplées nanolLC en gradient long sur trappe
ionique pour identification en MS/MS. Le premier traitement des données, effectué par la

platforme, a utilisé le logiciel Proteom Discover 1.4 (Sequest HT / Percolator) et s’est servie de
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la base de données : Reference Proteome Mouse (release 2016_07, 49153 entries) dans

laquelle la séquence humaine de BIN1 a été rajoutée.

L'analyse des données a ensuite été faite de maniére semi-automatique en retirant les
protéines contaminantes (IgG et kératine). Nous avons décidé d’appliqué les parametres
suivant : pour chaque animal correspond une colonne 1, 2 et 3 représentant respectivement
I’ensemble des protéines obtenues dans les conditions billes seule, billes + 1gG et billes +
a-BIN1. A chaque protéine de chaque animale et pour chacune des conditions correspond
une valeur quantitative du « score » PSM obtenu. Nous avons calculé le ration R d’'une méme
protéine a par division des PSM obtenus pour cette protéine entre la condition 3 (billes +
a-BIN1) a la condition 1 (billes seules), puis nous avons fait la méme opération entre la

condition 3 et la condition 2.

PSM billes seules
PSM billes + a-BIN1

R(billes seules) =

PSM billes + 1gG

R(IgG) =
(96 = Ssi bilies + @-BIN1

Nous avons ensuite scoré (Sc) la spécificité des protéines obtenues dans la condition positive
(billes + a-BIN1) par calcul logique d’exclusion ou seules les protéines ayant un R supérieur a

1,5 (valeur choisie de maniere arbitraire) ont été retenues.

Si et seulement si R(billes seules) > 1,5 ET R(IgG) > 1,5 =Sc =1

Nous avons par la suite cherché le nombre d’occurrence (Oc) des protéines (a,B,...) avec un
score Sc=1 chez les 4 animaux d’un méme génotype et nous avons retenu les protéines ayant
au minimum 3 occurrences (Oc=3) pour un méme génotype. Nous avons également effectué
la méme recherche pour I'ensemble des huit animaux avec un coefficient d’occurrence d’au
minimum 7 (Oc=7). Les résultats présentés n’ont pas vocation a constituer un interactome
intégral mais de permettre la constitution d’une liste d’interacteurs a fort potentiel

d’interaction pour étre tester durant le processus de validation.
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IV. 5. Western Blot

Dix a vingt microgrammes d’extraits protéiques ont été séparés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS) et transférés sur membrane
de nitrocellulose. En fonction de la protéine ciblée (forme phosphorylée ou non) une
saturation de la membrane a été effectuée avec de la BSA 5%, TTBS ou du lait 5 %, TTBS
pendant 45 minutes a température ambiante et sous agitation. L’anticorps primaire (Tableau
S 2) fut incubé une nuit en agitation a 4°C suivit le lendemain par 5 lavages de trois minutes
au TTBS sous agitation. L'anticorps secondaire fut incubé 1h a température ambiante et sous
agitation. La révélation effectuée par le kit ECL chemiluminescence system (SuperSignal™
ThermScientific) a été précédée par 4 lavages de trois minutes au TTBS sous agitation puis un
dernier lavage a 'eau distillée. La chemi-luminescence a été photographiée avec le systéeme
Amersham™ Imager et les images TIF ont été quantifiées a I'aide d’image J. La quantification
relative a été obtenue par le rapport du signal entre la protéine d’intérét (GAPDH) révélée

pour chaque membrane et faisant office de protéine de charge.

Concernant le niveau de phosphorylation, la méme membrane a été utilisée afin de révéler
d’une part la protéine sous sa forme phosphorylée, la protéine de charge (GAPDH), et d’autre

part la protéine sous sa forme totale.

V. Etudes cellulaires

V. 1. Immunofluorescence

Les souris ont été anesthésiées a I’age de 18 mois avec un mélange de Kétamine 5% et Xyalzine
10% puis perfusées par implantation d’une aiguille dans le ventricule gauche du coeur et avec
sectionnement de l'oreillette droite afin d’obtenir un circuit ouvert. La perfusion était
composée dans un premier temps par une solution de tampon PBS (20 ml) afin de rincer le
circuit sanguin et d’éviter la formation de caillots suivit d’'une solution de PFA 4%, PBS 1X afin
de fixer I'ensemble des organes. Le cerveau a ensuite été extrait et immergé dans une nouvelle
solution de PFA 4%, PBS 1X durant la nuit a 4°C. Le lendemain les cerveaux ont été rincés sous
hotte chimique avec 5 ringcages au PBS 1X étalés dans la matinée. Les cerveaux ont ensuite été
placés dans une solution de sucrose 30%, PBS 1X et placés a 4°C pendant 2 a 3 jours jusqu’a

ce que le cerveau atteigne le fond du tube. S’en est suivit une étape de cryogénisation ou les
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cerveaux ont été placés dans un moule rempli d’un cryoptrotecteur (O.C.T. Tissu Compound,
Tissue Plus®, Scigen) et placés sur boite de Pétrie elle-méme placée dans un conteneur rempli
d’azote liquide afin d’obtenir un refroidissement rapide avant d’étre stocké dans de la glace
carbonique pour finalement étre conservé a -80°C. Par la suite les cerveaux ont été découpés
de maniére coronale au cryostat avec une épaisseur de 10um. Pour I'immunofluorescence, les
coupes ont premierement été perméabilisées a I'aide d’une solution de saturation composée
de PBS 1X, Triton 0,1%, sérum de cheval 10% et BSA 5% pendant 30 minutes a température
ambiante. L'incubation de I'anticorps primaire (Tableau S 2), dilué dans la méme solution de
saturation, a été effectuée sur la nuit a 4°C sans agitation dans une chambre humide. Le
lendemain apres 5 ringages de trois minutes au PBS 1X, Triton 0,1%, I’anticorps secondaire
couplé a un fluorochrome, dilué dans du PBS 1X, Triton 0,1% a été appliqué 1h a température
ambiante suivit de 5 minutes d’une solution de PBS 1X, Triton 0,1%, Hoechst 1/1000. Aprés 5
rincages de trois minutes au PBS 1X, Triton 0,1%, les lamelles ont été montées sur lames et
scellées par utilisation du Fluorsave. Les lames ont par la suite été imagées a I'aide du
nanozoomer slices scanner (Hamamatsu Photonics) en prenant soin de laisser le temps a la

lampe a émission de fluorescence de se stabiliser.

Pour chaque marqueur utilisé, un contrbéle négatif en présence de I'anticorps secondaire
uniguement a été réalisé sur 'ensemble des animaux. Ceci afin de valider la spécificité des
anticorps et pour s’assurer qu’une variabilité de traitement des cerveaux (mauvaise fixation

par exemple) ne puisse pas étre a I'origine d’'un phénotype observé.

V. 2. Microscopie électronique

Les souris ont été mises a mort a I’age de 18 mois de la méme maniere que précédemment
cité pour I'immunofluorescence avec perfusion intracardiaque de PFA 4%, PBS 1X. Aprés
extraction, les cerveaux ont été immergés dans une solution composée a 4% de PFA et 4% de
glutaraldéhyde, PBS 1X durant la nuit a 4°C. Des sections coronales de 200um ont été
obtenues avec un vibratome et les coupes ont été sectionnées de facon a récupérer une partie
de I'hippocampe avec le fornix et une partie du cortex temporal comprenant le cortex
périrhinal. Les tissus ont ensuite été traités par la plateforme de microscopie électronique de
I'lGBMC comme suit, post-fixation dans 1% osmium tetroxyde suivit de déshydrations
successives et a gradient d’éthanol (50, 70, 90 et 100%). Les sections, avant inclusion dans de

I'Epon 812, ont été traitées pendant 30 minutes dans de I'oxyde de propyléne. Les sections
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semi fines de 2um obtenu avec un ultra-microtome (Leica Ultracut UCT) et les ultrafines de
70nm, coupées elles par la plateforme, ont été contrastées a I'acétate d’uranyle et observées
par 'expérimentateur en aveugle a I'aide d’'un microscope électronique Morgagni 268D de 70

kv. Les images ont été acquises par la caméra Méga View Il (Soft Imaging System).

V. 3. Reconstruction de I'arbre dendritique

3. a. Coloration de Golgi

Quatre souris WT et quatre souris TgBIN1 agées de 3 mois ont été sacrifiées par dislocation
cervicale et leurs cerveaux ont rapidement été transférés dans une solution de Golgi-Cox (5%
de chromate de potassium, 5% de dichromate de potassium et 5% de chlorure de mercure)
préalablement filtrée. Les cerveaux ont été stockés a I'obscurité et la solution de Golgi-Cox a
été renouvelée apres deux jours et les cerveaux ont été laissés pendant au minimum deux
semaines dans cette nouvelle solution. Les cerveaux ont par la suite été déshydratés au
sucrose 30%, PBS 1X pendant au minimum deux jours. lls ont ensuite été découpés au
vibratome avec une épaisseur de 250 um et les sections de I'hippocampe dorsal ont été
récupérées. L'étape de révélation de chacune des tranches s’est déroulée de la maniere

suivante :

Eau distillé (1 minute)

- Hydroxyde d’ammonium (30 minutes a I'obscurité)

- Eau distillé (1 minute)

- Solution de révélation photographique Kodak Fix (30 minutes a I'obscurité)

- Eau distillé (1 minute)

- Alcool 50% 1 minute

- Alcool 70% 1 minute

- Alcool 95% 1 minute

- Trois bains d’alcool 100% de cing minutes chacun

- Solution CXA (1/3 de Chloroforme, 1/3 de Xyléne et 1/3 d’alcool 100%) (30 minutes a

I'obscurité)
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3. b. Analyse de Sholl

Les lames ont ensuite été montées avec une solution de Pertex et imagées a I'aide d’un
microscope confocal Leica SP5 pour une acquisition des cellules granulaires du gyrus denté.
Des piles d’images ont été générées en utilisant le mode de réflexion (70% de lumiere captée
venant de la réflexion des neurones marqués) et une longueur d’onde de 488 nm. Ces images
ont permis grace a ‘I'outil « simple neurite tracer » de Fiji d’effectuer des reconstructions
semi-automatique en trois dimensions des arbres dendritiques. Les neurones sélectionnés
devaient présenter un arbre dendritique intégral (pas de perte de signal en profondeur ou
coupé au niveau de la surface). Ces arbres reconstruis ont été analysés grace au plugin simple
neurite tracer permettant une analyse de Sholl en trois dimensions. Brievement, des spheres
virtuelles concentriques (centre du soma) avec un rayon croissant sont générées et le nombre
de dendrites pouvant intercepter chaque sphére est comptabilisé. Nous pouvons également

connaitre le rayon maximal de ces spheéres avant la fin de I'arbre dendritique.

V. 4. Etudes interactions In vitro

4. a. Culture de neurones primaires hippocampiques

Apreés dislocation cervicale de la femelles porteuse, 'abdomen de la femelle a été ouvert afin
d’en extraire les sacs embryonnaires au stade E18.5. Les embryons ont été placés dans une
boite de Pétri sur glace contenant un milieu stérile d’hibernate-A (Thermo Fisher Scientific)
puis ont été disséquées séparément dans le méme milieu sous loupe binoculaire afin de
prélever les queues pour génotypage et d’en extraire I’hippocampe qui fut lui aussi placé dans
le milieu d’hibernate-A. Les hippocampes ont ensuite été placés dans un milieu de dissociation
enzymatique (Hibernate-A, Trypsine et DNase) pour étre incuber a 37°C avec inversement
réguliers. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 5 min a 16 000g, le surnageant a été
remplacé par un milieu de dissociation mécanique (Hibernate-A, DNase) pour étre dissocié a
I’aide d’'une P 1000 en réalisant 30 aller-retour. La solution obtenue a ensuite été filtrée sur
stericup (20um) puis centrifugée a 1500g pendant 10 min. Le surnageant a ensuite été
remplacé par du milieu neurobasal (Neurobasal medium, L-Glutamine, B27, Pénicilline,
Streptomycine). Entre 50 000 et 70 000 cellules ont été déposés par puit dans une plaque 24
puits contenant une lamelle en verre préalablement « coaté » avec de la L-poly-lysine. Les

cellules ont été laissées en phase de croissance avec changement de milieu si nécessaire
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pendant 4 jours (DIV4) dans un incubateur maintenu a 37°C et 5% de dioxyde de carbone.
Apres la phase de croissance les cellules ont été lavées de leur milieux de culture au PBS 1X
puis fixé avec du PFA 4%, PBS 1X pendant 15 minutes sous hotte. Trois ringcage successifs au
PBS 1X sous hotte ont été réalisés avant d’étre maintenu dans de I’éthanol a 70% pendant au

maximum 2 semaines.

4. b. Proximity Ligation Assay

Les neurones préalablement mis en culture ont été incubés avec un milieu de saturation
composé de PBS 1X, Triton 0,1%, sérum de cheval 10% et BSA 5% pendant 30 min a
température ambiante. L’anticorps primaire (Tableau S 2) utilisé a été incubé 1 heure a
température ambiante puis lavé par trois ringages de cing minutes de PBS 1X, Triton 0,1%. Les
sondes PLA ont ensuite été ajoutées dans le milieu de saturation pendant 1 heure a 37°C.
Aprés des lavages comme précédemment décris, la ligase et son tampon ont été incubés
pendant 30 min a 37°C. De la méme maniere, aprés lavage, 'enzyme polymérase permettant
I'amplification et son tampon permettant la fixation des fuorophores (fluorescent dans le
rouge) ont été ajoutés pendant 100 min a 37°C. S’en est suivit une immunocytochimie
classique permettant la visualisation de la tubuline a I'aide d’un anticorps secondaire
fluorescent dans le vert et d’une incubation au Hoechst au 1/1000™e. Enfin le tout fut monté
dans une solution Duo-link In situ Mounting avec une lamelle de verre scellée au vernis. Les
images ont par la suite été acquises a l'aide d’'un microscope confocal Leica SP5. Ces
expériences de PLA ont été reproduites sur trois animaux WT et trois animaux Bin17/" tous issus

de trois portés différentes.

4. c. Transfection cellulaire
c. i. Amplification des plasmides pour transfection cellulaire

Afin d’amplifier les plasmides utilisés pour les transfections de cellules COS-1, des bactéries
compétentes a la transformation DH5a étaient décongelées sur glace pendant 15 minutes
avant qu’un microgramme du plasmide d’intérét soit ajouté en condition stérile (utilisation
d’'un bac benzéne). L'ensemble était laissé sur glace pendant 15 min avec quelques
tapotements du tube pour homogénéisation. Puis, les tubes furent soumis a un choc
thermique a 42°C pendant 45 secondes suivit de 5 min sur glace, le tout sans agitation. 120 pl

de milieu LB furent ajoutés avant incubation sous agitation a 37°C. Aprés une heure, 30ul ou
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90ul de solution étaient déposés sur des boites de Pétrie présentant un antibiotique relatif au
plasmide a amplifier et celles-ci furent placées en incubation a 37°C durant la nuit. Le
lendemain, une colonie isolée était déposée dans un tube contenant 2ml de LB et
I'antibiotique d’intérét pour étre laissé sous agitation a 37°C pendant la journée. Le soir
I'ensemble était versé dans un Erlenmeyer de 500 ml, contenant 200 ml de LB et 2ul
d’antibiotique avant d’étre incubé sous agitation a 37°C. Enfin le lendemain une purification
des plasmides était réalisée a I'aide du kit midi-prep kit DNA/RNA Nucleospin Pasmid (Thermo

Fisher Scientific).

c. ii. Culture de COS et transfection cellulaire

Les cellules COS-1 ont été commandées aupres du service culture de I'lGBMC. Celles-ci étaient
stockées dans des flasques de culture 75 cm? pour croissance avant d’étre mise en culture
dans des boites 6 puits. Pour ce faire, la flasque était rincée au PBS stérile avant d’étre incubé
5 min a 37°C en présence de trypsine diluée. L'ensemble était récupéré dans un Falcon 15 ml
et centrifugé 3 min a 250g, aprés remplacement du surnageant par le milieu de culture
(DMEM, Glucose 1g/l, 5% FCS 202, Gentamycine). Aprés homogénéisation, I’ensemble était
déposé dans des boites 6 puits présentant une lamelle en verre. Aprés 24 heures d’incubation
(37°C, 5% CO2) les cultures étaient transfectées a la lipofectamine 3000. Avant incubation de
la solution de transfection pour une durée de 24h, un mix était de deux solution A (5ul P3000
reagent, 5ul ADN [500 ng/ul], 115 pul optiMEM) et B (4 ul Lipo 3000, 121 pl optiMEM) était
préparé et incubé 15 minutes a température ambiante. 24 heures aprées transfection, les
cellules furent fixées de la méme maniére que décrite pour les cultures de neurones

hippocampiques.

4.d. Culture de MEF

Apres dislocation cervicale de la femelles porteuse a E18,5, 'abdomen de la femelle a été
ouvert afin d’en extraire les sacs embryonnaires. Ceux-ci ont été placés dans une boite de Pétri
sur glace contenant du PBS 1X stérile. Aprés décapitation de I'embryon et récupération d’'une
partie de la téte pour génotypage, les organes internes étaient vidés pour ne garder
essentiellement que la peau de I'animal. Cette « peau» était ensuite dissociée
mécaniquement a 'aide d’une seringue avant d’étre placée dans un milieu contenant du

DMEM, Glutamax-I, Pénicilline et Streptomycine et déposée dans une flasque de culture.
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Lorsque les cellules arrivaient a 80% de confluence, les flasques étaient lavées au PBS 1X avant
d’étre incubées a 37°C en présence de Trypsine 0,25% EDTA Free pendant 4 minutes.
L'ensemble était alors centrifugé 5 min a 670g, le surnagent était remplacé par du nouveau
milieu de culture et cette solution a été ensemencé dans des boites de culture 6 puits avec
lamelles en verre jusqu’a confluence de 60-70%. Le protocole de fixation est le méme que
celui précédemment décrit (CCulture de neurones primaires hippocampiques) et des

immunocytochimies classiques étaient alors réalisée.

V. 5. Extraction des ARNm et transcription inverse

L’extraction des ARNm a été réalisée a partir d’'un hippocampe de femelle Bin1”/-;TgBIN1 et
réalisée a I'aide du kit d’extraction « kit acid nucleic QUIAGEN ». Aprés lecture de DO des
acides nucléiques obtenus, une réaction de transcription inverse a été opérée. Un mix sur
glace contenant 1ug d’ARNm a été mélangé et incubé 10 min a 25°C puis 30 min a 50°C puis 5
min a 85°C avant d’étre remis sur glace pour enfin étre incubé 20 min a 37°C en présence
d’E.Coli RNase H. Une réaction de PCR comprenant des amorces ciblant les exons 1 et 20 de

BIN1 humain Tableau S 3 a été réalisée et son produit utilisé par la suite pour un clonage.

V. 6. Clonage et séguencage

Les produits de PCR préalablement obtenus ont été utilisés pour étre clonés et séquencés. La
ligation a été effectuée dans un vecteur pGEM avec ligase T4. Aprés 1h d’incubation une
transformation a l'aide bactérie compétente DH5a a été réalisée comme décrite
précédemment (Amplification des plasmides pour transfection cellulaire). Les boites de Pétri
LB/Ampicilline résistantes ont préalablement été traitées au X-Gal et a 'isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside avant étalement des bactéries. Aprés une incubation a 37°C sur la nuit,
seules les colonies blanches ont été sélectionnées pour étre déposées sur une nouvelle boite
de Pétri traité de la méme maniére que précédemment. Le lendemain, une réaction de PCR a
été effectuée afin d’amplifier BIN1 humain en utilisant des amorces exon 1 et exon 20 Tableau

S 3 pour ensuite étre envoyé a séquencer par I'entreprise GATC.
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VI. Production et validation d’anticorps anti BIN1

Des anticorps polyclonaux issus de lapins ont été réalisés afin de cibler soit 'exon 7 ou 16 des
domaines CLAP de BIN1 spécifiques des isoformes cérébrales. Pour ce faire, la plateforme

« synthése de peptide » dirigée par Pascal EBERLING a synthétisé les peptides suivants :

1- C-K-L-Q-A-H-L-V-A-Q-T-N-L-L-R-N-Q, position 190 a 205, exon 7 (isoforme cérébrales),
domaine BAR.

2- W-P-S-Q-T-A-E-P-C, position 461 a 468, exon 16 (isoformes cérébrales), domaine CLAP

Les peptides ont ensuite été couplés a la Keyhole limpet hemocyanin avant d’étre injectés
dans deux lapins pour chaque peptide soit un total de quatre lapins utilisés. Aprés un mois,
une nouvelle injection est réalisée et le sang est récupéré deux semaines apreés. Les anticorps
sont extraits a partir du sérum et purifiés sur colonne (Pierce). Brievement, de la résine
sulfolink a été ajoutée a la colonne puis 15 ml de sérum de lapin ont été incubés dans cette
méme colonne. Aprés 45 min en agitation par inversement, la colonne fut drainée par un
tampon acide (50 tris-HCI, 5 mM EDTA) ajusté a un pH de 8,5. Différentes fractions d’élution

ont été récupérées et dialysées sur la nuit avec une membrane a dialyse et un tampon PBS 1X.

VII. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism 7. Lorsque
les data appartenant aux différents groupes testés respectaient une loi normale (effectué a
I'aide du test de Shapiro-Wilk) et présentaient des variances homogenes (effectué a I'aide du
test de Bartlett) alors des tests paramétriques étaient utilisés. Ceux-ci comprenaient le test
t de Student, 'ANOVA a un facteur suivie d’'une analyse post-hoc de Bonferroni ou a deux
facteurs suivie d’'une analyse post-hoc de Tukey ou le « one-sample t-test ». Lorsque les data
ne respectaient pas l'une des deux conditions préalablement citées, des tests non
paramétriques étaient utilisées. Ceux-ci comprenaient le test de Mann-Whitney et le test de

Kruskal-Wallis suivit d’'une analyse post-hoc de de comparaison multiple avec le test de Dunn.
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Résultats

Les résultats obtenus tout au long du doctorat ont été dispersés dans plusieurs articles

ou . Tous les
deux sont disponibles en Annexe. De plus, a été également déposé sur BioArvx.
Dans un souci de clarté, I'ensemble de mes données ainsi que celles des équipes d’accueil sont
décrites dans la partie résultat. De plus, les figures et tableaux supplémentaires appelés Figure
S et Tableau S respectivement, sont accessibles en Annexe, partie I. Figures supplémentaires,
p. 175 et ll. Tableaux supplémentaires, p. 181. La discussion permettra quant a elle d’exposer
de maniere intégrée I'ensemble des constations effectuées et de proposer de nouvelles

stratégies de recherche pour le futur.

|. Etude du modele de surexpression du gene humain BIN1

Afin de déterminer les effets in vivo chez la souris d’une surexpression du géne BINI1, un
modele de surexpression de ce gene humain chez la souris a été créé. Ce modele TgBIN1 a été
validé par des méthodes en partie décrites dans ce manuscrit et a fait I'objet d’études

comportementales, histologiques, cellulaires et moléculaires.

[. 1. Validation génétique et moléculaire du modéle

1. a. Séquencage

Dans un premier temps, nous avons réalisé le séquencage de tous les exons du clone utilisé
pour le modele murin TgBIN1. Ceci nous a permis de valider la présence de l'intégralité des

exons (Figure S 1) sans apparition de mutation ponctuelle.

Dans un second temps, nous avons investigué la présence de polymorphismes dans la région
promotrice du gene humain utilisé. Les séquencages n’ont révélé aucun polymorphisme
corrélé a la surexpression de BIN1 (rs59335482), a la progression de la maladie d’Alzheimer et
au déclin cognitif (rs744373) ou a l'amincissement du cortex entorhinal et temporal

(rs7561528 ; Figure S 2)
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1. b. Choix de la lignée utilisée

Afin d’induire une surexpression du gene BIN1 humain chez la souris, un transfert de matériel
génétique grace a la technologie de recombinaison par chromosome bactérien artificiel a été
mise en place par I'iCS. L’intégration du matériel génétique s’est faite dans un bras
chromosomique non identifié. Cette procédure expérimentale a été réalisée avant I'entrée en

doctorat sous la supervision du Dr. Marie-Christine Birling.

Parmi I'ensemble des différentes lignées de souris générées (Figure 13A), notre choix s’est
porté sur la lignée U154.16.16 présentant la plus forte expression d’ARNm quantifiée par PCR
guantitative. En effet I’expression relative des ARNm montre une expression du gene humain
2,5 fois plus importante que celle du géne murin au niveau du foie. De la méme maniére, le
géne humain a été surexprimé pres de 2,5 et 3 fois dans le cerveau et le quadriceps
respectivement. L'ensemble de ces quantifications a été réalisé par le service de validation

des modeles de I'iCS.
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Figure 13 : Récapitulatif de la lignée de souris dans laquelle une insertion du géne BIN1 humain a été réalisée.
Cette lignée présente une surexpression en ARNm (quantifiée par qPCR) du géne BNI1 humain par rapport a
I’expression endogéne du géne murin dans le foie, le quadriceps et le cerveau (A). L’expression en ARNm du géne
BINI humain aprées épissage dans les tissus murins révele une expression de l'isoforme musculaire (violet)
uniquement dans le muscle et une expression de I'isoforme neuronale (jaune) uniguement dans le cerveau (B).
Les amorces ayant permis I'amplification en gPCR sont représentées par des fleches bleues dans la
représentation des protéines produites. Le niveau d’expression de BIN1 a été révélé aprés migration sur gel
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d’extraits d’hippocampe de souris WT et TgBIN1 agées de 3 mois (C). La densité optique mesurée a été
normalisée et moyennée + SEM avec le niveau de la GAPDH. L’analyse statistique s’est faite avec un t-test de test
Mann-Whitney (D). ** p-valeur < 0,01. Ces données sont présentées dans I'article de

1. c. Validation de I'expression

Le service de validation I'iCS a également permis de mettre en évidence par PCR quantitative
I’expression du gene humain BINI de maniere tissu spécifique. Ainsi, I'isoforme musculaire
présentant une inclusion de I'exon 11 n’a été retrouvée que dans le quadriceps alors que la
présence du domaine CLAP spécifique des isoforme cérébrales a quant a elle été retrouvée

uniqguement dans le cerveau (Figure 13B).

De plus, le Dr. Damien Maréchal a confirmé la surexpression protéique de l'isoforme
neuronale de BIN1 en réalisant des expériences de WB a partir d’extraits d’hippocampe de
souris, agées de 3 mois (Figure 13C-D). Il est intéressant de noter que sur le duo de bandes
d’environ 100 kDa, correspondant au profil BIN1-H, pour dont une seule est surexprimée.
Nous ne connaissons pas, a ce jour, l'identité des différents profils protéiques observés. Ces
mémes WB indiquaient I'absence d’une modification d’expression au niveau du profil

ubiquitaire BIN1-L (données non présentées).

I. 2. Validation physiologigue et comportementale du modéle

2. a. Sauvetage du modéle Bin1 7

Un modeéle murin de délétion constitutive du gene Binl a été utilisé afin
de déterminer si la surexpression du gene BIN1 humain pouvait combler la perte de fonction
du géne murin. Des croisements, sur fond mixte C57BL6/J et 129PAS, de souris Bin1*/ et
Bin1*/;TgBIN1 ont permis la génération d’animaux sauvage (WT) et Bin”/;TgBIN1. Ce
croisement a permis de mettre en évidence que ce modele de délétion homozygote de Binl
entrainait une létalité périnatale que cela soit sur fond pur C57BL6/J ou
sur fond mixte car aucun animal Binl”/ n’a été identifié aprés génotypage. Il apparait
également que la surexpression du gene BIN1I humain est en mesure de restaurer la perte de
fonction du géne murin et de prévenir la Iétalité périnatale. Ainsi, une cohorte de dix animaux
WT et de dix animaux Bin17/-;TgBIN1 a été générée (cing males et cing femelles dans chaque

groupe).
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Cette cohorte a été étudiée sur un plan comportemental avant d’étre sacrifiée a I'age de 4
mois pour différentes expériences in vivo et post-mortem. L’analyse de I'ensemble des

résultats comportementaux a été réalisée sans distinction de sexe.

a. i. Test du champ ouvert

Le test du champ ouvert a été réalisé a I'age de 3 mois sur I'ensemble des animaux WT et
Bin17-;TgBIN1. Ce test a révélé une activité locomotrice des animaux Bin17/-;TgBIN1 similaire a
celle des animaux WT (Figure 14). Ce test de champ ouvert a également permis d’habituer les
animaux a ce nouvel environnement. En effet, cette méme aréne a été réutilisée pour réaliser

un test de mémoire a court terme par reconnaissance d’objet.

5 20000+
o Figure 14 : Distance parcourue (en cm) par les
g 15000+ o . souris Bin1”/-;TgBIN1 agées de 3 mois durant
3 oo . trente minutes. Les moyennes des distances
© 10000+ ciij,ngt‘- —&h des animaux WT et Binl1#TgBIN1 sont
Q i ° représentées + SEM. Les données ont été
§ 000 analysées avec le test t de Student car elles
© suivent une loi normale selon le test Shapiro-
2 0 ' R Wilk. Seuil a=0,05
WT Bin1"; TgBIN1

o 100- N . Figure 15 : Index de reconnaissance aprés une

=X heure de rétention chez les souris Binl’

g 80 O'- R ®e ;TgBIN1 agées de 3 mois. Les moyennes des
% g 50, T %. ;nEd“ijdel.reconnalss:nce 59nt repres:entees +
% % | 2 SEM. a ligne rouge discontinue repre?et\te un
'g ‘w  40- ) index de 50% pour lequel aucune préférence
= £ © ne peut étre visualisée. Les données qui

8 201 suivent une loi normale selon le test Shapiro-

2 0 : Wilk ont été analysées avec le «one-simple t-

WT B:‘n?"'; TgBIN1 test» avec une valeur théorique de 50%. * p-
valeur < 0,05.

a. ii. Test de reconnaissance d’objet

Le test de reconnaissance d’objet avec une heure de rétention permet de rendre compte de
la capacité des animaux a effectuer un rappel sur le court terme. Ce test, réalisé 24 heures
apres le test du champ ouvert, met en évidence une capacité similaire des animaux WT

etBin17;TgBIN1 a discriminer le nouvel objet de I'objet familier (Figure 15). En effet lors de la
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phase de rappel, les deux groupes expérimentaux sont en mesure de passer un temps
supérieur au hasard sur le nouvel objet, mettant ainsi en évidence un processus de

mémorisation de I'objet familier.

a. iii. Test du conditionnement a la peur

Le dernier test comportemental effectué avant le sacrifice a été le test du conditionnement a
la peur ou test de conditionnement Pavlovien. Durant la phase d’habituation a la boite de
conditionnement, d’'une durée de 4 minutes, nous observons que l'inactivité des animaux WT
et Bin17/-;TgBIN1 oscille entre 7 et 12 %. Aprés administration du choc électrique concomitant
a la présentation d’un son et de la lumiére latérale, I'inactivité de I'ensemble des animaux
passe alors de 12 a 30 % environ (Figure 16A). Ce résultat nous indique que les animaux sont
bien sensibles au stress induit par le choc électrique et nous permet de passer le lendemain

aux phases de rappels contextuels et indicés.

Dans un premier temps, la phase de rappel contextuel consiste a exposer les souris au méme
environnement appréhendé durant le conditionnement mais sans les indices sonores et
lumineux. La courbe représente a la fois I’habituation de la veille sur les quatre premiéres
minutes (J1 t0-t4) et le rappel sur les six minutes suivantes (J2 t0-t6). Nous observons que les
animaux présentent une augmentation significative de leur inactivité, oscillant entre 30 et
42%, durant toute la durée du test de rappel en comparaison a l'inactivité basale de la veille

oscillant entre 7 et 12% (Figure 16B).

Dans un second temps, la phase de rappel indicé consiste a placer les souris dans un
environnement modifié et donc nouveau. Aprés deux minutes d’habituation, les animaux sont
exposés pendant deux minutes aux indices sonores et lumineux présentés la veille durant le
choc électrique. Au bout de ces deux minutes, un nouveau cycle est reproduit. Nous observons
de maniére significative que tous les animaux présentent une inactivité locomotrice plus
importante lors des présentations des stimuli visuels et auditifs, et ce, durant les deux cycles
et indépendamment du génotype considéré (Figure 16C). Ces résultats indiquent une capacité

préservée du rappel contextuel et indicé.
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Figure 16 : Pourcentage d’inactivité des souris Bin1”/-;TgBIN1 agées de 3 mois aprés un test de conditionnement
ala peur. (A) Une phase d’habituation a été réalisée le premier jour durant les quatre premiéres minutes (J1 tO-
t2 et J1 t2-t4). Cette phase d’habituation a été suivie d’'un choc électrique concomitant a la présence d’une
lumiére latérale et d’un son (J1 t4-t6). (B) Le deuxiéme jour, les animaux ont été replacés dans le méme contexte.
Les données représentent d’une part les valeurs d’inactivité obtenues durant la phase d’habituation effectuée la
veille (J1 t0-t2 et J1 t2-t4) et d’autre part l'inactivité des animaux lors du test de rappel contextuel (J2 t0-t2, J2
t2-t4 et J2 t4-t6). (C) Les animaux ont ensuite été placés le méme jour dans un nouvel environnement pour un
test de rappel indicé. Lors de ce test, les animaux ont été exposés soit au nouveau contexte seul (J2 t0-t2 et J2
t4-t6) soit au nouveau contexte avec émission du son et la lumiére présents lors du conditionnement (J2 t2-t4 et
J2 t6-t8). Les données sont représentées avec la moyenne + SEM. L’analyse statistique a été effectuée par ANOVA
a mesures répétées, suivie d’un test post hoc de comparaisons multiples de Tukey afin de déterminer au sein de
chaque génotype les différences pouvant exister entre les différentes phases. * et # p-valeur < 0,05; ## p-valeur
<0,01; *** et ### p-valeur < 0,001

a. iv. Test de la force musculaire

A la fin de I'étude comportementale, les animaux ont été sacrifiés a I’age de 4 mois, afin de
réaliser dans un premier temps une étude de la force musculaire in vivo par transducteur de
force (AURORA) au niveau du muscle tibial antérieur. Ce test, réalisé par la Dr. Belinda Cowling,
ne montre pas de différence dans la force absolue de contraction musculaire (Figure 17A-B), ni
dans la fatigue musculaire (Figure 17C-D) entre les animaux WT et Bin17/-;TgBIN1 que ce soit

chez les méles ou les femelles.
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Figure 17 : Force et fatigue musculaire des souris Bin1”/-;TgBIN1 agées de 4 mois. Le test de transduction de
force permet de visualiser la force musculaire du muscle tibial antérieur relativement a sa masse chez les males
(A) et les femelles (B). Il permet également de déterminer le temps de fatigue musculaire équivalent a une perte
de 50% de la force absolue aprés stimulation tétanique chez les males (C) et les femelles (D). Les données
représentées avec la moyennet SEM, ont été analysées avec le test non paramétrique de Mann-Whitney

2. b. Etude histologique

Différents organes exprimant BIN1 ont été prélevés chez les males et les femelles. Leurs
analyses histologiques ont été réalisées par la plateforme d’histologie de I'iCS (Dr. Hugues
Jacob et Dr. Olivia Wendling). Ces analyses effectuées sur le foie, les testicules, la trachée, le
coeur et les poumons n’ont pas révélées d’effets au niveau relatifs a la surexpression de BIN1

en condition de perte homozygote du géne murin (données qualitatives non présentées).

b. i. Microscopie électronique des nerfs sciatiques

Les nerfs sciatiques de deux males WT et deux males Bin17/-;TgBIN1 ont été prélevés dans la
patte controlatérale a celle utilisée pour le test de force musculaire et ont été étudiés en
microscopie électronique. Les coupes des nerfs, sans distinction du type de faisceau (sensoriel
ou moteur) a mis en évidence des défauts structurels majeurs liés a la combinaison de la

surexpression de BIN1 et de la délétion de ce méme gene murin.
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Nous avons noté une dilatation importante du réticulum endoplasmique rugueux des cellules
de Schwann permettant la myélinisation des nerfs périphériques. En effet nous avons observé
une vacuolisation importante de cette organelle recouverte a sa périphérie de ribosomes

(Figure 18A-B).

Figure 18 : Microscopie électronique des nerfs sciatiques de souris Bin1”/";TgBIN1 agées de 4 mois. Des défauts
structurels majeurs (étoiles jaunes) apparaissent chez les souris Bin1”/;TgBIN1dans la structure du réticulum
endoplasmique (A, B) ainsi que dans la structure de la membrane plasmique avec inclusions intracellulaires (C)
et dans la structure de la myéline (D).

Nous avons également observé des anomalies concernant l'ultrastructure des gaines de
myélines. En effet chez les animaux Bin17/-;TgBIN1, nous visualisons aisément des replis de |a
membrane plasmique avec des inclusions de matériels non identifiés (Figure 18C) ainsi que des

décollements de la gaine de myéline (Figure 18D).
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2. c. Epissage alternatif de BIN1

Des ARNm issus de I’hippocampe d’une souris Bin17/;TgBIN1 agée de 4 mois ont été clonés.
Ce clonage a mis en évidence la production de I'isoforme cérébrale BIN1-isol (Figure S 3A),
I'isoforme ubiquitaire BIN1-iso9 (Figure S 3B) mais également différentes isoformes non
décrites dans la littérature (Figure S 3C). La faible quantité de clones obtenus ne nous permet
pas pour I’heure de déterminer plus précisément la proportion de ces différentes isoformes.
La production d’isoformes, non-décrites dans la littérature, dans le tissu musculaire de ces
souris TgBIN1 ont également été retrouvées par un autre expérimentateur du laboratoire et

par clonage (données non présentées).

Au niveau protéique, nous avons analysé des extraits de cerveau entier. Nous avons constaté
qgue les animaux TgBIN1 montrent des profils d’expression de BIN1 a de faibles poids
moléculaires en dessous de BIN1-L (Figure 19A-B). Les anticorps polyclonaux utilisés en WB
(n°3421 et 3423) ciblent le domaine C-terminal de BIN1. Cependant, nous n’avons pas observé
avec ces anticorps des isoformes neuronales présentant une taille relative de 100 kDa. Il nous
est apparu important que les anticorps choisis pour les expériences a venir soient capable de

détecter cette isoforme.

3621 3623
A B c 3497
1|23 1|23

kDa
~250~
~130-
~100=] e
~70 | -
~55—|
~35-|
~25-|
~15-| g
~10-| .

Figure 19 : Spécificité des anticorps a-BIN1. Les anticorps 3621 (A) et 3623 (B) ciblent la partie c-terminale de
BIN1. Des extraits de cerveaux entiers WT (1), Binl17- (2) et TgBIN1 (3) ont été utilisés.
L'anticorps 3497-BAR-BIN1 (C) cible le CLAP domaine spécifique des isoformes cérébrales. Des extraits de cellules
COS transfectées avec BIN-iso9 (1) ou avec BIN1-isol (2), des extraits de cerveaux néonataux de souris WT (3) ou
Bin17- (4), des extraits d’hippocampe de souris Bin17;TgBIN1de 4 mois (5) et des extraits de muscles de souris
TgBIN1 adultes (6) ont été utilisés.
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c. i. Développement d’un anticorps spécifique de I'isoforme neuronale

Nous avons donc développé'des anticorps polyclonaux de lapin permettant la reconnaissance
du domaine CLAP et BAR (exon 7) spécifiques des isoformes neuronales (séquence peptidique
localisée dans I’exon 16). Parmi les deux peptides immunogéniques produits et les sérums
obtenus a partir de quatre lapins, nous présenterons uniquement les résultats relatifs aux
I'anticorps 3497-BIN1-BAR et a-CLAP-BIN1. Ces anticorps ont été testés en WB, en
immunofluorescence et en Co-IP. Dans nos conditions expérimentales, seule I'utilisation en
WB est validée. Les résultats obtenus en Co-IP et en immunofluorescence ne seront pas

présentés dans ce manuscrit.

c. ii. Western Blot 3497-BAR-BIN1

L'anticorps 3497-BIN1-BAR met en évidence BIN1-H a une taille relative de 100 kDa dans les
cellules transfectées et dans les extraits d’hippocampe de souris Bin17-;TgBIN1 (Figure 19C)
Nous avons, comme précédemment, observé avec cet anticorps 3497-BIN1-BAR des profils a
de faibles poids moléculaires dans des extraits de cerveaux. Cependant, ces profils n’ont pas
été retrouvés dans les cellules transfectées et dans les extraits de tissu musculaire d’animaux
TgBIN1, indiquant la présence du domaine CLAP de ces isoformes au niveau du tissu cérébral.
Sans le concours d’une étude de I'expression en ARNm de BIN1, nous ne pouvons pas définir
si ces profils a de faibles poids moléculaires sont la résultante d’isoformes inconnues ou d’une

dégradation protéique de BIN1.

c. iii. Western Blot a-CLAP-BIN1 (3496)

L'anticorps a-CLAP-BIN1 met en évidence BIN-H a une taille relative de 100 kDa dans les
cellules COS transfectées avec I'isoforme neuronale de BIN1 et dans les extraits d’hippocampe
de souris Bin17;TgBIN1. Comme attendu, nous avons observé une absence d’identification de
BIN1 lorsque I'exon 16 n’est pas exprimé dans les cellules transfectées avec BIN1-iso9 ainsi
que dans I'extrait musculaire (Figure 20A). L’absence de signal a la fois dans la condition
Bin17-et la condition WT & PO nous a mener a penser que ce domaine présente un épissage
alternatif durant le développement cérébral au stade embryonnaire. Pour lever le doute, un
deuxiéeme WB a été conduit en utilisant les mémes extraits de cerveaux néonataux (WT et

Bin17") et des extraits de cerveaux d’animaux plus agés (Figure 20B). Nous avons observé,

1 Avec le concours des plateformes de production de peptides et d’anticorps de I'lGBMC

-87 -



ETUDE DU MODELE DE SUREXPRESSION DU GENE HUMAIN BIN1

gu’effectivement qu’une partie du domaine CLAP, a minima contenant |'épitope ciblé,
présente un épissage alternatif durant le développement embryonnaire chez les animaux WT.
Le domaine CLAP a ainsi été visualisé a I'dge adulte quel que soit le génotype considéré (WT,

TgBIN1, ouBin17-;TgBINI).

A 123456

Figure 20 : Validation de I'anticorps a-CLAP-BIN1. Un premier WB (A) a été réalisé en utilisant des extraits de
cellules COS transfectées avec BIN-iso9 (1), ou avec BIN-isol (2), des extraits de cerveaux néonataux de souris
WT (3), ou Bin17 (4), des extraits d’hippocampe de souris adultes (4 mois) de souris Bin17-;TgBIN1 (5) et des
extraits de muscles de souris TgBIN1 adultes (6). Un second WB (B) a été réalisé avec des extraits de cerveaux
néonataux de souris WT (1), des extraits de cerveaux néonataux de souris Bin17-(2), des extraits d’hippocampe
de souris adultes WT de 4 mois (3), d’extraits d’hippocampe de souris WT de 15 mois (4), d’extraits d’hippocampe
de souris Bin17/-; TgBIN1 agées de 4 mois (5) et des extraits de quadriceps de souris TgBIN1 agées de 15 mois (6).

. 3. Etude comportementale du modéle TgBIN1

Différentes cohortes de souris WT et TgBIN1 ont été réalisées afin de caractériser de maniére
longitudinale les effets de la surexpression de ce gene sur les capacités mnésiques de ces

souris.

3. a. Phénotypes de reconnaissance d’objet

Un phénotype de déficit de mémoire a court terme lié a une incapacité de reconnaissance
d’objet a été observé par le Dr. Maréchal dés I’age de 6 mois chez les animaux TgBIN1. En
effet, si ces animaux, a l'instar des WT, sont en mesure de discriminer les objets familier et
nouveau a I’'age de 3 mois (Figure 21A), ils ne sont plus en mesure d’effectuer ce rappel a I'age

de 6 mois (Figure 21B).
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Figure 21 : Index de reconnaissance aprés une heure de rétention chez les souris TgBIN1 agées de 3 (A) et 6
mois (B). La ligne rouge discontinue représente un index de 50% pour lequel aucune préférence ne peut étre
visualisée. Les données, représentées avec la moyenne + SEM, ont été analysées avec le «one-simple t-test» car
elles suivent une loi normale selon le test de Shapiro-Wlik. * p-valeur < 0,05; ** p-valeur < 0,01
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Figure 22 : Impact de la surexpression de BIN1 sur la mémoire spatiale chez les souris males TgBIN1 a I'dge de
15 mois. Courbe d’apprentissage de la distance (A) et du temps (B) nécessaire pour localiser la plateforme cachée
au Sud-ouest (SO). Un test de rappel, durant lequel la plateforme est retirée, a été effectué 24 heures apres la
derniere session d’apprentissage chez les males (C). La ligne rouge discontinue représente un pourcentage de
25% pour lequel aucune préférence ne peut étre visualisée. Les données moyennées + SEM suivent une loi
normal selon le test de Shapiro-Wilk. Une ANOVA a mesures répétées suivie d’un test post hoc de comparaison
multiples de Tukey a été effectuée pour I'apprentissage. Seule la différence entre le premier et le dernier jour

d’apprentissage a été reportée. *** et ### p < 0,05. Le rappel a été analysé avec le «one-simple t-test». * p <
0,05
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3. b. Phénotype de mémoire a long terme en piscine de Morris

Afin de déterminer si un défaut de mémoire a long terme est présent chez ces animaux, un
test de mémoire spatiale a été conduit en piscine de Morris. Des animaux non-naifs agés de
15 mois WT et TgBIN1 ont été utilisés. La phase d’apprentissage permet de s’assurer que
I’ensemble des animaux présentent une diminution significative de la distance (Figure 22A) et
du temps (Figure 22B) nécessaire pour localiser la plateforme cachée au Sud-Ouest signifiant

un apprentissage correct de ces souris. Aucun effet gene n’a été observé.

Lors du test de rappel effectué 24 heures apres la derniere session d’apprentissage, aucune
différence dans le pourcentage de temps passé dans le quadrant cible, ou la plateforme était

préalablement située, n’a été observée entre les deux génotypes (Figure 22C).

. 4. Etude histologique du modéle TgBIN1

4. a. Arborisation dendritique des cellules granulaires du gyrus denté

Des expériences de pattern separation réalisées par le Dr. Maréchal ont mis en évidence un
défaut des animaux TgBINl1a effectuer cette tache deés I'dge de 9 mois
Cette capacité est majoritairement supportée par le GD. De plus, des
enregistrements d’électrophysiologie extracellulaire ont été réalisés par I'équipe du Pr.
Simonneau. La voie perforante (CE = GD) de souris dgées de 3 mois a été stimulée et
I’enregistrement s’est effectué au niveau des cellules granulaires du GD. Un défaut de
potentialisation a long terme a été mis en évidence chez les animaux TgBIN1
. Nous nous sommes alors intéressés a déterminer si des défauts structurels de
ces cellules granulaires pouvaient rendre compte en partie de ces défauts comportementaux

et électrophysiologiques.

Un marqguage aléatoire des cellules granulaires du GD par coloration de Golgi-Coxa a donc été
réalisé sur des animaux males WT et TgBIN1 agés de 3 mois. Aprés acquisition en microscopie
confocale des neurones et reconstruction en 3D de leurs arborisations dendritiques, une
analyse de Sholl en 3D a été effectuée. Les courbes représentant le nombre d’intersections
des neurites au niveau des spheéres virtuelles en fonction de la distance au centre du soma

montrent une diminution drastique de la complexité dendritique chez les animaux TgBIN1
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(Figure 23A). Cette diminution s’observe sur une reconstitution représentative en 2D des
échantillons analysés (Figure 23B). Pour autant nous n’avons pas trouvé de différence dans le
rayon maximal atteint par les sphéres virtuelles (Figure 23C) et dans le nombre de dendrites
pouvant atteindre cette longueur maximale entre les deux génotypes (Figure 23D). Ces
résultats indiquent un impact de BIN1 sur la complexité architecturale neuritique mais pas sur

la capacité maximale de croissance des dendrites.
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Figure 23 : Architecture dendritique des cellules granulaires chez les souris males TgBIN1 agés de 3 mois.
Nombre d’intersections des neurites au niveau des sphéres virtuelles en fonction de la distance au centre du
soma par analyse de Sholl en 3D (A). WT; n=30 neurones, N=4 animaux et TgBIN1; n=44 neurones, N=4 animaux.
Représentation de deux arbres dendritiques WT et TgBIN1 en 2D (B). Longueur maximale du rayon de la derniére
sphéere pour chaque neurone en fonction du génotype (C). Nombre de dendrites interceptant cette derniére
sphere en fonction du génotype (D). Les données (moyenne + SEM) suivent une loi normale selon le test de
Shapiro Wilk. Une ANOVA a mesures répétées suivie d’un test post hoc de Tukey a été effectuée pour I'analyse
des intersections. * p< 0,05, ** p < 0,01 et *** p <0,001. Un t-test de Student a été effectué pour la longueur et
le nombre de dendrites. * p< 0,05. Echelle = 20 um

4. b. Microscopie électronique du cortex périrhinal a 15 mois

Le test de reconnaissance d’objet a court terme sollicite en grande partie le cortex périrhinal.

Nous pouvons supposer que le défaut observé chez les TgBIN1 dés 6 mois implique une
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neurodégénérescence de cette structure. Nous avons donc mené des expériences de
microscopie électronique sur le CP de ces animaux WT et TgBIN1 agés de dix-huit mois (Figure
24A). Les neurones observés ont été différenciés en trois catégories. Ces catégories
regroupent les neurones d’aspect normal, les neurones en voie de nécrose (condensation du
noyau a sa périphérie) et les neurones nécrotiques présentant une forte condensation du
noyau et un cytoplasme vidé de matériel (Figure 24B). Le nombre de neurones obtenus pour
chacune de ces catégories a ensuite été normalisé par le nombre total de neurones visualisés.
Les données recueillies mettent en évidence un processus de nécrose chez les animaux WT et
TgBIN1. Nous n’avons pas relevé de différence en fonction du génotype dans le nombre de
cellules nécrosées (Figure 24C), en voix de nécrose (Figure 24D) ou regroupant ces deux

catégories (Figure 24E).

A
REAL ID GENE Total Cells counted
1604 Tg BIN1 141
332 Tg BIN1 54
333 Tg BIN1 99,
1419 Tg BIN1 131
331 Tg BIN1 137
1417 WT 140
1418 WT 111
1611 WT 93
330 WT 138
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Figure 24 : Microscopie électronique du cortex périrhinal chez les souris TgBIN1 agées de 15 mois. Nombre de
neurones et d’animaux analysés (A). Trois catégories ont été établies en se basant sur des aspects structuraux
(B) : des neurones normaux (1), des neurones en stade nécrotique avec une condensation de la chromatine au
niveau de I'enveloppe nucléaire (2) et les neurones nécrosés avec une condensation et une absence de matériel
cellulaire (3). Pourcentage moyen (+ SEM) de cellules nécrosés (C), en voie de nécrose (D) ou apparentant a ces
deux catégories (E) apres normalisation par le nombre total de neurones. Un test de Mann-Whitney a été
effectué pour I'analyse statistique. Seuil a < 0,05. Echelle = 6 um
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|. 5. Etude moléculaire et cellulaire du modéle TgBIN1

5. a. Interactome préliminaire de BIN1

Les voies moléculaires engagées par BIN1 dans le systeme nerveux central ne sont pas encore
complétement élucidées. En conséquence, I'impact d’une surexpression de ce géne sur ces
voies n’a encore pas été étudié. Dans un souci de compréhension des mécanismes cellulaires
impliquant un niveau physiologique et surexprimé de BIN1, des expériences de Co-IP ont été
menées a l'aide d’un anticorps (C99D) ciblant I’exon 18 du domaine MBD présent dans toutes

les isoformes référencées de BIN1.

a. i. Profil obtenu en coloration de Coomassie

Apreés Co-IP, les échantillons obtenus a partir des quatre animaux WT et des quatre animaux
TgBIN1ont été colorés au bleu de Coomassie apres avoir migré sur gel de SDS-polyacrylamide
(Figure 25). Des bandes bleues de forte intensité sont nettement visibles dans les conditions
avec anticorps (IgG et C99D) a une taille relative comprise entre 50 et 70 kDa. Ces profils
pourraient étre majoritairement composés de la forme ubiquitaire de BIN1 et des chaines
lourdes des anticorps ayant servis a l'immunoprécipitation. En effet, avant migration,
I'ensemble protéique a été dénaturé et nous pouvons également observer les chaines légeres
révélées avec une taille apparente de 25-35 kDa. Ces deux profils bleus ont été découpés puis
analysés en spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) séparément du reste de chaque

piste.

Figure 25 : Gels de polyacrylamide aprés migration des produits de Co-IP de BIN1. Pour chaque animal (1,2,...,8)
sont associées trois pistes représentant les produits issus de la condition avec les billes uniqguement (a), les
anticorps IgG controles (B) et les anticorps anti-BIN1-C99D (y).
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a. ii. Interactome des animaux WT

A lissue de I'analyse des données obtenues sur les quatre animaux WT et en utilisant les
parameétres décrits dans le matériel et méthode (Sc=1; Oc=3), nous avons isolé des
interacteurs potentiels de la protéine BIN1 (Figure 26). Nous avons alors regroupé les
protéines selon leurs fonctions qui sont d’intervenir dans le métabolisme, le couplage aux
récepteurs, dans l'endocytose et le remodelage membranaire, dans la régulation du
cytosquelette, dans le systéme immunitaire, dans les « radeaux » lipidiques associés au
réticulum endoplasmique, dans la croissance cellulaire et enfin dans la croissance neuritique,
la myélinisation et la régulation du RE. Nous avons noté que certains interacteurs connus de
BIN1 ont pu étre identifiés comme I’AMPH1. Si nous n’avons pas obtenu d’interaction avec la
protéine Tau, nous avons isolé une autre protéine intervenant dans la régulation du

cytosquelette de microtubules, Mtapla (microtubule associated protein 1a).
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Figure 26 : Interactome des animaux WT. Les protéines ont été regroupées selon leurs fonctions. Certaines
protéines peuvent appartenir a deux catégories. La catégorie finale a été décidée selon I'implication de la
protéine dans les phénotypes préalablement observés chez les TgBIN1. En violet sont représentées les
interactions déja démontrées expérimentalement et identifiées avec String (www.string-db.org) avec un degré

de confidence élevé de 0.7
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Figure 27 : Interactome des animaux TgBIN1. Les protéines ont été regroupées selon leurs fonctions. Certaines
protéines peuvent appartenir a deux catégories. La catégorie finale a été décidée selon I'implication de la
protéine dans les phénotypes préalablement observés chez les TgBIN1. En violet sont représentées les
interactions déja démontrées expérimentalement et identifiées avec String (www.string-db.org) avec un degré

de confidence élevé de 0.7

a. iii. Interactome des animaux TgBIN1

De la méme maniére et en utilisant les mémes parametres que précédemment, l'interactome
potentiel issu des animaux TgBIN1 (Figure 27) permet de rendre compte d’une gamme plus
étendue d’interacteurs (53 interacteurs) que ceux obtenus dans la condition WT (31
interacteurs). Nous avons également observé la présence de la forme murine et humaine de
BIN1. Concernant les fonctions cellulaires impliquées par ces protéines, nous obtenons les
mémes groupes complétés par un groupe de protéines impliquées dans la transcription et la
traduction. A I'instar de la condition WT, nos expériences ne nous ont pas permis d’identifier

la protéine Tau mais nous avons retrouvé Mtapla et Mtaplb.

a. iv. Interactome global

Enfin, s’agissant de I'analyse croisée sur I’ensemble des animaux (Sc=1 ; Oc=7) un interactome
potentiel global a été généré. Celui-ci, sous forme de diagramme de Venn (Figure 28), permet

de visualiser les interacteurs uniques ou communs aux deux génotypes. Un glossaire
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récapitulant I'ensemble de ces protéines et de leur fonction est disponible en annexe

lll. Glossaire, p. 184.

- Cytoskeleton organization

I:l ER lipid raft associated

- Neurit outgrowth

Endocytosis

Tg BIN1
|:I Metabolism

Immun system T D 5
. - e?" @M @ @w ﬁw

D Receptor coupling

Figure 28 : Interactome global des animaux WT et TgBIN1. Les protéines ont été regroupées selon leurs
fonctions. Certaines protéines peuvent appartenir a deux catégories. La catégorie finale a été décidée selon
I'implication de la protéine dans les phénotypes préalablement observés chez les TgBIN1.

5. b. Choix des interacteurs et validation

L'interactome potentiel généré a servi de base afin de sélectionner des interacteurs selon des
criteres objectifs. Ceux-ci comprennent la nouveauté par rapport a ce qui est connu de BIN1,
I'implication potentielle de ces interacteurs dans la maladie d’Alzheimer et leurs roles
subcellulaires qui pourraient étre en lien avec un ou des phénotypes observés chez les souris

TgBINIet/ou Bin17-;TgBIN1.

Apres sélection des candidats, I'interaction avec BIN1 a été testée avec un processus reposant
sur trois étapes. Premiérement, un WB a été réalisé avec les produits de Co-IP de BIN1 et des
anticorps ciblant les interacteurs potentiels ont été utilisés. Deuxiemement, une Co-IP des
interacteurs a été effectuée sur un pool des quatre animaux WT et des quatre animaux
TgBIN1. Les produits de ces Co-IP « inverses » ont été migrés par WB et une détection de BIN1
(C99D) a été effectuée. Enfin, des expériences de PLA ont été effectuées sur des cultures de

neurones primaires hippocampiques.
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Les protéines sélectionnées sont : RTN4-A/Nogo-A?, Synaptojaninel, Erlin2, COP1 et G3BP2.

b. i. RTN4-A

L’analyse pas MS/MS a permis l'identification chez tous les animaux WT et TgBIN1 de la
protéine : RTN4-A. Cette protéine, qui est retrouvée surexprimée dans des extraits de
cerveaux de patients Alzheimer, est surtout connue pour son réle a la fois dans le remodelage
du réticulum endoplasmique, dans sa participation dans les processus de myélinisation et dans
la croissance neuritique. Nos précédentes observations de la perturbation de I'ensemble de
ces éléments dans les modeles utilisés nous a conduit a cibler prioritairement ce nouvel

interacteur potentiel.

Les WB effectués avec les produits de la Co-IP de BIN1 et incubés avec I'anticorps a-RTN4-A
permettent de visualiser la présence d’un signal uniquement dans la condition positive chez
tous les animaux WT et TgBIN1 (Figure 29A). Le profil visualisé présente une taille moléculaire
apparente conforme a la taille attendue d’environ 200 kDa et retrouvée dans des WB d’extrait

de cerveaux (Figure 29B).

A 1 2 3
-~250- R ~ W
g
130 \s
100~ s | 1}
B [

Figure 29 : Gels de polyacrylamide aprés migration des produits de Co-IP de BIN1 chez les animaux WT et
TgBIN1 (A). Pour chaque animal (1,2,..,8) sont associées trois pistes représentant les produits issus de la
condition avec les billes uniquement (a), les anticorps IgG controéles (B) et les anticorps anti RTN4-A (y). Un extrait
de cerveaux WT a été migré et incubé avec a-RTN4-A (B)

De la méme maniere, cette interaction a été identifiée par Co-IP inverse dans le pool
d’animaux TgBINIet ce uniquement dans la condition positive (a-RTN4-A ; Figure 30). Nous
avons également noté que le profil moléculaire de BIN1 révélé en WB correspond a un poids

moléculaire (= 100 kDa) correspondant aux isoformes cérébrales.

1 La protéine a été baptisée sous un nom différent été explicité en discussion. Dans cette partie résultat, nous
garderons RTN4-A pour nommer la protéine
2 De I'anglais, GTPase Activating Protein (SH3 Domain) Binding Protein
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Les expériences de PLA montrent un signal somato-neuritique, observé uniquement dans la

condition positive (a-BIN1 + a-RTN4-A ; Figure 31A-B).

Le co-immunomarquage avec a-RTN4-A et a-Tubuline montre une expression de RTN4-A dans
I’ensemble de la cellule (Figure 32). Le signal observé présente également une forte intensité
au niveau péri-nucléaire et au niveau du cone de croissance. Ce dernier étant majoritairement

constitué de faisceaux d’actine.

Enfin, il apparait qu’une séquence consensus de reconnaissance par les domaines SH3 est

retrouvée sur la séquence primaire de RTN4-A.

kDa

. B .V Figure 30: Gels de polyacrylamide aprés migration des
-~250- produits de Co-IP de RTN4-A chez les animaux TgBIN1. Pour
y chaque animal (1,2,..,8) sont associées trois pistes
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Figure 31 : PLA sur culture de neurones hippocampiques de souris WT. En rouge |'interaction des deux anticorps
o-RTN4-A et a-BIN1-C99D, en vert le marquage a la tubuline, en bleu le marquage du noyau au Hoechst (A). En
controle, seul I'anticorps a-BIN1-C99D a été ajouté a la culture (B). L'ensemble de ces conditions a été répété
trois fois sur trois animaux issus de portées différentes. Les images présentées sont représentatives des
observations effectuées.
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Tubulin RTN4/NogoA Merge

Figure 32 : Localisation cellulaire de RTN4-A. Des immunomarquages de RTN4-A (rouge) et de la tubuline (vert)
ont été réalisés sur des cultures de neurones hippocampiques d’animaux WT.

b. ii. Autres interacteurs

Dans la discussion de ce manuscrit, il ne sera pas fait mention des résultats obtenus avec les
autres interacteurs connus ou sélectionnés pour le processus de validation, ceux-ci n’ayant
pas passé complétement le processus de validation. Cependant, un tableau de synthése

récapitulant 'ensemble des observations est disponible en annexe (Tableau S 4).

b. iii. Impact du niveau de BIN1 sur le niveau de RTN4-A

Comme précédemment décrit, le niveau de RTN4-A a été identifié comme perturbé dans le
cerveau de patients Alzheimer. Nous nous sommes interrogés sur la possible variation de

niveau protéique de RTN4-A en fonction du niveau d’expression de BIN1.

Un WB effectué avec des extraits de cerveaux embryonnaires (E18,5) WT et Bin17- permet de
rendre compte d’une tendance (p=0,06) a une réduction de 32,5% du niveau de RTN4-A chez

les sourisBin1”- (Figure 33A).

Inversement, une surexpression de BIN1 dans le modeéle TgBIN1 est en mesure d’induire une
hausse d’un facteur de 2,9 de RTN4-A dans I'hippocampe de ces souris par rapport aux

animaux WT (Figure 33B).
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Figure 33 : Niveau d’expression de RTN4-A en fonction du niveau de BIN1. Les échantillons proviennent de
cerveaux de souris WT et Binl-/-a I’age de E18,5 (A) ou d’hippocampes de souris WT et TgBIN1 dgées de 18 mois
(B). La densité optique mesurée a été normalisée par rapport au niveau de la GAPDH. L’analyse statistique s’est
faite avec un t-test de Student (A) pour les données suivant une loi normale selon le test de Shapiro-Wilk ou
sinon un test de Mann- Whitney (B). * p< 0,05

[. 6. Etude cellulaire du modéle

Par la suite, nous avons voulu déterminer si la surexpression de BIN1 peut avoir des impacts
sur les fonctions cellulaires impliquées dans les voies régulées par RTN4-A.Ainsi, nous nous
sommes focalisés sur la régulation de la structure du réticulum endoplasmique. Des
immunomarquages ont été réalisés sur des fibroblastes murins (MEF) ainsi que sur des cellules

COsS.

6. a. Phénotypes cellulaires observés dans les MEF

L'immunomarquage du RE avec I'anticorps a-KDEL montre un réticulum diffus dans les MEF
WT (Figure 34A). Cependant, nous avons observé que certaines cellules provenant d’animaux
TgBIN1 présentent un phénotype aberrant du réticulum qui se retrouve compacté (Figure
34B). Méme si aucune anomalie n’a été observée dans les MEF issues des quatre animaux WT,
il est tout de méme nécessaire de quantifier le nombre de ces événements chez les quatre

animaux TgBIN1afin d’assurer l'interprétation de ces données (travail en cours).
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KDEL Merge KDEL Merge

Figure 34 : Immunomarquage du réticulum endoplasmique de MEF provenant d’animaux WT (A) et TgBIN1 (B).
En rouge BIN1, en vert le réticulum endoplasmique et en bleu le noyau marqué au Hoechst. Echelle = 10 um

Mch-Sec-61f3 BIN-BAR-GFP Merge

Figure 35 : Co-transfection d’une sonde ciblant le RE et de BIN1-BAR* dans cellules COS. En vert le domaine
BAR* de BIN1 couplé a la GFP et en rouge la sonde du réticulum Sec-61p (mcherry). Le panel du bas est un
agrandissement du panel du haut. Echelle=10um

6. b. Phénotypes cellulaires observés dans les cellules COS
b. i. Tubulation induite par le domaine BAR de BIN1

Nous avons observé que, comme décrit dans la littérature , la surexpression

du domaine BAR*! couplé a la GFP dans des cellules COS est en mesure d’entrainer un

1 Acides aminées 1-282 de BIN1, le domaine BAR* contient le domaine de liaison aux phosphoinositides qui est
codé par I'exon 11 spécifique du tissu musculaire.
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phénotype de tubulation en étoile. Afin de déterminer si ces tubulations membranaires sont
composées de réticulum endoplasmique, nous avons effectué un immunomarquage du RE
(a-KDEL) ou une co-transfection (sonde Sec-61B). Les résultats préliminaires semblent
indiquer une faible co-localisation observée en microscopie confocale (résolution de 200 nm
maximum) entre le réticulum endoplasmique et ces tubulations (Figure 35). Il n’est donc pas

exclu que ces tubulations aient en partie recours a cet organelle pour leur formation.

Nous avons également réalisé un immunomarquage de RTN4-A sur des cellules COS
préalablement transfectées avec le domaine BAR*. Nous avons observé une plus grande de

co-localisation des tubulations en étoiles avec la protéine RTN4-A (Figure 36).

Mch-Sec-613 a-RTN4/NogoA Merge

Figure 36 : Transfection de BIN1-BAR* et immunomarquage de RTN4-A dans cellules COS. En rouge RTN4-A et
en vert BIN1-BAR* (GFP). Le panel du bas est un agrandissement du panel du haut. Echelle=10um

b. ii. Résumé du modéle TgBIN1

En résumé, le gene BIN1 est en mesure de combler, en partie, la perte endogéne de Binl. Nos
données semble indiquer un fonctionnement complexe de la machinerie d’épissage du géne
Binl chez la souris et il n'est pas exclu que des éléments transcriptionnels nécessaire a
I’épissage correct du gene humain ne soit pas présents dans la souris TgBIN1. Au niveau du

complexe moléculaire impliquant BIN1, les protéines issues de ces deux genes BIN1/Binl
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présentent une interaction avec RTN4-A. Cette interaction peut étre directe ou peut impliquer
un complexe moléculaire multipartite. Si RTN4-A est une piste intéressante au regard des
phénotypes observés ex vivo dans l'architecture du RE des cellules de Schwann et de la
myéline, ces données ne permettent pas de savoir si ces aberrations sont également présentes
dans le SNC. Nous ne pouvons pas non plus déterminer qui de la perte de fonction et/ou de la
surexpression de BIN1 est causative. Ce modele TgBIN1 présente une surexpression d’'une
partie du complexe BIN1-H, sans atteinte au niveau de BIN1-L, ce qui se traduit par une
augmentation du ratio BIN1-H/BIN1-L. Cette surexpression est en mesure d’induire un déficit
de mémoire a court terme précoce et de mémoire conditionnée a un age tardif. L'étendue des
atteintes cognitives avec I'age, ainsi qu’une corrélation entre |’arborisation dendritique du GD
et sa perte de potentialisation a long terme mettent en avant un processus dysfonctionnel
chez cette souris TgBIN1. D’autres données disponibles dans la publication en annexe (IV. 1.
Article 1: TgBIN1, p.191) exhibent des changements micro-structurels des voies
hippocampiques observés en imagerie par résonnance magnétique (IRM) ainsi qu’une

réduction des épines dendritiques des cellules granulaires du GD.

. Effets croisés de la surexpression de BIN1 et de MAPT

Dans le but de déterminer les impacts comportementaux, cellulaires et moléculaires d’une
surexpression de BIN1 dans un contexte de tauopathie, nous avons croisé des modeles
surexprimant BIN1 et MAPT. L’ensemble des souris générées a permis la constitution de trois
groupes incluant des males et des femelles, et dont le comportement a été suivi de maniere
longitudinale tous les trois mois. A la suite de cette étude comportementale, I'ensemble des
animaux a été sacrifié pour des études histologiques et moléculaires. Afin de faciliter la lecture
des résultats le groupe contrdle (Mapt*) sera nommé « Control », le groupe modélisant la
tauopathie (Mapt”-; TgMAPT) sera nommé « htau » et enfin le groupe de surexpression

conjointe de Tau et de BIN1 (Mapt”~ ; TSMAPT ; TgBIN1) sera nommé « htau;TgBINI ».

Le poids des animaux a été évalué tous les trois mois en amont des tests effectués. Les
histogrammes obtenus permettent de s’assurer qu’aucune variation de poids entre les

groupes males et femelles n’a été enregistrée en fonction de I'age (Figure S 5).
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II. 1. Etude comportementale longitudinale

1. a. Activité locomotrice en champs ouvert
a. i. Activité enregistrée a 3 mois

L’analyse de la distance totale parcourue, de la vélocité et de la mobilité a 3 mois nous indique
qgue les males htau ethtau;TgBIN1 ne présentent pas de différence par rapport aux animaux
controles (Figure 37A, C et E). Les femelles htau présentent quant a elles une hypolocomotion
par rapport aux femelles controles (Figure 37B, D et F) et une diminution du temps de mobilité

par rapport aux animaux deux groupes (Figure 37F).

Ainsi ces données mettent en exergue une hypoactivité induite par la surexpression de MAPT

chez les femelles qui est partiellement compensée par la surexpression de BIN1.

L'analyse de la distance parcourue par tranche de dix minutes nous permet de déterminer la
capacité des animaux a explorer et a mémoriser leur nouvel environnement. Les courbes
d’apprentissage obtenues chez les males et les femelles indiquent dans les deux cas une
activité décroissante dans le temps, indépendamment du génotype considéré (Figure 37G-H).
Ces résultats nous renseignent sur la capacité intacte des animaux a effectuer un processus

d’apprentissage.
a. ii. Activité enregistrée a 6 mois

Comme précédemment, la distance parcourue ainsi que la vitesse moyenne et la mobilité ne
présentent pas de différence au sein du groupe male a 6 mois d’age (Figure 38A, C et E). Les
résultats obtenus chez les femelles montrent quant a eux une hypolocomotion des animaux
htau et htau;TgBIN1par rapport aux controles avec une diminution respective de 35% et 31%
de la distance parcourue (Figure 38B). Ces différences ont également été observées pour la
mobilité (Figure 38D) et pour la vélocité entre les femelles htau et les controles (Figure 38F). Ainsi
ces données mettent toujours en exergue une hypoactivité induite par la surexpression de

MAPT chez les femelles

Les courbes d’apprentissage réalisées par tranches de dix minutes ne montrent pas d’activité
locomotrice décroissante en fonction du temps. Cette observation a été faite chez tous les
génotypes indépendamment du sexe considéré (Figure 38G-H), ce qui indique I'absence d’un

processus d’apprentissage de I'environnement.
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Figure 37 : Activité locomotrice en champ ouvert pendant 30 minutes des souris htau;TgBIN1 a 3 mois. Les
males sont présentés a gauche (A,C,E et G) et les femelles a droite (B,D,F et H). Les données extraites permettent
de déterminer la distance totale parcourue en cm (A et B), la vélocité en cm/s (C et D) et la mobilité en s (E et J).
L’ANOVA a un facteur a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Bonferroni. En
cas d’absence de distribution normale des données, celles-ci ont été analysées par un test non paramétrique de
Kruskall-Wallis suivi d’un test post hoc de comparaisons multiples de Dunn. * p < 0,05, ** p La distance parcourue
par tranche de dix minutes permet de déterminer I’habituation a I’environnement (G et H). ANOVA a mesures
répétées a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Tukey pour étudier I'effet
temps dans chaque génotype. ***, $SS et ### p < 0,001, $SSS et #iHt# p< 0,0001
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Figure 38 : Activité locomotrice en champ ouvert pendant 30 minutes des souris htau;TgBIN1 a 6 mois. Les
males sont présentés a gauche (A,C,E et G) et les femelles a droite (B,D,F et H). Les données extraites permettent
de déterminer la distance totale parcourue en cm (A et B), la vélocité en cm/s (C et D) et la mobilité en s (E et J).
L’ANOVA a un facteur a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Bonferroni. En
cas d’absence de distribution normale des données, celles-ci ont été analysées par un test non paramétrique de
Kruskall-Wallis suivi d’un test post hoc de comparaisons multiples de Dunn. * p < 0,05, ** p La distance parcourue
par tranche de dix minutes permet de déterminer |’habituation a I'environnement (G et H). ANOVA a mesures
répétées a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Tukey pour étudier I'effet
temps dans chaque génotype
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a. iii. Activité enregistrée a 9 mois
A 9 mois, aucune différence significative n’a été enregistrée au niveau de la distance, de la
vitesse ou de la mobilité a la fois chez les animaux males (Figure 39A, C et E) et femelles (Figure

39B, D et F). Aucune différence n’a été observée également au niveau des courbes

d’apprentissage (Figure 39G-H).
a. iv. Activité enregistrée a 12 mois

A 12 mois, nous avons observé chez les males des disparités d’activité locomotrice en fonction
du génotype. Ainsi, les animaux htau;TgBIN1 présentent une plus grande distance parcourue
(+58%) par rapport aux animaux contréles et les animaux htau présentent une tendance
(p=0,0628) a lI'augmentation (+60%) de la distance parcourue par rapport aux animaux
controles (Figure 40A). L’étude de la vélocité indique une augmentation significative de ce
parameétre chez les animaux htau par rapport aux contréles (Figure 40C). L'étude de la
mobilité ne montre pas de différence significative entre les différents groupes males (Figure
40E). Les courbes du décours temporel de I'activité locomotrice indiquent elles aussi une
hyperactivité des animaux htau et htau;TgBIN1 par rapport aux contrbles entre dix et vingt

minutes (Figure 40H), sans aucun effet du temps sur la distance parcourue.
Concernant les femelles, aucune variation a cet age n’a été mesurée (Figure 40B, D, F et H).

a. v. Activité enregistrée a 15 mois

A 15 mois, nous avons de nouveau observé que les males htau et htau;TgBIN1 présentent une
augmentation significative de la distance parcourue, respectivement de 62% et 47% (Figure
41A) et de la vélocité (Figure 41C) par rapport aux animaux contrdles. S’agissant de la mobilité,
les animaux htau présentent une hausse significative de cet indice par rapport aux animaux
controles, et les animaux htau;TgBIN1 présente une tendance a la hausse avec unep-valeur
associée de 0,072 (Figure 41E). La hausse de I'activité locomotrice a de nouveau été visualisée

entre dix et vingt minutes sans que le temps influence la distance parcourue (Figure 41A).

De la méme maniéere qu’a 12 mois, aucune variation chez les femelles dgées de 15 mois n’a

été identifiée (Figure 41B, D, F et H).
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Figure 40 : Activité locomotrice en champ ouvert pendant 30 minutes des souris htau;TgBIN1 a 12 mois. Les
males sont présentés a gauche (A,C,E et G) et les femelles a droite (B,D,F et H). Les données extraites permettent
de déterminer la distance totale parcourue en cm (A et B), la vélocité en cm/s (C et D) et la mobilité en s (E et J).
L’ANOVA a un facteur a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Bonferroni. En
cas d’absence de distribution normale des données, celles-ci ont été analysées par un test non paramétrique de
Kruskall-Wallis suivi d’un test post hoc de comparaisons multiples de Dunn. * p< 0,05. La distance parcourue par
tranche de dix minutes permet de déterminer I’habituation a I'environnement (G et H). ANOVA a mesures
répétées a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Tukey pour étudier I'effet
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Figure 41 : Activité locomotrice en champ ouvert pendant 30 minutes des souris htau;TgBIN1 a 15 mois. Les
males sont présentés a gauche (A,C,E et G) et les femelles a droite (B,D,F et H). Les données extraites permettent
de déterminer la distance totale parcourue en cm (A et B), la vélocité en cm/s (C et D) et la mobilité en s (E et J).
L’ANOVA a un facteur a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Bonferroni. En
cas d’absence de distribution normale des données, celles-ci ont été analysées par un test non paramétrique de
Kruskall-Wallis suivi d’un test post hoc de comparaisons multiples de Dunn. * p < 0,05, ** p < 0,01. La distance
parcourue par tranche de dix minutes permet de déterminer I"habituation a I'environnement (G et H). ANOVA
a mesures répétées a été suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Tukey pour étudier
I'effet temps dans chaque génotype. $S, ##p < 0,01
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Figure 42 : Impact de I’dge et du génotype sur I'activité locomotrice des souris htau;TgBIN1. Distance parcourue
pendant 30 minutes a un age donné en fonction du génotype chez les males (A) et les femelles (B).Distance
parcourue pendant 30 minutes au sein de chaque génotype en fonction de I'dge des souris males (C) et femelles
(D). Une ANOVA a mesures répétées suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaison multiples de Tukey
afin de déterminer I'effet du génotype a chaque point horaire (A,B) ou les différences de chaque point horaire
par rapport a 3 mois dans chaque génotype (C,D). *,# p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001

a. vi. Activité locomotrice globale au cours de I'dge

L'ensemble des données préalablement exposées ont été regroupées dans des graphiques
permettant de déterminer I'impact de chaque génotype sur la distance parcourue a un age
donné (Figure 42A-B) et a I'inverse, I'impact de I’age sur la distance parcourue au sein de
chaque génotype (Figure 42C-D). Nous avons constaté une diminution significative de

I'activité locomotrice, entre 3 et 6 mois, de tous les animaux a I'exception des femelles htau.
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Ainsi les males contréles, htau et htau;TgBIN1 présentent respectivement une diminution
d’activité de 27,5% ; 35,2% et 31,3%. La méme diminution a été observée chez les femelles
contrbles htau;TgBIN1 avec respectivement une diminution de 34,1%; 36,3% et 48%. Il
apparait que de maniere globale, les femelles htau présentent un phénotype

d’hypolocomotion.

Entre 6 et 9 mois, nous avons observé une diminution de I'activité locomotrice des animaux
contrbles males et femelles de respectivement 15,9% et 11%. Cependant, nous avons constaté
un regain d’activité, entre ces deux ages, chez les males htau et htau;TgBIN1 de
respectivement +1,2% et +18,2%. Cette hausse a également été observée chez les femelles

htau (+30%) et htau;TgBIN1 (+18%).

Alors que ce regain est plus ou moins stabilisé chez les femelles entre 9 et 15 mois, nous
pouvons observer chez les males htau une nouvelle hausse de I’activité locomotrice de 31,5%
entre 9 et 12 mois. Ainsi il apparait que les males htau et htau;TgBIN1 présentent une
hyperactivité locomotrice entre 9 et 12 mois avant stabilisation. Nous avons noté que les
contrbles males présentent une activité locomotrice en constante décroissance jusqu’a I'dge

de 12 mois.

1. b. Déficit de reconnaissance d’objet

Le test de reconnaissance d’objet, effectué avec une heure de rétention entre la phase de
présentation et la phase de rappel, a été réalisé 24 heures apres la présentation de
I’environnement du champ ouvert (Figure 43). Quel que soit I’dge considéré, il est intéressant
de noter I'absence d’effet de la délétion hétérozygote du géne Mapt puisque tous les animaux
contrdles males et femelles sont en mesure de discriminer le nouvel objet de I'objet familier.
Cependant, si les animaux males et femelles htau ne sont plus en mesure d’effectuer cette
reconnaissance des I’age de 9 mois ce phénotype est exacerbé par la présence du géne BIN1

avec un déficit précoce retrouvé a I'age de 3 mois, indépendamment du sexe considéré.

Nous avons noté I'absence d’une préférence d’objet ou de place a tous les ages quel que soit

le génotype considéré (Figure S 6).
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Figure 43 : Index de reconnaissance chez les souris htau;TgBIN1 dgées de 3 (A), 6 (B), 9 (C), 12 (D), 15 mois (E).
Les males ont été représentés en bleu et les femelles en rose. La ligne rouge discontinue représente un index de
50% pour lequel aucune préférence ne peut étre visualisée. Les données, représentées avec la moyenne + SEM,
ont été analysées avec le «one-simple t-test» car elles suivent une loi normale selon le test de Shapiro-WIlik. * p
< 0,05

1. c. Mémoire spatiale

Le test de la mémoire spatiale en piscine de Morris a été effectué tous les 3 mois dés I'age de
6 mois. Ce test permet de déterminer l'intégrité d’une forme de mémoire a long terme.
Cependant, les données relatives a ce test effectué a 6 mois ne sont pas présentées dans ce
manuscrit. En effet, des événements extérieurs! nous empéchent d’exploiter les résultats
obtenus. Il est tout de méme important de mentionner la réalisation de ce test puisque la
sollicitation cognitive est une donnée a considérer dans [|'établissement des maladies

neurodégénératives.

c. I. Résultats a 9 mois

Durant la phase d’apprentissage effectuée sur une période de six jours consécutifs, nous avons
observé chez tous les groupes une diminution du temps et de la distance nécessaire pour
localiser la plateforme. Ces résultats indiquent une capacité des animaux a mémoriser la

localisation de la plateforme. Cette derniere était située a la méme position qu’a I'age de 6

! Travaux sonores non prévus a I’étage supérieur
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mois, dans le cadrant Nord-Est (Figure 44A-D). Le septieme jour, soit 24 heures aprés la
derniére session d’apprentissage, les animaux sont soumis au test de rappel durant lequel la
plateforme a été retirée. Les animaux disposent alors de 60 secondes pour nager librement
dans I’enceinte. Les résultats de ce test sont représentés en termes de pourcentage de temps
passé dans les différents quadrants. Nous pouvons constater qu’a I'age de 9 mois, tous les
animaux males et femelles sont en mesure de passer une proportion de temps dans le
guadrant cible significativement supérieure au hasard (Figure 44E-F). Dans I'analyse des
données, nous considérons que ce test est un test en go/no-go (présence de performance
supérieur a 25% ou non). Cela signifie que nous n’analyserons pas les données en comparant
les performances des groupes entre eux mais uniquement par rapport au hasard (25%). Des
lors, on peut considérer qu’a I’age de 9 mois I'’ensemble des animaux présente un effet plafond
de performance. Ainsi, seule une diminution de ces performances pourrait se produire a

I’avenir.

. ii. Résultats a 12 mois

Comme précédemment, nous avons observé durant la phase d’apprentissage une capacité
des animaux a décroitre le temps et la distance nécessaire pour localiser la plateforme située
a la méme position qu’a I'age de 6 et 9 mois. Ce résultat est retrouvé chez tous les groupes
indépendamment du sexe considéré, indiquant que tous les groupes apprennent la position

de la plateforme situé en Nord-Est (Figure 45A-D).

Nous avons constaté lors du test de rappel que les males controles et htau;TgBIN1 sont en
mesure de passer une proportion de temps dans le quadrant cible (Nord-Est) significativement
supérieure au hasard (Figure 45E). Néanmoins, cette capacité de rappel de 'emplacement de
la plateforme n’a pas été retrouvée chez les animaux htau. Nous avons également remarqué
gue les mémes résultats ont été obtenus chez les femelles (Figure 45F). Ainsi, seules les
femelles contrbles et htau;TgBIN1, contrairement aux femelles htau, sont en mesure de

rappeler 'emplacement de la plateforme.
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Figure 44 : Impact de la surexpression de BIN1 sur la mémoire spatiale chez les souris htau;TgBIN1 a I’dge de 9
mois. Distance parcourue par les males (A) et les femelles (B) ainsi que le temps (C et D respectivement)
nécessaire pour atteindre la plateforme (PT) située au cadrant Nord-Est (NE), durant la phase d’apprentissage.
Pourcentage du temps passé dans les différents cadrants de la piscine chez les males (E) et les femelles (F) lors
du test de rappel. La ligne rouge discontinue représente un pourcentage de 25% pour lequel aucune préférence
ne peut étre visualisée. Les données (moyennés + SEM) suivent une loi normale selon le test de Shapiro-Wilk.
L’analyse des différences entre les jours pour chaque groupe est déterminée par une ANOVA a mesures répétées
pour s’assurer d’un effet du temps sur la distance parcourue et le temps. Un « one simple t-test » pour le
pourcentage de temps passé. * p <0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001
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Figure 45 : Impact de la surexpression de BIN1 sur la mémoire spatiale chez les souris htau;TgBIN1 a I'age de
12 mois. Distance parcourue par les méles (A) et les femelles (B) ainsi que le temps (C et D respectivement)
nécessaire pour atteindre la plateforme (PT) située au cadrant Nord-Est (NE), durant la phase d’apprentissage.
Pourcentage du temps passé dans les différents cadrants de la piscine chez les méles (E) et les femelles (F) lors
du test de rappel. La ligne rouge discontinue représente un pourcentage de 25% pour lequel aucune préférence
ne peut étre visualisée. Les données (moyennés + SEM) suivent une loi normale selon le test de Shapiro-Wilk.
L’analyse des différences entre les jours pour chaque groupe est déterminée par une ANOVA a mesures répétées
pour s’assurer d’un effet du temps sur la distance parcourue et le temps. Un « one simple t-test » pour le
pourcentage de temps passé

c. iii. Résultats a 15 mois

A 15 mois, les animaux ont été soumis a un test de rappel a long terme, soit 3 mois, avant une

nouvelle session d’apprentissage. Nous avons constaté qu’aucun groupe n’est en mesure de
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passer un temps supérieur au hasard dans le quadrant Nord-Est dans lequel la plateforme

était située a 12 mois (Figure 46A-B).
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Figure 46 : Rappel de la mémoire spatiale a trés long terme chez les souris htau;TgBIN1 a I’dge de 15 mois.
Pourcentage du temps passé dans les différents quadrants de la piscine chez les males (A) et les femelles (B) lors
du test de rappel avant la phase d’apprentissage. La ligne rouge discontinue représente un pourcentage de 25%
pour lequel aucune préférence ne peut étre visualisée. Les données (moyennés + SEM) suivent une loi normale
selon le test de Shapiro-Wilk. Un « one simple t-test » pour le pourcentage de temps passé

Durant I'apprentissage, I'ensemble des animaux est en mesure de décroitre la distance et le
temps nécessaire a la localisation de la plateforme située au Sud-Ouest, ce qui indique leur
apprentissage du nouvel emplacement de la plateforme (Figure47A-B). Les résultats obtenus
durant la phase de rappel chez les males sont identiques a ceux observés a I’'age de 12 mois.
Ainsi, seuls les animaux contrbles et htau;TgBIN1 sont en mesure de passer un temps
significativement supérieur au hasard dans le quadrant cible, ce qui indique un rappel de

I’emplacement supposé de la plateforme.

Les résultats obtenus a cet age chez les femelles indiquent quant a eux une détérioration des
capacités cognitives au sein du groupe htau;TgBIN1 (Figure 48A-D). En effet a cet age, seul le
groupe contrble est en mesure de rappeler 'emplacement de la plateforme. Les groupes
htau et htau;TgBIN1 ne présentent quant a eux pas de préférence pour le quadrant cible,

suggérant un oubli de I'emplacement.

Enfin, nous pouvons nous assurer que l'ensemble des génotypes males et femelles ne
présentent pas de défauts locomoteurs ou visuels a I'aide du test de la plateforme indicée. En
effet, 24 heures apres le test de rappel, I'ensemble des animaux a été replacé dans la piscine
ou une plateforme était indicée a 'aide d’'un drapeau. La plateforme indicée se trouvait

successivement dans un des quadrants qui n’ont pas été utilisés durant I'apprentissage. La
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distance et le temps calculés sur la moyenne des trois essais sont similaires entre les différents

groupes (Figure 49A-D).
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Figure 47 : Apprentissage de la mémoire spatiale chez les souris htau;TgBIN1 a I'age de 15 mois. Distance
parcourue par les males (A) et les femelles (B) ainsi que le temps (C et D respectivement) nécessaire pour
atteindre la plateforme (PT) située au cadrant Nord-Est (NE), durant la phase d’apprentissage. La ligne rouge
discontinue représente un pourcentage de 25% pour lequel aucune préférence ne peut étre visualisée. Les
données (moyennés + SEM) suivent une loi normale selon le test de Shapiro-Wilk. L’analyse des différences entre
les jours pour chaque groupe est déterminée par une ANOVA a mesures répétées pour s’assurer d’un effet du
temps sur la distance parcourue et le temps. Un « one simple t-test » pour le pourcentage de temps passé
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Figure 48 : Rappel de la mémoire a long terme, 24h apres la derniére session d’apprentissage chez les souris
htau;TgBIN1. Pourcentage du temps passé dans les différents quadrants de la piscine chez les males (A) et les
femelles (B). La ligne rouge discontinue représente un pourcentage de 25% pour lequel aucune préférence ne
peut étre visualisée. Les données (moyennés + SEM) suivant une loi normale selon le test de Shapiro-Wilk ont
été analysées avec le «one-simple t-test». * p < 0,05; ** p < 0,05
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Figure 49 : Test visuo-locomoteur en piscine de Morris chez les souris htau;TgBIN1, 24h apreés le test de rappel.
Pendant le test, les trois autres positions (SE, NE et NO) qui n‘ont pas été utilisé précédemment pour
I'apprentissage a 15 mois, ont été indicées avec un drapeau. Ceci a permis de déterminer la distance (A et B) et
le temps (C et D) nécessaire aux animaux pour atteindre une plateforme visible. Les données (moyennés + SEM)
suivent une loi normale selon le test de Shapiro-Wilk. L’analyse de la variance a un facteur a été suivie si
nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Bonferroni.

1. d. Test de coordination et de force musculaire
d. i. Grip test

Afin de déterminer les capacités de force musculaire des différents modeles en fin d’étude
comportementale, soit a 15 mois, un test d’accrochement ou grip test a été effectué sur les
quatre pattes. Nous n’avons pas observé de différence chez les males quel que soit leur
génotype, en ce qui concerne la force musculaire absolue (Figure 50A) ou celle normalisée
avec le poids des animaux (=6 mN/g; Figure 50B). Néanmoins il apparait que chez les femelles
le génotype a une incidence sur la force musculaire. Alors que le groupe contréle présente
une force normalisée au poids d’environ 7 mN/g, les groupes htau et htau;TgB/IN1 montrent
une force significativement inférieure d’environ 6 mN/g, une valeur qui est similaire a celles

observées chez les males.
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Figure 50 : Force musculaire des quatre pattes (grip test) chez les souris htau;TgBIN1 agées de 15 mois. Force
absolue (A) et la force relative au poids de chaque souris (B) avec les males en bleu et les femelles en rose. Les
données, moyenne + SEM, ont été analysées avec une ANOVA a deux facteurs (sexe et génotype), suivie si
nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Tukey pour déterminer les différences entre les
génotypes. ** p < 0,01; *** p< 0,001

d. ii. Rotarod
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Figure 51 : Coordination motrice (rotarod) sans apprentissage chez les souris htau;TgBIN1 agées de 15 mois.
Temps avant la chute chez les méles (A) et les femelles (B). Les données, moyenne = SEM, ont été analysées avec
une ANOVA a un facteur, suivie si nécessaire d’un test post hoc de comparaisons multiples de Bonferroni. ** p <
0,01; *** p < 0,001

Le test du rotarod est utilisé afin de déterminer la capacité des animaux a synchroniser leurs
guatre pattes et donc de tester leur coordination locomotrice. La vitesse de rotation des
rouleaux, sur lesquels courent les souris, accélére avec le temps et nous analysons pendant
combien de temps les animaux sont capables de tenir. Ainsi, les males htau;TgBIN1 échouent
plus vite et montrent donc une capacité amoindrie dans cette tache que le groupe controle

(Figure 51A). L’étude chez les femelles révele le méme phénomene préalablement observé
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avec le grip test (Figure 51B). En effet, les femelles contréles présentent une capacité de
coordination significativement supérieure a celle enregistrée chez les femelles htau et

htau;TgBIN1.

. 2. Etude histologigue et moléculaire des modeéles

Suite a I'étude comportementale, I'ensemble des animaux a été sacrifié a 18 mois afin
d’effectuer des expériences de biologie moléculaire et histologique. Seule I'expérience de
microscopie électronique a utilisé des animaux dits naifs, c’est-a-dire des animaux n’ayant

jamais effectué de tests comportementaux de leur vie.

Les résultats présentés dans ce manuscrit feront uniquement mention des males pour lesquels
une restauration de la perte de mémoire spatiale a long terme a été observée lors de la

surexpression du géne BIN1.

2. a. Distribution spatiale de phospho-tau
a. i. Note sur I'anticorps « Tau total » utilisé

Afin de normaliser le niveau de phosphorylation de Tau avec le niveau total et soluble de cette
protéine, nous avons eu recours a un anticorps provenant d’Abcam® clone [E178], différent
de I'anticorps Tau-1 précédemment utilisé en laboratoire mais dont le dernier lot s’est révélé
de mauvaise qualité. Cet anticorps a également été utilisé dans ces travaux afin
d’'immunomarquer la localisation de Tau. Abcam® se réserve le droit de conserver pour elle
seule la séquence peptidigue utilisée dans le développement de cet anticorps pour lequel il
n‘est pas mentionné de reconnaissance d’un épitope phosphorylé. Les deux premiéres
références, fournis par Abcam®, de cet anticorps mentionne son utilisation dans la méme
finalité de normalisation en WB et d'immunomarquage

. Je dois reconnaitre qu’une erreur a été commise de ma part dans la sélection de ce
clone, erreur qui a également été faite dans d’autres publications d’ores et déja acceptées. En

effet, il apparait que cet anticorps permet la reconnaissance de la Ser396 sous sa forme

phosphorylée . Notons que la phosphorylation de ce résidu est retrouvé en
condition physiologique et également dans les cerveaux de patients
Alzheimer . Enfin, I'état de phosphorylation de la Ser396 n’a pas d’impact

sur la liaison de Tau a BIN1 en PLA sur culture neuronale
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a. ii. Au niveau hippocampique

Au niveau de I'hippocampe dorsal, le marquage de pTau-396 montre chez les animaux
controles une distribution axonale de cette protéine (Figure 52A). Cette observation est visible
de maniére prépondérante dans les fibres de projections issues du gyrus denté vers la CA3.
Cette distribution se retrouve complétement perturbée dans le modéle htau, pour lequel nous
observons une relocalisation de la protéine Tau dans le soma (Figure 52B), et ceci pour tous
les niveaux anatomiques de I’hippocampe (hile du gyrus denté, CA3, CA2 et CA1). De maniere
surprenante, ce phénotype n’a pas été retrouvé chez les animaux htau;TgBIN1 (Figure 52C).
Ainsi, ce dernier groupe présente une distribution cellulaire de Tau similaire a celle observée
chez les contréles, avec un marquage prépondérant au niveau axonal et une faible présence
de cellules dont le marquage est somatique. La quantification du nombre de cellules
présentant ces inclusions somatiques a été réalisée chez les animaux htau et htau;TgBIN1
(Figure 52D). Nous avons sciemment omis la quantification de ce marqueur chez les animaux
contrdbles qui ne présentaient pas ce phénotype afin d’alléger le niveau de comparaison. Nous
avons pu alors déterminer que la surexpression du gene BIN1 est en mesure de réduire de

plus de 92% le nombre de cellules présentant ces inclusions.

Par la suite nous avons testé un duo d’anticorps spécifiques des sites phosphorylés de Tau au
niveau de la Ser202 et de la Thr205 (AT8) ainsi que de la Thr231 (AT180). Le marquage de ces
formes phosphorylées ne montre aucun signal dans le groupe controle (Figure 52E et 1). Ce
marquage est trouvé de maniére abondante dans le groupe htau pour lequel un marquage

somatique (inclusion intracellulaire) a de nouveau été identifié (Figure 52F et J).

De la méme maniere que précédemment, la surexpression du gene BIN1 dans le modele
htau;TgBIN1 est en mesure de diminuer le nombre de cellules présentant des inclusions
(Figure 52G et K). Ainsi nous avons constaté une diminution du nombre de cellules présentant
des inclusions identifiées avec les anticorps AT8 et AT180 de 83% et 77% respectivement

(Figure 52H et L).
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Figure 52 : localisation de Tau dans I’hippocampe chez les souris htau;TgBIN1 agées de 18 mois. Photographies
représentatives des animaux contréles (A, E et 1), des animaux htau (B, F et J) et des animaux htau; TgBIN1 (C, G,
et K) avec un agrandissement du hile dans I'encart en haut a droite. Nombre de cellules présentant des inclusions
somatiques de Tau, normalisé par rapport a la surface en mm? de I’hippocampe chez les animaux htau et
htau;TgBIN1 avec I'anticorps Tau C-ter (D) AT8 (H), AT180 (L). Les données, moyenne + SEM, ont été analysées
avec le test non paramétrique de Mann- Whitney. * p< 0,05. Echelle = 500 um, échelle agrandissement = 100pum

a. iii. Au niveau du cortex périrhinal

L‘immunomarquage des formes phosphorylées de Tau (AT8 et AT180) du cortex périrhinal
révele des données similaires a celles préalablement observées dans I’hippocampe. Ainsi,
alors gu’aucune inclusion intracellulaire n’a été observée dans le groupe contrdle pour ces
deux marqueurs (Figure 53A-B), ces inclusions sont retrouvées dans le groupe htau (Figure 53C-
D). Le groupe htau;TgBIN1 présente quant a lui une diminution de 76% du nombre de cellules
avec inclusions révélées avec I'anticorps AT8 (Figure 53E-G) et de 69% avec |'anticorps AT180

par rapport au groupe TgMAPT (Figure 53G-H).
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Figure 53 : localisation de Tau dans le cortex périrhinal chez les souris htau;TgBIN1 agées de 18 mois.
Photographies représentatives des animaux controles (A, E et 1), des animaux htau (B, F et J) et des animaux htau;
TgBIN1 (C, G, et K). Nombre de cellules présentant des inclusions somatiques de Tau, normalisé par rapport a la
surface en mm? du cortex périrhinal chez les animaux htau et htau;TgBIN1 avec 'anticorps Tau C-ter (D) ATS8 (H),
AT180 (L). Les données, moyenne + SEM, ont été analysées avec le test non paramétrique de Mann- Whitney.
Seuil a< 0,05. Echelle = 250 um

a. iv. Contréles négatifs

Les anticorps ciblant les formes phosphorylées de Tau (AT8 et AT180) proviennent de |'espéece
Mus musculus. Nous avons donc réalisé des immunofluorescences en utilisant uniquement
I’anticorps secondaire (anti-souris) qui a servi de contréle négatif. Ces controles ont été réalisé
pour chaque animal et a chaque expérience. Nous avons observé I'absence de cellules

présentant les inclusions intracellulaires préalablement décrites (Figure S 6A-C). Nous avons

-124 -



EFFETS CROISES DE LA SUREXPRESSION DE BIN1 ET DE MAPT

tout de méme constaté un bruit de fond qui se différencie parfaitement des inclusions et qui

pourrait correspondre aux marquages de vaisseaux sanguins.

2. b. Niveau d’expression de certaines formes solubles de Tau

Afin de déterminer si le niveau d’expression de BIN1 peut influencer le niveau de
phosphorylation de la protéine Tau humaine, nous avons conduit des WB a partir d’extraits

d’hippocampe et de cortex temporal.
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Figure 54 : Quantification de phospho-tau soluble au niveau de 'hippocampe chez les souris htau;TgBIN1 dgées
de 18 mois. Membranes des WB révélant le marqueur phospho-tau a I'aide de I'anticorps AT8 (A) ou AT180 (B).
Les marqueurs de phospho-tau, de tau et de la GAPDH ont été révélés sur la méme membrane. La quantification
du niveau de phosphorylation des sites AT8 (C) et AT180 (D) a été rapportée au niveau de pTau-296 et
préalablement normalisé au niveau de la GAPDH. La quantification du niveau de Tau soluble des deux
membranes respectives (E et F) a été normalisée a la GAPDH. Les données, moyenne + SEM, ont été analysées
avec un test de Mann-Whitney. Seuil a < 0,05
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Le niveau de phosphorylation de Tau soluble dans I’hippocampe, déterminé avec les anticorps
AT8 et AT180, ainsi que le niveau de pTau-396 ne sont pas différents entre les animaux htau

et htau;TgBIN1 (Figure 54A-F).

De la méme maniére, le niveau de phosphorylation de Tau soluble dans le cortex temporal,
déterminé avec les anticorps AT8 et AT180, n’est pas différent entre les animaux htau et
htau;TgBIN1 (Figure 55A-D). Cependant dans I'une des deux membranes, nous avons constaté
une augmentation significative de I'expression de pTau-396 au niveau du cortex temporal
chez les animaux htau;TgBIN1 par rapport aux animaux htau (Figure 55F). Dans la deuxiéme,

aucune variation n’a été observée (p-valeur associée de 0,1143 ; Figure 55E).
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Figure 55 : Quantification de phospho-tau soluble au niveau du cortex temporal chez les souris htau;TgBIN1
agées de 18 mois. Membranes des WB révélant le marqueur phospho-tau a I'aide de I'anticorps AT8 (A) ou AT180
(B). Les marqueurs de phospho-tau, de tau et de la GAPDH ont été révélés sur la méme membrane. La
guantification du niveau de phosphorylation des sites AT8 (C) et AT180 (D) a été rapportée au niveau de pTau-296
et préalablement normalisé au niveau de la GAPDH. La quantification du niveau de Tau soluble des deux
membranes respectives (E et F) a été normalisée a la GAPDH. Les données, moyenne + SEM, ont été analysées
avec un test de Mann-Whitney. * p< 0,05
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2. c. Microscopie électronique

Nous avons étudié des anomalies structurelles par microscopie électronique au niveau du
fornix et de I'hippocampe. Des animaux naifs de 18 mois ont été utilisés avec les génotypes

suivants :

— Un groupe contrdle (n=2 ; Mapt*/")

— Un groupe contréle homozygote Mapt;TgBIN1 (n=1; Mapt”-;TgBIN1)
— Un groupe contrdle TgBIN1 (n=1; Mapt*/*;TgBIN1)

— Un groupe htau (n=2 ; Mapt’;TgMAPT)

— Un groupe htau;TgBIN1(n=2 ; Mapt’;TgMAPT:TgBIN1).

A Mapt *- B Mapt -;TgBIN1 C TgBIN1

Figure 56 : Anomalies structurelles par microscopie électronique au niveau du fornix chez les groupes contréles
Mapt+/- (A), Mapt-/-;TgBIN1 (B) et TgBIN1 (C) et les groupes htau (D) et htau;TgBIN1 (E) a 18 mois. Le panel
du bas représente des agrandissements de celui du haut. Les étoiles jaunes représentent des anomalies dans la
gaine de myéline. Echelle=5um. Echelle zoom=2um
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c. I. Fornix

La région du fornix ne montre pas d’anomalies chez les différents groupes contréles (Mapt*/,
Mapt”-;TgBIN1 et TgBINI ; Figure 56A, B et C). Cependant nous avons observé une nette
détérioration de I'organisation des feuillets de myéline des deux animaux htau (Figure 56D).
En effet, la quasi-totalité des axones de cette région présentent des gaines de myéline

déroulées en anneaux non compacte.

De maniére surprenante, il apparait que la surexpression de BIN1 dans le modele de
tauopathie (htau,TgBIN1) entraine un retour a la normale de ce phénotype (Figure 56E). En
effet, une quasi absence d’axones présentent une gaine de myéline détériorée chez les deux

animaux htau;TgBIN1 étudiés a été constatée.
c. li. Hippocampe

Les images des segments proximaux des axones de la CAl dorsale ne révelent pas de
phénotype particulier quel que soit le génotype considéré. Ainsi, 'ensemble des animaux

présentent une ultrastructure normale des RMT (Figure57).

Au niveau des corps cellulaires des neurones de la CA1 dorsale, nous n’avons pas constaté de
phénotype particulier quel que soit le génotype considéré. Par ailleurs, aucune anomalie du

réticulum endoplasmique n’a été observée chez 'ensemble des animaux (Figure58).

wlisi ® 4 v ; ———

» 1 3.

Figure 57 : Ultra-structures des axones proximaux par microscopie électronique au niveau de la CA1 chez les
groupes contréles Mapt+/- (A), Mapt-/-;TgBIN1 (B) et TgBIN1 (C) et les groupes htau (D) et htau;TgBIN1 (E) a
18 mois. Echelle=2pm
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Figure 58 : Ultra-structures des corps cellulaire par microscopie électronique au niveau de la CA1 chez les
groupes contrdles Mapt+/- (A), Mapt-/-;TgBIN1 (B) et TgBIN1 (C) et les groupes htau (D) et htau;TgBINI(E) a
18 mois. Echelle=2um

e

2. d. Variation d’expression protéique entre I’hippocampe et le cortex périrhinal

Le niveau d’expression de pTau-396 humain dans le modéle htau;TgBIN1I ne montre pas de
variation entre les extraits d’hippocampe et de cortex temporal provenant des mémes
animaux (Figure 59A et C). Ce résultat est en opposition avec la quantification de BIN1, pour
laguelle nous observons une plus forte expression des isoformes cérébrales dans

I’hippocampe que dans le cortex temporal (Figure 59B et D).

Un niveau d’expression de RTN4-A significativement plus élevé a été détecté dans
I"hippocampe des animaux htau,TgBIN1 par rapport aux animaux contréles et htau (Figure
60A et C). Néanmoins cette hausse n’a pas été retrouvée dans le cortex temporal (Figure 60B

et D).
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Figure 59 : Variation de I'expression des protéines Tau (A) et BIN1 (B) dans I’hippocampe et le cortex temporal
chez les mémes sourishtau;TgBIN1 agées de 18 mois. Quantification des protéines Tau (C) et BIN1 (D) par
rapport au niveau respectif de la GAPDH de chaque échantillon. Les données, moyenne + SEM, ont été analysées

avec un test de Mann-Whitney. *p< 0,05
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Figure 60 : Variation de I’expression de la protéine RTN4-A dans I’hippocampe (A) et le cortex temporal (B)
chez les mémes souris htau;TgBIN1 agées de 18 mois. Quantification de la protéine RTN4-A dans I’hippocampe
(C) et le cortex temporal (D) par rapport au niveau respectif de la GAPDH de chaque échantillon. Les données,
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moyenne + SEM, ont été analysées avec un test de Mann-Whitney. *p < 0,05
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lIl. Résultats préliminaires

. 1. Impact d’une diminution de |’expression de Bin1 dans un modéle de tauopathie

Un troisieme projet étudie la baisse de I'expression de Binl murin dans |'établissement des

phénotypes liés au modele de tauopathie. Des expériences préliminaires ont été conduites

sur deux premiéres cohortes d’animaux composées de deux groupes® « contréles » (n=5,

Mapt*- et n=5, Mapt*/;Bin1*""), d’'un groupe modélisant la tauopathie (n=15, htau) et d’un

groupe modélisant la tauopathie avec la diminution d’expression du gene Bin1 murin (n=13,

htau;Bin1*). Le faible échantillonnage de chacun de ces groupes et le nombre important de

comparaison a effectuer ne nous permettent pas a I’"heure actuelle de réaliser des analyses

statistiques. La description et l'interprétation de ces données sont donc pour le moment

préliminaires et hypothétiques.

1. a. Activité locomotrice en champ ouvert
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Figure 61 : Activité locomotrice chez les souris htau;Bin1+/- gées de 3 mois durant trente minutes. Distance

parcourue (A et B) et vélocité (C et D) des males (a gauche) et des femelles (a droite). Moyenne + SEM.

1 Méles et femelles
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La mesure de I'activité locomotrice réalisée a 3 mois en champ ouvert semble indiquer une
hypolocomotion chez les femelles htau;Bin1*/-. Ce phénotype se retrouve a la fois en terme
de distance parcourue (Figure 61B) et en terme de vélocité (Figure 61D). Cet effet ne semble

pas exister chez les animaux contréles Mapt*/-,Bin1*/".

Cette possible hypolocomotion n’est pas retrouvé chez les males que ce soit en terme de

distance parcourue (Figure 61A) ou de vélocité (Figure 61C).

1. b. Reconnaissance d’objet

Le test de reconnaissance d’objet effectué a 3 mois en discriminant les sexes ou non semble

indiquer une incapacité des animaux htau;Bin1* a effectuer un rappel sur le court terme

(Figure 62 A-B).
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Figure 62 : Index de reconnaissance aprés une heure de rétention chez les souris htau;Bin1+/- dgées de 3 mois
avec discrimination (A) ou non (B) des sexes. La ligne rouge discontinue représente un index de 50% pour lequel
aucune préférence ne peut étre visualisée. Moyenne + SEM

. 2. Impact de la variation des niveaux de BIN1 et de Tau sur I'expression protéique

2. a. Chez I'animal agé

Nous nous sommes intéressés a savoir si les variations d’expression des protéines dynamine 2,
APP, AMPH1 et ATF6?, un acteur de la réponse au stress cellulaire dépendant du RE, pouvaient
étre due a la surexpression de BIN1 dans le modéle de tauopathie. Nous avons observé que la
surexpression de BIN1 dans le modele htau entraine une hausse significative du niveau

d’expression de la protéine dynamine 2 de 186% et APP de 216% par rapport au modele de

! De I'anglais, Activating Transcription Factor 6
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tauopathie (Figure 63 A-B). Une tendance a la hausse a également été retrouvée pour la

protéine ATF6 (p=0,0789 ; Figure 63D) mais pas pour ’AMPH1 (Figure 63C).
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Figure 63 : Variation de I'expression des protéines dynamine 2 (A), APP (B), AMPH1 (C) et AFT6 (D) dans
’hippocampe de souris htau;TgBIN1 dgées de 18 mois. Quantification, sous leur membrane respective, des
protéines dynamine 2, APP, AMPH1 et ATF6 par rapport au niveau respectif de la GAPDH de chaque échantillon.
Les données, moyenne * SEM, ont été analysées avec une ANOVA non paramétrique suivie d’'un test de
comparaisons multiples de Dunn. *p < 0,05
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2. b. Chez I'animal jeune

A partir d’extrait de cerveau totaux (E18,5), nous avons mis en évidence une diminution
significative de 27% du niveau d’expression de ’AMPH1 chez les animaux Bin1” par rapport
aux animaux WT. Toutefois ces variations ne sont plus retrouvées dans I’hippocampe de souris

TgBIN1 agées de 3 mois (Figure 64A-B).
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Figure 64 : Variation de I'expression de la protéine AMPH1 dans le cerveau entier d’embryon E18.5 de souris
Bin1-/- (A) et ’hippocampe de souris TgBIN1 agés de 3 mois(B).Quantification, sous leur membrane respective,
de ’AMPH1 par rapport au niveau respectif de la GAPDH de chaque échantillon. Les données, moyenne + SEM,
suivent une loi normale d’apres le test de Shapiro-Wilk et ont été analysées avec un test t de Student. *p < 0,05
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Discussion

Les travaux de these ont eu pour objectif de déterminer I'impact d’une surexpression du géne
BIN1 humain, qui présente une activité physiologique, chez la souris. Le modéle TgBIN1, est
pour I’heure la seule base d’étude de cette surexpression de BIN1-H chez les mammiferes. Ces
souris développent des anomalies comportementales, cellulaires et moléculaires. Ainsi, nos
données révelent que BIN1 est impliqué dans des voies moléculaires liée a RTN4-A. La
modification d’expression de BIN1/Bin1 entraine des phénotypes qui peuvent étre régulés par

cet interacteur comme I'organisation de la myéline, I'architecture dendritique et du RE.

Dans un deuxiéme temps, nous avons pu constater que cette hausse du ratio BIN-H/BIN1-L
était en mesure de préserver les atteintes induites par le modéle htau au niveau de la mémoire
spatiale a long terme, de la formation d’inclusions de Tau et de I'organisation ultra-structurale
des feuillets de myéline. |l apparait également qu’une modulation de BIN1 par surexpression
de BIN1-H ou par délétion hétérozygote de Binl dans le modele htau entraine la méme

synergie d’apparition précoce du déficit de mémoire a court terme.

Nos données permettent pour la premiere fois d’établir in vivo un impact fonctionnel du
niveau de BIN1 sur le développement de tauopathie apparentée a la maladie d’Alzheimer. Cet

impact peut étre ajusté en fonction de I’age, du sexe et du connectome neuronal sollicité.

l. Impact de la surexpression du gene BIN1 humain

I. 1. Caractéristiques génétiques

Afin d’étudier les conséquences d’une surexpression du géne humain BIN1, un modéle murin
surexprimant ce gene a été développé grace a la technologie BAC. Malgré I'absence
d’information sur la localisation chromosomique de ce transfert génétique, nous avons pu

nous assurer que la séquence humaine est dépourvue de mutations exoniques.

Le premier lien entre le gene BIN1 et la LOAD a été effectuée par GWAS. En 2013, douze
polymorphismes de ce géne étaient référencés . Nous avons
sélectionné parmi eux trois polymorphismes selon leur probabilité d’interaction avec le
développement de la LOAD mais également au regard de leurs implications fonctionnelles.

Dans le clone utilisé pour notre modéle animal, le séquencage des régions nucléotidiques au
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niveau du promoteur de BINI n’a pas révélé la présence du polymorphisme rs59335482 qui

est corrélé a la surexpression de BINI

. De plus, le polymorphisme rs744373 n’a pas non plus été retrouvé.
Celui-ci est associé au déclin cognitif, a la progression de la LOAD ,ala
concentration de Tau et phospho-Tau dans le liquide céphalorachidien, a un déséquilibre dans
le métabolisme du glucose et également a une atrophie cérébrale . Enfin le
polymorphisme rs7561528 corrélé a une atrophie de I"hippocampe n’est

pas non plus présent dans le clone utilisé.

. 2. Expression de BIN1 au niveau cérébral

Le deuxiéme lien est apparenté a une surexpression du gene BIN1 dans le cerveau des patients

Alzheimer. En effet, le gene BIN1 est surexprimé au niveau du CPF

et du CP (

chez les patients atteints de LOAD au niveau des ARNm mais également au niveau protéique

. Dans cette derniére étude, les auteurs présentent une surexpression de
BIN1-iso9 au niveau de I'hippocampe, du CPF et du cortex pariétal inférieur qui contient le
gyrus supramarginal et le gyrus angulaire. Cette isoforme, qui est exprimée de maniere
ubiquitaire, est positivement corrélée au nombre de DNF (R? = 0,1 avec une p-valeur de
0,0002) chez les patients atteints de LOAD . Les mémes auteurs présentent
également une diminution d’expression des isoformes cérébrales (BIN1-H) dans I’hippocampe
et le cortex pariétal inférieur. La méme diminution du niveau protéique de BIN1-H a été

observée dans le CPF de patients Alzheimer
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Il apparait en premier lieu que notre modele TgBIN1 est un modéle miroir de ce qui est
retrouvé chez les patients atteints de LOAD. En effet, alors qu’une diminution d’expression de
BIN1-H avec surexpression de BIN1-L sont mesurées post-mortem, nos données révelent que
le déséquilibre modélisé chez la souris est en faveur d’une augmentation de ce ratio
BIN1-H/BIN1-L. Ainsi, si notre modeéle TgBIN1 présente un niveau d’ARNm total 2,5 fois plus
important que le niveau endogéne, comparable aux données recueillies chez I’humain
post-mortem, une surexpression protéique de BIN1-H a été retrouvée dans I’hippocampe
d’environ 4 fois. Le niveau de BIN1-L ne présente, quant a lui, pas de variation.
Les données relatives a I'expression de ce géne humain chez la souris montrent une bonne
expression des isoformes spécifiques du tissu musculaire et nerveux. Un clonage des ARNm
exprimés dans I'hippocampe des souris Bin1”/-;TgBIN1 a permis d’identifier la production de
BIN1-isol et BIN1-iso9. Mais d’autres isoformes non répertoriées dans la littérature ont
également été identifiées. Nous avons ainsi pu identifier sur treize clones, trois épissages
alternatifs de I’'exon 17 avec une délétion plus ou moins importante de I'extrémité C-ter du
domaine BAR. Nous avons également noté I'inclusion de I’'exon 13 uniquement dans deux
clones dont un qui est dépourvu de I’exon 10 du domaine BAR. Comme nous |'avons vu (voir
partie IV. 1. Isoformes de BIN1, p. 36), les sept isoformes cérébrales de BIN1 présentent un
épissage alternatif des exons du domaine CLAP et de I'’exon 7 du domaine BAR

. De plus, une récente étude met en avant la
possibilité pour BIN1 de présenter des altérations dans son épissage alternatif dans les

cerveaux des patients atteint de LOAD

Afin de déterminer une possible correspondance protéique a ces isoformes atypiques, des
anticorps spécifiques du domaine CLAP! neuronal (3497-BIN1-BAR) ont été utilisés. Cette
expérience a révélé la présence d’'un profil complexe a faible poids moléculaire (de 15 a 55
kDa) dans le tissu cérébral des souris WT, TgBIN1 et Bin17/-;TgBIN1, comme cela a été retrouvé
dans le poumon et le muscle de rat adultes et dans le cerveau de souris par
Co-IP de BIN1 . A ce jour, nous ne pouvons pas déterminer si ces profils
correspondent a un produit de dégradation de BIN1 ou s’ils sont inhérents a la transcription
d’autres isoformes du géne Binl chez la souris. Il ne semble pas que les profils retrouvés chez

les animaux WT soient surexprimés chez les animaux transgéniques, ce qui implique que des

1 Contenant I'exon 16
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épissages alternatifs non décrits de BIN1 au niveau du SNC de souris C57BL/6J pourraient étre
possibles. L’utilisation d’un second anticorps spécifique du domaine CLAP! (a-CLAP-BIN1) a
révélé I'expression d’isoformes cérébrales uniqguement a I'age adulte en accord avec une
précédente observation issue du clonage des ARNm de BIN1 au niveau cérébral d’embryons
de souris . En effet aucun profil protéique a haut poids moléculaire
caractéristique de ces isoformes contenant I’exon 16 n’a été identifié au stade embryonnaire

E18,5 (WT).

Il apparait donc que la régulation de la transcription du géne BIN1/Bin1 présente différents
degrés de complexité en terme structurel, temporel et anatomique. Nous considérerons pour
la suite que la variable principale de cette étude est la hausse de I'expression des isoformes

cérébrales de BIN1 et de 'augmentation du ratio BIN1-H/BIN1-L.

. 3. Activité physiologique de BIN1 chez la souris

Dans notre étude, nous avons déterminé le potentiel physiologique de I'expression du gene
BIN1 humain chez la souris. La lignée de souris présentant une surexpression de BIN1 avec
une délétion homozygote du géne murin a permis de valider ce potentiel. En effet, BIN1 est
en mesure de restaurer la viabilité sur le long terme des animaux Bin1”/ qui présentent une
|étalité périnatale. Cette létalité, qui est dépendante de I'expression de Binl au niveau
musculaire, a été identifiée a la fois dans notre étude et dans d’autres travaux de notre
laboratoire . Des organes exprimant BIN1 de maniére physiologique
comme le cceur, les testicules, les poumons, le foie et la trachée n‘ont pas montré de
phénotypes histopathologiques. A I’Age de 3 mois, ces animaux males et femelles (Bin1”-
;TgBIN1) ne présentaient pas de faiblesse musculaire dans la force absolue et dans le temps
de fatigue. D’un point de vue comportemental, ils ne présentaient pas de défauts locomoteurs
ou de la mémoire a court terme en reconnaissance d’objet, ni méme de défauts de la mémoire
conditionnée. Ainsi, la surexpression du gene BIN1 est en mesure d’induire une activité

physiologique chez la souris sans atteintes évidente au niveau comportemental et musculaire.

En conclusion, la surexpression du gene BIN1 chez la souris présente un caractére
physiologique qui peut mimer certains aspects fonctionnels et essentiels du gene murin. Pour
autant, il apparait que ce modeéle de sauvetage (Bin17/-;TgBIN1) présente également des

anomalies cellulaires au niveau du RE, de la membrane plasmique et dans |'ultrastructure des
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feuillets de myéline dans le SNP. Les génotypes sélectionnés pour cette étude (WT et
Bin17-;TgBIN1) ne nous permettent pas d’établir qui de la surexpression du géne BIN1 humain

et/ou de la perte du géne Binl murin est responsable des phénotypes observés.

[. 4. BIN1, RTN4-A et modelage du réticulum

La protéine BIN1 interagit avec d’autres protéines par ses domaines BAR, CLAP et SH3 qui sont
tous les trois présents dans BIN1-H. Afin de déterminer de nouvelles voies moléculaires dans
lesquelles la protéine BIN1 pourrait étre engagée, nous avons réalisé la Co-IP de BIN1-H et
BIN1-L au niveau cérébral avec un anticorps ciblant le domaine de liaison a I'élément myc
(ciblant I'exon 18, présent dans toutes les isoformes) permettant de laisser « libres » les

domaines BAR, CLAP et SH3.

Parmi la liste des interacteurs obtenus, nous avons identifié par MS/MS et WB la protéine
AMPH1 partenaire de BIN1, la Synaptojanine 1 qui est déja décrite comme interagissant avec
les protéines AMPH1 et BIN1 ainsi que la Dynamine 3

. Cependant, I'absence de détection
d’autres interacteurs connus comme la protéine Tau ou les Dynamines 1 et 2, montre que ces
données sont a considérer avec prudence. C'est pourquoi la constitution de I'interactome
proposé a partir de nos données expérimentales ne constitue pas un interactome exhaustif
de BIN1 mais sert de base de travail a I'identification de nouvelles cibles. Le présent manuscrit
s’efforcera de comprendre les voies moléculaires qui peuvent étre engagées par l'interaction
entre BIN1 et RTN4-A au niveau du SNC. Cette interaction a été validée! en condition

physiologique (WT) et de surexpression (TgBIN1).

Nous avons donc choisi de nous focaliser sur la protéine RTN4-A? qui fait partie de la famille
des protéines réticulons (RTN1-4 ou RTN). Cette famille doit son nom a sa fonction dans la
structuration membranaire du RE . Elle est impliquée dans de multiples
maladies neurodégénératives comme la sclérose latérale amyotrophique, les scléroses en

plagues et la paraplégie spastique héréditaire

1 Le processus de validation comprend la spectrométrie de masse MS ?, les WB avec les produits de la Co-IP BIN1,
les WB avec les produits de la Co-IP RTN4-A et les PLA sur cultures neuronales.

2 La protéine RTN4 ainsi que son géne nommé RTN4 selon Ensembl ou Nogo/RTN4 a
connu des modifications de nomenclature depuis les années 90. Dans ce manuscrit, nous ferons référence au
géne par la dénomination Rtn4
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Le gene RTN4 permet la production apres épissage alternatif de trois isoformes protéiques A,
B et C dans les neurones, les oligodendrocytes et les cellules de Schwann

. Uisoforme la plus longue nommée RTN4-A! présente, comme toutes les

protéines réticulons, un domaine d’homologie qui possede deux domaines hydrophobes

séparés par une boucle hydrophile de 66 acides aminés (boucle Nogo66) dans la partie C-ter

. Ce domaine d’homologie permet la localisation subcellulaire au

niveau du RE ou de la membrane plasmique ainsi que 'interaction avec son récepteur NogoR

BIN1 et le réticulum in vivo

L’analyse par microscopie électronique du nerf sciatique des souris Bin1”/;TgBIN1 a révélé des
anomalies cellulaires. Ainsi, ces souris présentaient une dilatation du RE granulaire (REG) dans
les cellules de Schwann. Ces cellules sont responsables de la myélinisation des fibres axonales
périphériques. Ce phénotype peut étre apparenté a une mort cellulaire de type 3B selon la
classification répertoriée par Peter G.H. Clarke . Dans la description faite a partir
de clichés obtenus en microscopie électronique, cette mort cellulaire se caractérise
initialement par I'émergence d’une dilatation du REG auquel les ribosomes restent attachés.
Durant ce processus il n'y a pas de condensation précoce du noyau ni de fragmentation
détectable des organelles qui pourraient alors étre phagocytées. Enfin durant la mort

cellulaire de type 3B, le REG n’est pas intégré dans des vacuoles autophagiques.

La mort cellulaire est un mécanisme nécessaire au développement des organismes.
Cependant I'augmentation du nombre de ces événements liés au REG chez les souris
Bin17/-;TgBIN1 par rapport aux animaux contréles pourrait étre le signe d’un processus
pathologique induit par la perte de fonction endogéne et/ou la surexpression du géne BIN1.
Quel que soit I'élément génétique causal, il met en avant une corrélation entre la protéine

BIN1 et I'architecture membranaire du RE.

4. 3. BIN1 et le réticulum ex vivo

Le domaine BAR*? de la protéine BIN1, qui permet la dimérisation avec BIN1 ou AMPH1 pour

détecter et/ou générer des courbures membranaires, est en mesure d’induire des tubulations

! Nommée également Nogo-A ou RTN4-A/Nogo-A
2 Acides aminées 1-282, le domaine BAR* contient le domaine de liaison aux phospho-inositides qui est codé par
I’exon 11 spécifique du tissu musculaire.
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membranaires qui ne présentent pas les mémes caractéristiques que les T-tubules des cellules
musculaires . Il est établi que la protéine RTN4-A est également impliqué

dans le modelage membranaire, et plus particulierement dans la tubulation du RE

, et la formation de I’enveloppe nucléaire . Il apparait également
qgue cette tubulation du RE nécessite le recrutement de protéine présentant des hélices

amphiphatiques comme BIN1 (Figure 65 ;

Nos données révelent qu’une faible co-localisation existe entre les tubules générés par
BIN1-BAR* et le RE!, mais ces tubules présentent une plus grande probabilité de
co-localisation avec RTN4-A. La co-localisation est relative a I'échelle d’'un microscope
confocal, c’est-a-dire avec une résolution spatiale d’'un maximum de 200 nm. Ainsi, nos
données suggérent qu’une expression anormale de BIN1-BAR* pourrait entrainer, grace au

recrutement partiel de RTN4-A, une tubulation membranaire anormale.

1 Mis en évidence avec la sonde Sec-61B

-141 -



IMPACT DE LA SUREXPRESSION DU GENE BIN1 HUMAIN

Nuclear
envelope
sl Cisternae
Rough endoplasmic
reticulum
Ribosomes
mrtlculum

Smooth ER tubules

Figure 65 : Implications fonctionnelles de RTN4 dans I'architecture du réticulum endoplasmique. Le RE est un
systéme complexe qui se retrouve notamment au niveau péri-nucléaire (A). Le RE peut étre dissocié en deux
catégories, le RE en feuillets ou ER sheet et le RE tubulaire ou smooth ER tubules qui est dépourvu de ribosomes
(B). La formation des tubules du RE recourt notamment au concours des protéines Réticulons et de la
dimérisation du domaine BAR (le rouge et le bleu symbolise un domaine BAR) avec interaction directe. Ces tubes
peuvent étre interconnectés grace notamment a des éléments adaptateurs comme les altlastines. Figure adaptée
d’aprés (Goyal and Blackstone 2013)

Par ailleurs, des expériences préliminaires réalisées sur des MEF mettent en évidence la
présence d’anomalies du RE chez les animaux TgBIN1. En effet, nous avons identifié des
cellules qui présentaient un RE compact. Il serait nécessaire de quantifier le nombre de cellules
présentant ces anomalies pour étayer la caractérisation de ce phénotype et de déterminer si

ces anomalies sont co-localisées avec RTN4-A (travail en cours).
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4. b. BIN1, un modulateur de la réponse au stress cellulaire ?

Le RE a pour fonction cellulaire de stocker le calcium et de permettre des modifications post-
traductionnelles ainsi qu’une structuration fonctionnelle des protéines avant un adressage a
I'appareil de Golgi .La perte d’expression endogene du gene Binl
et/ou sa surexpression pourrait étre en mesure d’induire un phénomeéne de stress cellulaire.
Un stress du RE peut étre induit par une cause pathologique comme I'ischémie, I’hypoxie ou
I’'absorption de poisons . L'une des conséquences majeures du
stress du RE est la surexpression de protéines chaperonnes liées au RE et I'activation de la
réponse aux protéines anormalement repliées (UPR!). Cette voie UPR, caractérisée
notamment par le clivage de I’ATF6 et la phosphorylation de ERK,? est en charge de
promouvoir le repliement normal des protéines et la dégradation des protéines
anormalement repliées . Lorsque cette voie UPR est activée de
maniére trop intense ou sur une trop longue période, la réponse cellulaire finale est
I’'apoptose. Des perturbations dans les fonctions du RE sont aujourd’hui considérées comme
un facteur pertinent dans I'étude de la maladie d’Alzheimer . Des éléments
histopathologiques et moléculaires ont récemment permis de mettre en évidence un
dysfonctionnement du RE lié a I'amyloidogénése et a Tau . En effet des études
post-mortem ont identifié I'activation de la voie UPR dans le cortex temporal et I’'hippocampe
a un stade précoce de la dégénérescence axonale qui précede la formation d’agrégats
protéiques de Tau marqués avec I'anticorps AT8 . Une augmentation
du signal cellulaire de phospho-PERK est également retrouvée dans I’hippocampe de patients
a un stade tardif. Ce signal coincide avec une délocalisation de Tau du compartiment axonal

vers le soma marqué notamment avec |'anticorps AT8

Il apparait donc pertinent de déterminer si BIN1 est en mesure de moduler la réponse au stress
cellulaire au niveau du SNC. En effet, une modulation positive ou négative de BIN1 sur la
réponse au stress cellulaire induit par le repliement anormal et excessif de Tau pourrait étre
un élément déterminant dans la cinétique de la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer.
A I'heure actuelle, nos données moléculaires concernant les cellules de Schwann dans ces

modeéles Binl1”/-;TgBINlet TgBINI ne sont pas suffisantes pour étayer le role de BIN1 sur une

! De I'anglais, unfolded protein response
2 De I'anglais, extracellular signal-regulated kinases
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possible régulation de cette voie cellulaire du stress du RE. Il serait donc nécessaire de
guantifier le niveau d’activation des éléments constituant la voie UPR chez les animaux TgBIN1
soumis a un stress environnemental comme une hypoxie au niveau du SNC afin de déterminer

si BIN1 peut moduler a la fois I'architecture du RE et sa réponse au stress cellulaire.

[. 5. BIN1, RTN4-A et modelage membranaire

5. a. BIN1 et la myéline

En complément des anomalies structurales observées au niveau du REG dans les cellules de
Schwann, nous avons pu aisément observer une perte de I'intégrité des feuillets de myéline
et de la membrane plasmique axonale. Ainsi, certains axones des souris Bin1”/;TgBIN1
présentaient une invagination de la membrane plasmique avec des inclusions de matériel non
identifié. La protéine BIN1 est notamment connue pour sa capacité a détecter des courbures
dans la membrane plasmique, de les maintenir et méme de les former

. Nous avons constaté qu’une détérioration, méme importante, des feuillets de myéline
conjointement a un potentiel stress cellulaire des cellules de Schwann n’a pas d’incidence sur

la locomotion ni sur I'activité musculaire a cet age.

Comme nos résultats le montre, la protéine BIN1 a un effet prépondérant dans I'organisation
structural des feuillets de myéline et une partie de la discussion traite de concert ce
phénoméne et la modélisation de la tauopathie (voir partie Il. 2. c. BIN1 est un acteur

essentiel dans les processus de myélinisation, p. 163).

5. b. BIN1 et I'architecture neuritique du gyrus denté

La mémoire contextuelle, classée comme épisodique, permet a I'organisme de discriminer des
environnements similaires et est en grande partie soutenue par le gyrus denté

. De ce fait, lorsqu’un défaut de mémoire contextuelle a été décelé a I’dge de 15 mois
chez les souris TgBIN1 lors du test de pattern separation, des enregistrements
d’électrophysiologie sur tranches ont été effectués dans le GD. Chez les souris TgBIN1 agées
de 3 mois, la potentialisation a long terme des neurones du GD était diminuée par rapport aux
souris WT. De plus, ces animaux présentaient également a cet age une diminution du nombre

d’épines dendritiques des neurones du GD (
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Nous avons alors étudié I'arborisation dendritique, apres reconstruction 3D, des neurones du
GD chez ces animaux agés de 3 mois. La surexpression de BINI1 a induit une diminution
drastique de la complexité architecturale du réseau dendritique des cellules granulaires. De
facon intéressante, cette diminution de I'arborisation dendritique a également été observée
au niveau des cellules granulaires du GD dans les cerveaux des patients Alzheimer

. Toutefois, si cette réduction est également corrélée avec la
présence de DNF, elle ne I'a pas été avec la présence de plaques amyloides. Les causes

moléculaires sous-jacentes de ce déficit d’arborisation dendritique restent encore inconnues

De plus, il a été établi chez la souris qu’une délétion de la protéine AMPH1, partenaire de
BIN1, entraine une diminution drastique de BIN1 ainsi qu’un défaut dans la croissance
neuritique en culture de neurones hippocampiques

Nous avons montré que le modéle de Bin17- & E18,5 présentait une diminution de 27% de
I'expression protéique de I'’AMPH1. Cependant le modéle TgBINI ne présentait pas de
variation du niveau de la protéine AMPH1 au niveau de I"hippocampe a 3 mois. Ainsi une
régulation d’expression réciproque semble exister entre les genes Amphl et Binl a minima
durant le développement embryonnaire. Le phénotype architectural observé pourrait donc
étre issu de I'expression et de l'interaction de ces deux protéines durant le développement

cérébral.

Nous pouvons également, en complément du complexe moléculaire BIN1-AMPH1, ajouter
I'effecteur RTN4-A. En effet, au niveau du SNC, l'isoforme RTN4-A a été décrite ces dix
dernieres années pour son implication dans la plasticité cérébrale
et dans l'inhibition de la pousse neuritique

. Chez la souris, I'inhibition fonctionnelle de RTN4-A avec un anticorps (11C7) ou par
délétion homozygote de ce géne (Rtn47") est en mesure de moduler significativement la
complexité architecturale des neurones hippocampiques. Ainsi, cette inhibition fonctionnelle
de RTN4-A peut a la fois, au niveau des dendrites basales, augmenter la complexité
dendritique de la CA1 et diminuer celle de la CA3 . Les auteurs de
cette étude n‘ont cependant pas étudié I'impact du niveau d’expression de ce gene sur
I’architecture neuritique des cellules granulaires du GD. De plus, il a été démontré in vitro que

RTN4-A présente une localisation préférentielle (pres de 99%) au niveau intracellulaire dans
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les oligodendrocytes matures . La fraction membranaire (1%) interagit avec
son récepteur NgR présent notamment au niveau neuronal et permettrait d’empécher le
développement anarchique de neurites collatérales . Il apparait donc que

la régulation du niveau d’expression de RTN4-A doit étre pleinement maitrisée dans le SNC.

Or, nos données mettent en exergue d’une part une interaction entre RTN4-A et les isoformes
cérébrales de BIN1, et d’autre part une corrélation positive entre le niveau d’expression de
BIN1 et le niveau de RTN4-A dans I'hippocampe. Ainsi le modele de surexpression de BIN1
(TgBIN1) présente une surexpression de RTN4-A similaire a celle retrouvée post-mortem chez
les patients atteints de LOAD . Cependant, et tout comme les auteurs le
soulignent, I'absence de quantification du niveau d’ARNm ne nous permet pas de déterminer
si la hausse protéique de RTN4-A visualisée est imputable a une hausse du niveau de

transcription ou a une stabilisation du complexe protéique

Il se pourrait que l'interaction entre BIN1 et RTN4-A se produise au niveau du domaine
reconnu par I'anticorps 11C7. En effet, I'utilisation de cet anticorps mime les effets déléteres
de linhibition de RTN4 (Rtn4”/") sur la formation dendritique. Ces données permettent
d’étayer I'observation faite par , sur la diminution de la complexité des
arbres dendritiques des cellules granulaires du GD dans les cerveaux humains atteints de
LOAD . Nous pouvons en effet supposer qu’un niveau
maitrisé et équilibré de I'expression de BIN1, AMPH1 et RTN4-A est requis pour une formation
« normale » des arbres dendritigues du GD. Une augmentation de leur expression dans
I’"hippocampe comme dans notre modele TgBIN1 pourrait alors concourir a I'établissement
des défauts observés sur I'architecture dendritique, ce qui suggere qu’un complexe composé
a minima de BIN1, AMPH1 et RTN4-A est impliqué dans la régulation du développement

neuritique.

I. 6. Mémoire a court terme et nécrose neuronale

Des données recueillies chez les souris TgBIN1 au sein du laboratoire ont permis de mettre en
exergue un défaut de reconnaissance d’objet chez ces souris dés I’dge de 6 mois. Ce test,
effectué avec une heure de rétention entre la phase d’acquisition et la phase de test, met en

jeu une forme de mémoire a court terme, impliquant en grande partie le CP?, lorsque les deux

! Cortex périrhinal
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objets (nouveau et familier) sont présentés simultanément a des rongeurs et des chimpanzés

. D’autres études avec le méme paradigme expérimental mettent
cependant en évidence I'implication de I’hippocampe a court terme (1 heure), a long terme (1
jours) mais pas a trés court terme (10 secondes ou 10 min ; . Les
études sur les circuits neuro-anatomiques impliqués dans la sollicitation de cette forme de
mémoire chez le rongeur sont donc encore sujettes a débat. En termes histopathologiques, le
CP est I'une des premieres régions a présenter des DNF chez les patients souffrant de la
maladie d’Alzheimer . De plus, ces marques neurodégénératives sont
corrélées au déclin cognitif chez les patients . Si I'on considére que le
circuit temporo-hippocampique est crucial pour une sollicitation de la mémoire a court terme
en reconnaissance d’objet chez le rongeur , alors le modeéle
TgBIN1 présente un déclin cognitif apparenté en terme structural CP et temporel (1°

structure atteinte) aux signes cliniques de la maladie d’Alzheimer.

Nos données relatives a la nécrose neuronale du CP chez les souris WT et TgBIN1 dgées de 18
mois ne révelent pas de différence entre les deux génotypes. Pour autant, nous avons noté
chez les animaux WT un taux non négligeable de cellules en voie de nécrose et nécrosées de
respectivement 20% et 35%. Les causes sous-jacentes au déficit de reconnaissance d’objet
chez les animaux TgBIN1 pourraient donc trouver leur source en dehors de la matiére grise du
CP. En effet comme nous I'avons précédemment vu, ce modéle TgBIN1 présente des
désordres électrophysiologiques dans la voie perforante ou voie de sortie du CE-CP vers le GD.
Ces anomalies pourraient étre la résultante de défauts structuraux au niveau de la synapse,
comme laréduction du nombre d’épines dendritiques observées

ou dans l'ultrastructure des fibres axonales myélinisées, et ne semblent donc pas étre

supportées par un processus de nécrose.

I. 7. BIN1, des isoformes soumises a un ratio équilibré ?

La surexpression de BINI dans notre modeéele murin TgBIN1 présente une activité
physiologique et induit des processus pathologiques avec une évolution temporelle des
atteintes cognitives similaire a la maladie d’Alzheimer malgré I'absence de tauopathie et
d’amyloidopathie dans notre modele. Contrairement a la diminution du ratio des isoformes
BIN1-H/BIN-L retrouvée dans les cerveaux atteints par la LOAD, notre modeéle présente une

augmentation de ce méme ratio.
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Les perturbations cognitives que nous avons observées sont imputables a la boucle impliquant
le CP et I’hippocampe, I'une des premieres boucles perturbées dans la maladie d’Alzheimer.
En effet, la mémoire de reconnaissance des objets qui sollicite le CP et I'hippocampe est
défaillante avant la mémoire de conditionnement qui sollicite majoritairement le GD. De plus,
des défauts dans la structuration des cellules granulaires du GD, qui sont également retrouvés
dans le cerveau de patients et corrélés avec les DNF, ont été observés chez nos souris TgBIN1
. Des défauts électrophysiologiques et

comportementaux associés au GD ont également été mis en évidence
. Pour autant, méme a I'dge relativement avancé de 15 mois, ces souris ne
présentaient pas de déficit de la mémoire spatiale a long terme hippocampo-dépendante qui
est largement affectée chez les patients Alzheimer. En effet, il est important de mentionner
gue les informations corticales peuvent étre transférées vers I’hippocampe de manieére directe

via le subiculum et donc sans implication de la voie CE-GD

Au niveau subcellulaire, des processus de stress, qui sont retrouvés chez les patients
Alzheimer, sont ici renforcés par une dilatation du RE, une déformation de la membrane
axonale et une désorganisation des feuillets de myéline. Ces phénotypes sont imputables au
niveau d’expression de BIN1-H. RTN4-A, est notamment impliqué dans I'organisation
architecturale de la myéline, du RE et de la pousse neuritique, étayant notre hypothése d’une
forte interaction entre BIN1 et RTN4-A dans notre étude. De plus, 'augmentation de
I'expression protéique de RTN4-A au niveau de |'hippocampe dans notre modele est
concordante avec les résultats obtenus a partir de biopsies de patients dans lesquelles une

surexpression de RTN4-A est retrouvée dans cette méme structure.

En conclusion, si notre modele TgBIN1 ne présente pas I’histopathologie clinique de la maladie
d’Alzheimer caractérisée par des dépots amyloides et des DNFs, il nous a permis de mieux
identifier les circuits neuronaux et les réseaux moléculaires perturbés par la surexpression de
BIN1. Il apparait qu’a l'instar de certaines tauopathies comme la démence fronto-temporale,
un ratio équilibré de BIN1-H/BIN1-L est nécessaire au bon fonctionnement de I'organisme.
Une perturbation de ce ratio, comme une diminution chez les patients atteints de LOAD ou
une augmentation dans notre modeéle TgBIN1, pourrait alors présentée un caractére
pathologique. Ces résultats entrainent la nécessité de déterminer si cette modification du

ratio BIN1-H/BIN1-L présente un caractére modulateur de la tauopathie in vivo.
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Il. Effets croisés de la surexpression de BIN1 et de MAPT

Dans la deuxieme partie de cette discussion nous aborderons les effets physiopathologiques
d’une surexpression conjointe de BIN1 et de MAPT dans un modele murin. Pour rappel, le
groupe « contrble » est composé d’animaux présentant une délétion hétérozygote du géne
Mapt murin (Mapt*"). Le groupe modélisant une tauopathie induite par surexpression du
géne MAPT humain et une délétion homozygote du gene Mapt murin est nommé « htau »
(Mapt/;TgMAPT). Enfin, le groupe appelé «htau;TgBINI » (Mapt’/;TgMAPT; TgBIN1)

modélise la tauopathie en présence de la surexpression du géne BIN1.

II. 1. Etudes comportementales

1. a. BIN1 ne module pas I'activité locomotrice perturbée par Tau

L'activité locomotrice enregistrée de maniere longitudinale met en évidence plusieurs
phénotypes qui peuvent étre modulés a la fois par I'age, le sexe et le génotype. Une
diminution de I'activité locomotrice entre 3 et 6 mois apparait clairement sur 'ensemble des
animaux, indépendamment du sexe ou du génotype considéré. Les souris sont toujours
placées dans le méme environnement et dans la méme piece d’expérimentation, suggérant
gu’une mémoire contextuelle est mise en jeu. Une maniére de répondre clairement a cette
guestion aurait été de placer a 6 mois les animaux dans un nouvel environnement juste aprés
la présentation a I'environnement déja appréhendé a 3 mois. La mesure d’une activité
locomotrice importante et décroissante en fonction du temps dans le nouvel environnement
aurait permis de s’assurer que les animaux ne présentaient pas de déficits locomoteurs avec
I’age et qu’un processus d’exploration est toujours présent. Il est généralement établi dans la
littérature que les animaux WT exposés une deuxieme fois au champ ouvert présentent une
diminution de la distance parcourue par rapport a la premiére exposition, puis une
stabilisation de ce parameétre apres la deuxiéme exposition, ce qui refleterait un rappel sur le
long terme de I'environnement .De
plus, a I’age de 3 mois et uniquement a cet age, I'’ensemble des animaux présentait une activité
locomotrice décroissante interprétée comme une intégration contextuelle de
I’environnement. Nous considérons donc que ce phénotype de rappel contextuel, observé

chez tous les animaux entre 3 et 6 mois n’est pas assez étayé pour pouvoir étre clairement
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défini comme la cause de la diminution de I'activité locomotrice chez tous les animaux, mais

reste un effet hautement probable a ne pas négliger.

Cette décroissance de I'activité locomotrice se poursuit avec I'age chez les femelles
indépendamment du génotype considéré. Cependant cette observation ne se retrouve pas
chez les males. En effet, nous avons observé un regain de |’activité locomotrice des males htau
et htau;TgBIN1 entre 9 et 12 mois. Puis les animaux de ces deux groupes ont présenté une
activité locomotrice stable et significativement supérieure aux animaux contréles jusqu’a 15
mois. Nos observations d’une hyperactivité locomotrice avec I'dge n’ont pas été corrélées a
un processus d’apprentissage du champ ouvert au moment du regain d’activité. Cet élément
permet de rejeter I’"hypothése d’'une perte mnésique a 9, 12 et 15 mois, liée au rappel de

I’environnement.

L'activité locomotrice est une composante essentielle a de nombreuses fonctions
comportementales comme |'exploration d’un nouvel environnement (ex. champs ouvert,
labyrinthe, reconnaissance d’objet) ou la fuite de situations aversives (ex. conditionnement a
la peur, piscine de Morris ; . Cependant, il n’existe a ce jour
aucune donnée de la littérature relative a I'étude longitudinale de I'activité locomotrice en
fonction de I’age dans le modeéle htau. Les données obtenues chez ces souris htau indiquent
cependant qu’une délétion de Mapt est en mesure d’induire une hyperactivité locomotrice en
champ ouvert qui peut étre normalisée par I'expression du gene MAPT humain ou Mapt murin
a 9 ou 12 mois
Contrairement aux nétres, ces données n’ont pas été obtenues dans le contexte d’une étude
longitudinale dés I’age de 3 mois, ce qui pourrait expliquer les observations différentes. Une
hyperactivité locomotrice en fonction de I'age a également été constatée chez le modéle de
tauopathie surexprimant uniquement le gene humain MAPT contenant la mutation P310L
. Ces données,
bien que produites avec un modeéle plus proche des démences fronto-temporales que de la
maladie d’Alzheimer, permettent tout de méme de mettre en exergue I'effet d’expression

neuronal de la protéine Tau, muté ou non dans notre cas, sur I'activité motrice.

La hausse de I'activité locomotrice induite par Tau observée dans notre étude, pourrait étre
une liée a une neurodégénérescence. En effet chez I’humain, le comportement d’errance est

un phénotype observé dans environ un quart a un tiers des patients Alzheimer
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. Néanmoins, cette caractérisation clinique reste difficile a évaluer notamment par le fait
gu’environ une personne sur deux agées de 80 ans présente des difficultés motrices
.Ce phénotype, quand il est détecté, est toutefois

corrélé au degré de sévérité de la maladie d’Alzheimer mesurée par I'exam MMSE?

L'enjeu serait maintenant de déterminer quel connectome neuronal, a l'origine de ce
phénotype, est perturbé et pourquoi ce phénotype est dépendant du sexe. Une revue recense
chez le rat I'importance de I'hippocampe dans la modulation de I’activité locomotrice

. Ainsi, une lésion bilatérale de I'hippocampe dorsal et/ou ventral est en
mesure d’entrainer une hyperactivité locomotrice. En effet I’'hippocampe présente a sa sortie
un réseau d’efférences connectées en particulier avec le systéeme des ganglions de la base. Ces
projections inhibitrices hippocampo-striatales permettraient de moduler I'activité tonique
dopaminergique dans les ganglions de la base, afin de diminuer I'activité exploratrice et
économiser I'énergie de |'organisme lorsqu’assez d’informations contextuelles ont été
acquises pour encoder un nouvel environnement. Une déstabilisation de ces connexions, par
atrophie hippocampique ou par perte d’'une partie des fibres axonales efférentes vers les
noyaux de la base par exemple, entrainerait de surcroit une diminution du rétrocontréle

inhibiteur et ne permettrait plus a I'animal de gérer au mieux son activité locomotrice

Pour autant, méme si ce phénotype d’activité locomotrice a été corrélé chez les souris
rTg4510?% avec des DNF présentes dans I’hippocampe, ces souris présentaient une atrophie de
I'ensemble du cerveau (déterminée par la masse de I'encéphale . Nous ne
pouvons donc pas exclure I’hypothése que I'activité locomotrice puisse étre corrélée a une
détérioration d’une ou de plusieurs autres structures cérébrales. Cette détérioration dans
notre cas serait alors indépendante de BIN1 et uniquement induite par le niveau d’expression

de Tau.

1 Mini Mental State Examination
2 Modéle murin rTg4510 présentant la mutation P301L retrouvée dans les démences fronto-temporales

-151-



EFFETS CROISES DE LA SUREXPRESSION DE BIN1 ET DE MAPT

1. b. BIN1 et MAPT ont un effet synergique négatif sur la mémoire a court terme

Le déficit de reconnaissance chez les souris htau apparait a partir de 9 mois indépendamment
du sexe considéré. Des études précédentes chez ce méme modeéle soutiennent nos données
en décrivant I'apparition de ce phénotype entre 8 et 12 mois

. Nous pouvons également attester que la délétion hétérozygote du gene Mapt murin
n’entraine pas de déficit cognitif dans cette tache. Chez des souris TgBIN1 en revanche, une
étude préalablement réalisée dans notre laboratoire a mis en évidence I'apparition du déficit
a I'age de 6 mois . La surexpression de BIN1 et de MAPT a
entrainé une apparition précoce de ce phénotype, et ce dés I'dge de 3 mois. Ainsi, la
surexpression simultanée de BIN1 et MAPT est en mesure de potentialiser leurs effets

délétéres sur la mémoire a court terme.

Pour autant, comme I'dge auquel le défaut a été observé correspond a I'age du premier test,
nous ne pouvons pas affirmer avec certitude que ce déficit est d’ordre neurodégénératif ou
développemental. Si le déficit observé est di a un défaut du SNC aprés son développement,
ces résultats soutiendraient la validité d’aspect du modele étudié. En effet, chez les patients
Alzheimer, la premiére zone cérébrale atteinte par I'accumulation de Tau est le cortex
temporal . Or, comme nous l'avons précédemment explicité (voir
partie I. 6. Mémoire a court terme et nécrose neuronale, p. 146), le test de reconnaissance
d’objet fait principalement appel au CP, une subdivision du cortex temporal chez le rongeur

. De ce fait, ce test met en évidence
chez les souris htau;TgBIN1 soit un défaut d’intégration neuronale du CP, soit une atteinte des
afférences ou efférences de cette structure. Le modele htau;TgBIN1 présente donc un déclin
cognitif apparenté en terme structural et temporel aux signes cliniques de la maladie
d’Alzheimer. Cette hypothése pourra étre confirmée par une étude fonctionnelle (ex.
électrophysiologie in vivo) et architecturale (ex. microscopie électronique) sur les fibres

afférentes et efférentes du cortex périrhinal

1. c. BINI préserve la mémoire spatiale a long terme

Chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer, la mémoire épisodique est I'une des
premieres formes de mémoire atteinte. Comme I'explicite la revue de

, l'intégrité de cette mémoire qui permet de se rappeler le « quoi », le « ol » et le
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« quand » peut-étre sondée par I’étude de la mémoire spatiale allocentrique sollicitée dans le
test de la piscine de Morris . Cette mémoire allocentrique est
basée sur I'orientation par rapport a des indices distaux et elle est notamment supportée par
I’"hippocampe dorsal et le CE. Dans notre cas, les souris ont été déposées a une position
aléatoire a chaque essai. Cette procédure permet de s’affranchir de la mémoire égocentrique,
basée sur une succession de séquences motrices et d’indices proximaux, qui est
principalement supportée par le striatum dorsal. Par ailleurs, le test de rappel effectué 24
heures aprés la derniere session d’apprentissage, est représentatif d’'une mémoire a long

terme

Dans la modélisation de la tauopathie avec surexpression de BIN1, nous avons observé, quel
gue soit I'age, le sexe ou le génotype considéré, que I'ensemble des animaux était en mesure
de localiser la plateforme visible et la plateforme cachée. Ces premiers résultats permettent,
respectivement, de valider que les animaux ne présentaient pas de déficit visuels et
locomoteur et qu’ils sont en mesure d’apprendre la tdche avec des scores similaires. Le test
de rappel effectué a 9 mois montre que les réseaux neuronaux soutenant la mémoire spatiale
a long terme sont suffisamment intégres a cet age pour que tous les animaux se rappellent
I’emplacement de la plateforme .Ces résultats indiquent un effet plafond, c’est-a-dire que les
performances sont positives (et différentes du hasard) et ne peuvent que varier dans un sens

négatif, a savoir une perte de la faculté de rappel.

Concernant les animaux controles, nous avons observé de bonnes performances quel que soit
I’age ou le sexe considéré. De précédentes études démontraient que la délétion homozygote
du géne Mapt murin dans ce test n‘entrainait pas d’effet ou était en
mesure d’accroitre les performances de ces souris . Les males htau
présentaient, quant a eux, un déficit de rappel dans cette tache des I'dge de 12 mois. Ce
résultat déja constaté par un autre laboratoire valide de surcroit le déficit cognitif de ces
animaux . Seulement, contrairement a cette derniére étude, nos
données ont été obtenues sur des animaux non naifs ayant déja pratiqué ce test a I'dge de 6
et 9 mois avec une localisation identique de la plateforme. Il apparait donc que la sollicitation
mnésique récurrente ne permette pas a ces animaux de se prémunir de troubles cognitifs,

alors qu’on considere en clinique humaine que la sollicitation cognitive récurrente permet
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justement d’accroitre la « réserve cognitive » et donc de retarder les signes de démence

Comme lors de la premiére caractérisation de ces souris htau

, ces résultats suggerent que le développement des troubles cognitifs apparentés
la pathologie Tau s’effectue de maniere progressive. En effet, il a été noté dans ces mémes
études une augmentation du niveau d’inclusion intracellulaire de Tau avec I’age de ces souris.
Pourtant, la caractérisation moléculaire et histologique de ces animaux a mis en évidence la
présence précoce, entre 3 et 4 mois, d’inclusions intracellulaires de Tau sans corrélation avec
des défauts cognitifs en reconnaissance d’objet et en piscine de Morris
Ainsi, tout comme la maladie d’Alzheimer décrite chez I’humain, ce modéle est en mesure de
développer des anomalies histologiques avant I'apparition de troubles cognitifs

. En clinique humaine, I'accumulation de DNF, qui fait suite

a une phosphorylation anormale et toxique de Tau, est corrélée au degré de sévérité de
démence
Ces DNF apparaissent dans un premier temps au niveau trans-entorhinal® pour se propager
ensuite au niveau de I'hippocampe et du CPF . Les souris htau
développent donc une atteinte cortico-hippocampique progressive avec une atteinte

séquentielle similaire aux patients.

La seule surexpression de BIN1 n’impacte pas la mémoire a long terme. En effet, la piscine de
Morris effectuée a I’dge de 15 mois entre les animaux males WT et TgBIN1 ne révele pas de
défaut en terme a la fois d’apprentissage et de rappel. Concernant les animaux htau;TgBIN1,
nous avons observé chez les males et les femelles une capacité cognitive préservée a 12 mois.
Ce résultat surprenant a été de nouveau observé a 15 mois, mais uniquement chez les males.
La surexpression de BIN1 chez les femelles permet donc de seulement retarder I'apparition
des phénotypes tandis que chez les males elle est en mesure d’abolir ce phénotype du moins
dans notre procédure expérimentale. Nous développerons l'interaction du sexe dans ces
phénotypes dans la suite de cette discussion (voir partie IV. Implication du sexe dans la
modélisation de la maladie d’Alzheimer, p. 170). Il serait intéressant de déterminer si cette

abolition chez les males est totale quel que soit I'age considéré ou si, comme les femelles, il

1 Stage Braak 1 et 2
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s’agirait d’un retard d’apparition. Les performances dans cette tache sont notamment
dépendantes de I’hippocampe. Plus particulierement, cette tache nécessite l'intégrité
fonctionnelle des synapses entre les collatérales de Schaeffer et les cellules pyramidales de la
CAl . Le
sauvetage du phénotype htau par surexpression de BIN1 sous-entend deés lors une capacité

du géne BIN1 a préserver I’hippocampe d’une toxicité induite par Tau.

II. 2. BIN1 prévient les effets toxiques de Tau au niveau cellulaire

A I'age de 18 mois les animaux ont été sacrifiés. Ce sacrifice intervient donc trois mois apres
le dernier test comportemental effectué. Comme nos données comportementales ont révélé
un effet de compensation du phénotype htau par la surexpression de BIN1 jusqu’a 15 mois
chez les males, nous limiterons I'étude histologique, moléculaire et cellulaire aux males. En
effet, la similarité des phénotypes entre les femelles htau et htau;TgBIN1 a 15 mois, pourrait
se traduire par une absence de différence histologique, cellulaire ou moléculaire entre ces

animaux.

2. a. La surexpression de BIN1 prévient les inclusions intracellulaires de Tau

L'immunomarquage de pTau-Ser396, un résidu retrouvé phosphorylé en situation
physiologique et pathologique , a révélé chez les
animaux contréles une localisation axonale nettement visible dans les fibres moussues partant
du GD vers la CA3. Les animaux htau ont présenté une délocalisation de ce marquage axonal
vers le corps cellulaire du GD, de la CA1, CA2 et CA3, ce qui a déja été caractérisée dans des
études antérieures En revanche,
chez les souris htau;TgBIN1, le profil observé était trés similaire a celui des animaux contréles.
Ainsi, au niveau des fibres moussues, le marquage pTau-Ser396 des animaux htau;TgBIN1 était
majoritairement axonal et seule une faible proportion de cellules présentait des inclusions
intracellulaires de Tau. Le marquage a ensuite été effectué avec des anticorps spécifiques de
deux formes phosphorylé de Tau. Nous avons utilisé I'anticorps AT8 qui cible la Ser202 et la
Thr205 et I'anticorps AT180 qui cible quant a lui la Thr231

. La phosphorylation de ce résidu Thr231 qui est situé en amont du PRD
est impliquée dans la perte de liaison moléculaire entre Tau et BIN1 .La

qguantification du nombre de cellules présentant des inclusions intracellulaires, identifiées
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avec les anticorps AT8 et AT180, a révélé une diminution drastique chez les animaux
htau;TgBIN1 par rapport aux htau. Ces observations ont également été retrouvées au sein du

CP.

Ces données nous indiquent que BIN1 est en mesure de prévenir la formation d’agrégats de
Tau, notamment ceux révélés par AT180. Cela sous-entend que le niveau de phosphorylation
de ces éléments insolubles a ce site Th231 est réduit avec BIN1 et donc que les interactions
BIN1-Tau pourraient étre renforcées. En accord avec cette hypothése, nous avons noté une
augmentation considérable du niveau d’interaction BIN1-Tau quantifié aprés PLA dans
I’"hippocampe de ces animaux htau;TgBIN1 (voir figure 3D et E, ).
De la méme maniére, une augmentation de BIN1-isol en culture neuronale! entraine une
augmentation du nombre d’interaction BIN1-Tau visualisées en PLA. Cette interaction en
culture neuronale peut étre diminuée par sous-expression de Bin1 avec ARN interférant ou
par modification du niveau de phosphorylation de BIN1 (voir figure 4G, Het |,

). En effet, I'utilisation de la PLA sur culture neuronale de rat comme méthode de
lecture du niveau d’interaction BIN1-Tau a permis d’identifier la phosphorylation comme une
variable importante qui peut moduler I'interaction BIN1-Tau (voir figure 5A, B, Cet D,

). La RMN a permis d’identifier que la phosphorylation du résidu Thr348
présent dans le domaine CLAP de BIN1 permet de stabiliser la conformation ouverte de BIN1
(voir figure 5F et G, ). La transfection dans les mémes cultures
hippocampiques du construit BIN1-iso1-T348E, qui présente donc une conformation ouverte
permanente, entraine une augmentation considérable de I'interaction BIN1-Tau visualisée en
PLA (voir figure 6H et |, ). De la méme maniere, I'inhibition de Ia
phosphatase calcineurine, par la cyclosporine A, entraine une augmentation du niveau de
phosphorylation de BIN1-Thr348, sans impact sur le Thr231 de Tau (voir figure 6D,

), et par la méme occasion, induit une augmentation de 42,6% du niveau

d’interaction BIN1-Tau (voir figure 5E, ).

Des WB effectués a partir d’extraits de lobes temporaux de 14 patients atteints de LOAD,
distingués selon leur niveau de Braak, a permis de rendre compte d’une tendance (p=0,069) a

la diminution de BIN1-H en fonction du niveau d’atteinte (voir figure 7A et B,

! Neurones hippocampique primaires de rat
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). De maniere surprenante il apparait qu’une hausse du niveau de phosphorylation
de BIN1-Thr348 se produit chez les patients atteints de LOAD (voir figure 7G,

). La stratification du niveau de BIN1-Thr348 en fonction du stage de Braak indique
une tendance a la corrélation positive (voir figure 7D, ). Ainsi, il
se pourrait que la cinétique d’expression de BIN1 soit négativement influencée par le niveau
de progression de la tauopathie. D’une maniere compensatoire, le SNC pourrait augmenter le
niveau de phosphorylation de BIN1-H-Thr348 afin de promouvoir I'interaction BIN1-Tau et
réduire les effets toxiques de Tau (Figure 66). Nous pouvons supposer qu’a un certain stade
du décours temporel de la tauopathie, le trop faible niveau d’expression de BIN1-H, méme
phosphorylé, ne puisse plus permettre de contrer la pathologie. Ces données suggérent que
I’augmentation protectrice du ratio BIN1-H/BIN1-L au niveau de I’hippocampe doit étre initiée
au niveau temporal au début de la tauopathie afin d’éviter I'atteinte temporo-hippocampique

observée avec le TgBIN1.

La quantification par WB du niveau de protéines Tau solubles hyperphosphorylées au niveau
des sites des anticorps AT8 et AT180 n’a pas permis d’identifier de variation entre les animaux
htau et htau;TgBIN1 a la fois dans I’hippocampe et dans le CP. Si ces données se retrouvaient
étre identiques en normalisant la phosphorylation des sites AT8 et AT180 par rapport au
niveau de Tau soluble total (et non pas par rapport au niveau de pTau-Ser396), cela pourrait
signifier que l'interaction BIN1-Tau est augmentée lorsque la protéine Tau est suffisamment
rentrée dans une voie de polymérisation la rendant insoluble. En effet, comme la protéine Tau
présente le méme niveau de phosphorylation avec les anticorps AT8 et AT180, cela indique
gue BIN1 ne prévient pas la phosphorylation de ces sites lorsque Tau est soluble. Si la protéine
BIN1 était lié physiquement a ces sites non phosphorylé, 'augmentation de BIN1 et de
I'interaction physique visualisé en PLA devrait entrainer une diminution de phosphorylation
de ces sites. Or la migration sur gel apres dénaturation n’indique aucune variation du niveau
de phosphorylation des protéines Tau solubles, suggérant que I'interaction de BIN1 et de Tau
in vivo est pourrait étre majoritairement supportée par les polymeéres insolubles de Tau. Ces

données confortent I'idée d’un réle neuroprotecteur de la protéine BIN1.
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Figure 66 : La surexpression de BIN1-H et notamment de BIN1-isol prévient la polymérisation toxique de Tau
au niveau de I’hippocampe. En condition physiologique, BIN1-isol est a I'équilibre avec BIN1-iso9 et Tau ne
présente pas de toxicité (A). En fonction de I'expression de BIN-iso1 ainsi que de son niveau de phosphorylation
et celui de Tau, les interactions moléculaires entre ces deux protéines peuvent étre modifiées. L'équilibre
physiologique du niveau d’interaction et de phosphorylation de Tau est perturbé dans le modéle htau entrainant
une agrégation de Tau dans tous les compartiments neuronaux (B). La surexpression de BIN1-H et notamment
BIN1-isol ainsi que sa déphosphorylation sont des mécanismes proposés pour expliquer la diminution
d’agrégation de Tau (C). L'interaction favorisée de BIN1-Tau entraine une diminution de polymérisation de Tau.

La quantification par WB du niveau de protéines Tau solubles hyperphosphorylées au niveau
des sites des anticorps AT8 et AT180 n’a pas permis d’identifier de variation entre les animaux
htau et htau;TgBIN1 a la fois dans I’"hippocampe et dans le CP. Si ces données se retrouvaient
étre identiques en normalisant la phosphorylation des sites AT8 et AT180 par rapport au
niveau de Tau soluble total (et non pas par rapport au niveau de pTau-Ser396), cela pourrait
signifier que l'interaction BIN1-Tau est augmentée lorsque la protéine Tau est suffisamment
rentrée dans une voie de polymérisation la rendant insoluble. En effet, comme la protéine Tau
présente le méme niveau de phosphorylation avec les anticorps AT8 et AT180, cela indique
gue BIN1 ne prévient pas la phosphorylation de ces sites lorsque Tau est soluble. Si la protéine
BIN1 était lié physiquement a ces sites non phosphorylé, 'augmentation de BIN1 et de
I'interaction physique visualisé en PLA devrait entrainer une diminution de phosphorylation
de ces sites. Or la migration sur gel aprés dénaturation n’indique aucune variation du niveau

de phosphorylation des protéines Tau solubles, suggérant que l'interaction de BIN1 et de Tau
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in vivo est pourrait étre majoritairement supportée par les polymeéres insolubles de Tau. Ces

données confortent I'idée d’un rdéle neuroprotecteur de la protéine BIN1.

Afin de comprendre par quels autres mécanismes moléculaires la surexpression de BIN1-H est
en mesure de préserver la mémoire spatiale a long terme, nous avons cherché des éléments
moléculaires discriminants entre I’hippocampe qui apparait préservé en piscine de Morris et

le cortex temporal, comprenant le CP qui est retrouvé atteint en reconnaissance d’objet.

a. i. Variations d’expression de Tau induite par BIN1

Une augmentation pTau-Ser396 soluble est retrouvée au niveau du cortex temporal des
animaux htau;TgBIN1 par rapport aux animaux htau. Il serait intéressant de déterminer si
cette hausse d’expression concerne I'ensemble des isoformes produites. En effet, nous avons
vu qu’un déséquilibre dans la balance des niveaux de production des isoforme 3R et 4R de Tau
pouvait entrainer I'’émergence des tauopathies méme si cela est encore sujet a controverse
dans la maladie d’Alzheimer ;
voir partie Il. 2. b. Tauopathies et variations du ratio 3R/4R, p. 16). Nous savons que le
modeéle htau utilisé présente une expression préférentielle de I'isoforme 3R

. Une étude récente indique qu’une diminution de I’expression de I'isoforme 3R dans le
CPF médian des souris htau est en mesure de restaurer la capacité de reconnaissance d’objets
a 10 mois . Notons que ce test présente un paradigme expérimental
différent du ndtre, avec un délai de cing heures de rétention entre la phase de présentation
et la phase de test, et sollicite majoritairement le CPF médian

. Cette restauration cognitive est corrélée a une diminution de plus de 50%

du nombre de cellules présentant des inclusions intracellulaires de Tau (AT180 ;

Ces données mettent en avant l'effet positif au niveau moléculaire et
comportemental d’un basculement de la production d’isoforme de 3R vers 4R. D’'une maniére
relativement contradictoire, une étude menée deux ans auparavant expose I'effet délétéere du
transfert de production d’isoformes 3R vers 4R chez la méme souris htau
Une diminution du ratio 3R/4R était induite cette fois-ci par une diminution de I'expression de
I'isoforme 3R avec des oligonucléotides anti-sens. Dans cette étude, il a été rapporté que le
nombre de cellules présentant des inclusions intracellulaires de Tau (AT8) a été augmenté
d’un facteur 10 au niveau du CE et du CP . Malgré ces conclusions

contradictoires, il apparait que le basculement de production entre les isoformes 3R et 4R,
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dans un sens ou un autre, présente un impact sur le développement de la tauopathie dans ce
modele htau. Il est donc nécessaire d’établir si le ratio formé par les isoformes 3R et 4R dans
le modele htau;TgBIN1 est rééquilibré au niveau soluble et insoluble. Une hypothése que nous
pouvons formuler et que l'interaction in vivo de BIN1 avec Tau peut étre favorisée avec
certaines isoformes dépendamment de leur niveau de polymérisation. Cela impliquerait que
la protéine BIN1 pourrait agir sur le ratio 3R/4R de ces animaux htau et donc prévenir I'effet

toxique découlant de son déséquilibre.

a. ii. Variation d’expression de BIN1 entre I’hippocampe et le cortex temporal

Il apparait que le niveau de pTau-Ser396 soluble n’est pas impacté par la surexpression de
BIN1 entre I’hippocampe et le cortex temporal provenant des mémes animaux htau;TgBIN1.
Cependant, nous avons pu mettre en évidence une surexpression de BIN1-H de plus de 3,5
fois supérieure au niveau enregistré dans le cortex temporal des mémes animaux
htau;TgBIN1. Or, comme nous |’avons vu précédemment, BIN1-H est retrouvée sous-exprimée
chez les patients atteints de LOAD au niveau du CPF et de I'hippocampe

indiquant que notre modele mime I'effet inverse de ce qui est retrouvé
chez les patients, et ce, de maniere beaucoup plus importante au niveau de I'"hippocampe.
Ainsi, il se pourrait que I'un des effets délétere de BIN1 chez les patients soit médié par une
baisse de I'expression de ses isoformes BIN1-H. Par conséquent, que notre modeéle pourrait

étre en mesure de combler le déséquilibre BIN1-H/BIN1-L.

Nous savons que le site de I'anticorps AT180 (Thr231) est I'un des sites préférentiel de liaison
entre le domaine SH3 de BIN1 et Tau . Dés lors, nous
pouvons envisager qu’une augmentation du niveau de I'isoforme BIN1-H pourrait entrainer
une augmentation de la liaison entre BIN1 et Tau (4R et/ou 3R). Cela induirait, par
encombrement stérique par exemple, une impossibilité d’acces a certains sites de
phosphorylation de Tau, empéchant Tau de se muer en polymeéres toxiques

Chez les animaux htau;TgBIN1, le niveau de BIN1 est plus important au niveau de
I'hippocampe que dans le cortex temporal pour un niveau d’expression identique de la
protéine Tau dans ces deux structures. En conséquence, la fréquence d’apparition de ces
interactions visualisée en PLA serait nettement augmentée dans I'"hippocampe, expliquant

pourquoi cette structure est préservée. Une étude du niveau de polymeéres de Tau par
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extraction de la fraction insoluble au Sarkosyl, nous permettrait d’étayer plus en profondeur

le niveau d’agrégation de Tau dans ces structures.

Un autre élément, pouvant intervenir en paralléle des interactions BIN1-Tau et pouvant
expliquer le retard d’apparition du phénotype de tauopathie chez les animaux htau;TgBIN1,
est la diminution de transfert cortico-hippocampique de la pathologie Tau. En effet, nous
avons vu que comme les maladies a prions, la tauopathie est en mesure de progresser dans le
SNC par transfert synaptique . Une étude récente a mise en évidence
gu’une diminution de I'expression de Binl est en mesure d’induire une augmentation du
transfert trans-synaptique de Tau . Nous pouvons donc imaginer que la
hausse d’expression de BIN1-H dans I’hippocampe entraine dés lors un retard ou une
diminution de ce transfert cortico-hippocampique. Le réle fonctionnel de BIN1-H dans
I’endocytose médié par son domaine CLAP pourrait expliquer la diminution du transfert
comme proposé par Calafate et al. Nous pouvons également imaginé que BIN1, a travers ses
interactions avec les microtubules et l'actine, puisse intervenir négativement dans
I’échafaudage des nanotubes qui sont I'une des voies de propagation de Tau. Pour répondre
a cette question, il serait intéressant d’effecteur des cultures neuronales en chambre micro
fluidique. Il serait alors possible, en transfectant les cellules hotes avec la protéine Tau, de
déterminer si la surexpression de BIN1 dans les cellules hotes et/ou dans les cellules
réceptrices entrainerait une modification dans le niveau de Tau retrouvé au niveau
post-synaptique. Le tout pourrait étre combiné a une quantification des événements

d’endocytose et de formation des nanotubes.

De la méme maniere, l'interaction de BIN1 avec les microtubules et I'actine pourrait étre
présente au niveau de la TBD-AIS, ou BIN1 est enrichi , permettant de
préserver 'intégrité structurelle de cette barriére empéchant une délocalisation de Tau. Des
expériences de microscopie a super résolution comme la technique STORM! permettrait de
confirmer par co-marquage de BIN1 et de protéines d’échafaudage de I’AIS-TBD (ankyrine,

spectrine) la présence de BIN1 dans cette barriere.

! De I'anglais, STochastic Optical Reconstruction Microscopy est basée sur la technique du « pointillisme » et
permet d’atteindre une résolution spatiale de I'ordre de 10 a 20 nm
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a. iii. Autres variations moléculaires induites par BIN1 au niveau de

I’hippocampe

Nos données préliminaires semblent également indiquer que le niveau d’ATF6 est augmenté
dans I'hippocampe de ces souris htau;TgBIN1. Si cette observation venait a se confirmer, cela
pourrait sous-entendre que la surexpression de BIN1 dans cette structure est en mesure de
promouvoir la dégradation des protéines qui présentent des anomalies de conformation
comme c’est le cas pour la protéine Tau hyperphosphorylée. Le mécanisme de sauvetage de
la tauopathie pourrait alors étre en partie véhiculé par le RE avec une augmentation de la
dégradation de la protéine Tau anormalement conformée. Or, la surexpression de I'isoforme
2N4R non mutée de Tau dans des cellules CHO?! entraine une altération cyto-architecturale du
RE qui se manifeste par une diminution de la localisation du RE tubulaire au niveau neuritique.
Cette méme surexpression dans des cellules neuronales N2a? entraine un arrét du transport
du réticulum dans les prolongements neuritiques . Cela signifierait que la
cinétique de la toxicité de la protéine Tau est accélérée par une déstabilisation du RE et de la
réponse au stress cellulaire. L’observation majeure étayant I’hypothése d’une restauration du
RE chez les animaux htau;TgBIN1 est la surexpression de RTN4-A induite par la surexpression
de BIN1-H. En effet, la protéine RTN4-A intervient justement dans la formation du RE tubulaire
perturbé par Tau

. La surexpression de RTN4-A induite par BIN1 pourrait
compenser |'effet délétére de Tau au niveau de la cyto-architecture du RE et rendre integre

ses capacités a répondre au stress cellulaire induit également par Tau.de Tau.

De maniére intéressante, il apparait que la surexpression de BIN1 est en mesure d’augmenter
le niveau protéique de I’APP. BIN1 pourrait alors étre un acteur dans la stabilisation protéique
de I'APP ce qui pourrait avoir des conséquences sur son clivage permettant la synthese des
peptides amyloides toxiques. L’analyse en cours par la Dr Monica Rataj Baniowska du modéle
TgBIN1 combiné a un modeéle d’amyloidopathie devrait nous donner des informations sur
I'impact fonctionnel in vivo de la surexpression de BIN1 sur ce versant de la maladie

d’Alzheimer.

! Lignée cellulaire épithéliales dérivée d’ovaire de hamster de Chine
2 Lignée cellulaire issue de neuroblastome de souris
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2. b. Tau et le réseau microtubulaire

L’ensemble de ces éléments histologiques et moléculaires nous indiquent que I'expression de
BIN1-H est un élément a prendre en considération dans la tauopathie au niveau des inclusions
neuronales de Tau. Pour autant, nous avons cherché a savoir si d’autres signes pathologiques

induits par Tau pouvaient étre empéchés par la surexpression de BIN1-H.

Contrairement a la précédente caractérisation des souris htau ,
I’observation en microscopie électronique au niveau proximal des fibres axonales de la CA3
n’a pas révélé de défaut dans l'ultrastructure du RMT. La forme P301S de Tau entraine des
anomalies dans les fibres axonales au niveau de la moelle épiniéere . Les
souris modélisant cette forme de tauopathie présentaient une atrophie neuronale avec une
diminution du diametre axonal sans pour autant présenter de signe de dégénérescence a
2 mois. Il apparait donc que I'implication de la protéine Tau dans les défauts structuraux du

RMT chez les animaux htau mérite d’étre approfondie.

2. c. BIN1 est un acteur essentiel dans les processus de myélinisation
c. i. La surexpression de BIN1 préserve les fibres du fornix des effets de Tau

La phosphorylation anormale de Tau entraine une atteinte neurodégénérative progressive qui
suit le schéma cortico-hippocampique et qui affecte a la fois les corps cellulaires neuronaux
et les fibres de projection . Ainsi, il est courant de visualiser des signes
de lésions de ces deux composantes cérébrales a la fois in vivo en IRM structurale et post-
mortem. Il est d’ailleurs supposé que la dégénérescence de la matiére blanche soit I'un des
premiers signes histologiques et précliniques de la maladie d’Alzheimer

En effet, parmi les fibres axonales de projections, le gyrus para-hippocampique, le cingulum
postérieur et la région temporo-pariétale, incluant le splénium et la fimbria-fornix, sont
particulierement décrits pour leur altération . Nous avons alors
concentré notre étude structurale par microscopie électronique au niveau de région de la
fimbria-fornix, élément central du circuit limbique particulierement vulnérable dans la

maladie d’Alzheimer . Cette
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structure qui fait partie du circuit de Papez!, permet entre autre la communication entre
I’"hippocampe et le CPF mais aussi avec des structures sous-corticales

. Le fornix est également I'une des premieres structures atteintes
chez les patients présentant un stade intermédiaire d’atteintes cognitives ou MCI? et peut
constituer un marqueur du niveau d’évolution de la maladie d’Alzheimer

. Une dégénérescence de ces fibres peut étre indépendante

de celle de la matiére grise déterminée a partir du volume de I’"hippocampe
Cependant, les causes de la déstructuration des feuillets de myéline liées a la maladie
d’Alzheimer, sont encore énigmatiques (voir partie Il. 4. b. Tau et les oligodendrocytes,

p. 25).

Une atteinte au niveau de la gaine de myéline du fornix induite uniquement par la
surexpression de la protéine Tau, a été constatée chez des souris naives agées de 18 mois. Des
altérations de la myéline chez ce modele htau avaient déja été reportées dans une structure
non précisée par les auteurs . En ce qui concerne les autres modeles
étudiés, nous n’avons pas retrouvé ces défauts chez les animaux contréles (Mapt*"), les
animaux surexprimant BINI (Mapt**;TgBIN1), les animaux surexprimant BINI dans un
contexte de délétion homozygote du géne Mapt murin (Mapt’-; TgBIN1) et surtout chez les
animaux htau;TgBIN1 (Mapt’; TgMAPT ; TgBIN1). Il apparait donc, que la surexpression du
géne BIN1 est en mesure de préserver l'ultrastructure des feuillets de myéline de la
dégénérescence induite par la surexpression de Tau avec délétion du gene Mapt murin. Nous
ne pouvons pas exclure ici que le phénotype observé soit di au concours de la perte de
I’expression endogene de Mapt et de la surexpression de MAPT. Cependant, méme si aucune
étude n’a été effectuée sur I'organisation des fibres axonales chez le modele de délétion
homozygote du g&ne Mapt murin (Mapt™), il apparait que la délétion homozygote de ce géne
n’entraine pas de défauts structurels de la matiere blanche analysée en IRM chez ces animaux
(Mapt’") agés de 19 a 22 mois . Par ailleurs, une étude a noté

I’absence de phénotype évident au niveau de la myéline chez des souris Mapt”-en dehors d’un

1 Le circuit de Papez comprend : les noyaux antérieurs, le corps calleux, le noyau caudé, le gyrus cingulaire
postérieur, le gyrus denté, le fornix, le gyrus hippocampique, le gyrus sub-calleux, I"hippocampe, les corps
mamillaires, le tractus mamillo-thalamique, I'hypothalamus, le cortex pyriforme, le tuber cinereum, le tractus
mamillo-tégmental et le tractus hypophysaire.

2 Mild Cognitive Impairment
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contexte d’EAE ce qui peut étre expliqué par un mécanisme de compensation par les autres

MAP, notamment par la surexpression observée de MAP1

Le gene BIN1 est exprimé au niveau du SNC dans les cellules neuronales mais aussi au niveau
des oligodendrocytes matures . De précédentes études ont positivement
corrélé la perte de I'immunoréactivité de BIN1 au niveau du neuropile a la perte des fibres
myélinisées dans les cerveaux de patients Alzheimer

Ainsi, dans les maladies neurodégénératives telles que la LOAD et la sclérose en plaque, il est
proposé que les processus de démyélinisation soient dus, en partie, a une perte substantielle
de I'expression de BIN1 au niveau de ce neuropile. De plus, la forme caractéristique de la
myéline déroulée en anneaux non compacts est tres similaire a celle observée dans un modele
de double délétion pour les génes Rtn4 et Mag* . Il est donc probable que
le complexe BIN1-H et RTN4-A puisse étre impliqué dans la préservation des feuillets de
myéline. En effet, nous avons montré que BIN1-H est en mesure d’interagir avec RTN4-A et
qgue I'expression de ce dernier peut étre modulée par I'expression de BIN1 dans I’hippocampe.
Et, a I'instar de BIN1, le géne RTN4 a été retrouvé surexprimé dans I'"hippocampe de patients

Alzheimer

c. ii. Le complexe BIN1-RTN4 pourrait réguler I'ultrastructure de la myéline

Il a été démontré in vitro que dans les oligodendrocytes matures la protéine RTN4-A présente
une localisation préférentielle (prés de 99%) au niveau intracellulaire . La
fraction membranaire (1%) peut alors interagir en fonction de sa topologie? avec son
récepteur NgR présent au niveau axonal pour former un complexe au niveau des sites de
contact axone-myéline apres la myélinisation . La liaison ligand-récepteur
permettrait ainsi de maintenir la structure de cette gaine conductrice .Nous
pouvons imaginer que la toxicité de Tau induise une modification de topologie membranaire
de RTN4-A entrainant une exposition de son domaine de reconnaissance a NgR au niveau
intra- et non pas extra-cellulaire le rendant non fonctionnel. La surexpression de BIN1-H et
notamment de BIN1-isol pourrait permettre d’accroitre la reconnaissance des portions

membranaires ou le domaine de liaison a NgR est présenté au niveau intracellulaire pour

! De I'anglais, myelin associated glycoprotein
2 Faculté des protéines transmembranaires a présenter leurs différents domaines au niveau intra- ou
extracellulaire
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induire I'’endocytose et rééquilibrer le ratio membranaire du niveau de RTN4-A pouvant lier

NgR et maintenir la gaine de myéline (Figure 67).
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Figure 67 : La perturbation des feuillets de myélines au niveau du fornix dans le modéle htau est préservée par
la surexpression de BIN1-H et pourrait faire appel au concours de RTN4-A. La myéline originaire des
oligodendrocytes est perturbée par I'action toxique des polymeéres de Tau dans le modéle htau. Cette toxicité
pourrait passer par une modification de topologie membranaire de RTN4-A qui présenterait son domaine de
reconnaissance au récepteur NgR au niveau intracellulaire le rendant non fonctionnel (A). L’action de sauvetage
médiée par la surexpression de BIN1 pourrait s’expliquer par deux mécanismes (B). Le premier fait référence a
une action préventive de BIN1-isol sur I'agrégation de Tau comme explicité précédemment au niveau de
I’hippocampe. Le deuxieme implique une endocytose accrue des portions membranaires ou RTN4-A expose son
domaine de liaison a NgR au niveau intracellulaire pour restaurer sa présentation au niveau extracellulaire.
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Figure 68 : Selon notre hypothése, sBIN1 modifierait la topologie membranaire de RTN4-A via un mécanisme
d’endocytose notamment médiée par la dynamine 2

Cette hypothése de modification de la topologie de RTN4-A par une endocytose véhiculée par
BIN1 en partie soutenue par une surexpression de la dynamine 2 au niveau de I"hippocampe
dans le modeéle htau;TgBIN1 (Figure 68). En effet, la diminution de I'endocytose dépendante
de la clathrine, par délétion du géne codant pour la dynamine 2 entraine une perte totale de
la formation de la myéline par les cellules de Schwann au niveau du SNP

. Si ces données venaient a étre confirmées dans le SNC cela démonterait I'importance
de la dynamine 2, interacteur de BIN1, dans les processus de myélinisation. Or nos données
mettent en évidence que le niveau d’expression de la dynamine 2 au niveau de I'hippocampe
des souris htau;TgBIN1 est augmenté ce qui pourrait potentiellement favoriser I'endocytose
au niveau des oligodendrocytes et pourrait présenter une cascade moléculaire différente que
celle neuronale. En effet, nous avons vu que la perte de BIN1 n’a pas d’impact sur I'endocytose
des neurones en condition basale mais uniquement aprés stimulation électrique spécifiques.
Par ailleurs, chez les patients atteints de LOAD, I'expression de dynamine 2 est retrouvée

diminuée au niveau du CPF . Il serait donc intéressant de déterminer
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guel est son niveau d’expression au niveau de I’"hippocampe et du fornix chez les patients. Si
celui-ci était également diminué, alors notre modele htau;TgBIN1 présenterait une variation
moléculaire supplémentaire, en opposition de la LOAD, et pouvant concourir au sauvetage de

la tauopathie.

L'immunisation contre la protéine RTN4-A présente un réle neuroprotecteur

. En effet, dans la sclérose en plaque, un niveau élevé d’anticorps ciblant RTN4-A a été
mesuré chez les patients présentant des phases de rémissions contrairement aux patients
présentant une atteinte progressive. De plus, des modéles murins d’encéphalomyélite induite
par auto-immunisation (EAE!) de MOG? présentent un retard d’apparition des phénotypes
lorsque ces mémes souris présentent aussi une inhibition de RTN4-A par délétion homozygote
du géne Rtn4 ou par injection de l'anticorps a-RTN4-A (11C7;
L’hypotheése que nous formulons est que I'interaction BIN1-RTN4 pourrait mimer les effets

neuroprotecteurs de l'interaction RTN4-NgR et/ou RTN4-11C7 (Figure 69).
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Figure 69 : Le sauvetage de l'organisation structurelle de la myéline pourrait passer par une inhibition de
RTN4-A par l'interaction de BIN1 au niveau du domaine reconnu par I’anticorps 11C7 qui présente des effets
neuroprotecteur.

Enfin, une autre I'hypothése complémentaire impliquerait que la hausse d’expression de
RTN4-A ou la stabilisation de RTN4-A médié par BIN1 au niveau du fornix présente un effet
positif sur les processus de myélinisation et pourrait retarder la dégénérescence induite par
Tau. Cette hypothése repose sur la notion d’effet de dose. En effet, si la délétion du géne Rtn4

entraine des retards dans la maturation des oligodendrocytes et dans les processus de

! De I'anglais, experimental autoimmune encephalomyelities
2 De I'anglais, myelin oligodendrocyte glycoprotein
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myélinisation , NOUS pOuUVONS suUpposer que sa surexpression présente un
caractére positif dans ces mémes processus. Une maniere de répondre a cette question serait,
en co-culture de neurones et d’oligodendrocytes, d’induire une surexpression de BIN1, de
RTN4-A ou des deux et de déterminer la vitesse et la qualité d’exécution des processus de

myélinisation.

ll. Impact in vivo de la diminution d’expression de Bin1 sur les phénotypes Tau

Au cours de ces travaux de these, nous avons commencé a étudier I'impact d’une diminution
de Bin1 sur I'’émergence des phénotypes liés au modele htau. En effet, nous avons vu que les
études portant sur I'humain mettent en évidence soit une surexpression soit une
sous-expression de BIN1 dépendamment de la structure cérébrale et des isoformes
considérés. De plus, une étude récente a montré qu’une diminution d’expression de BIN1-isol
a la fois en culture de cellules humaines (HEK293) et en culture de neurones de rat, entrainait
un transfert de la protéine Tau sous sa forme mutée P301L ; voir partie

IV. 5. f. BIN1 et la toxicité de Tau in vivo, p. 53).

Les cohortes d’animaux générées ont pour le moment été étudiées en reconnaissance d’objet
seulement (travail en cours). Les conclusions sont établies sans distinction de sexe, puisque
cette variable ne présentait aucun effet préalable dans ce test. Les résultats préliminaires
indiquent a ce jour qu’une délétion hétérozygote du gene Binl combinée au modeéle htau
induirait une perte de la mémoire a court terme en reconnaissance d’objet dés 3 mois. Ainsi,
il semble que I'altération de cette forme de mémoire puisse étre due a un effet synergique de
la surexpression Tau combiné a la variation d’expression de Bin1/BIN1. Avec une homologie
de 95% des séquences protéiques humaine et murine de BIN1, et en considérant que leurs
activités biologiques sont similaires chez la souris, nous pouvons conclure que ce géne
présente un effet de dose. Un juste niveau d’expression de ce géne, et un équilibre
BIN1-H/BIN1-L, est nécessaire pour au moins préserver I'intégrité du cortex temporal, premier
affecté dans le développement de la tauopathie chez les patients Alzheimer

. Afin de confirmer les effets protecteurs d’'une surexpression de BIN1-H au niveau de
I'hippocampe, il serait intéressant de savoir quels sont les effets d’une diminution de
I’expression de Bin1 sur I'émergence du phénotype d’altération de la mémoire spatiale due a

la surexpression de Tau.
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IV. Implication du sexe dans la modélisation de la maladie d’Alzheimer

Nous avons étudié I'impact d’une surexpression de BIN1 dans le modele htau a la fois chez les
males et les femelles. Nos données révelent que le sexe n’a pas d’incidence sur I'age d’atteinte
de la mémoire a court terme qui est cortico-dépendante. Cependant, il n’est pas exclu que les
cinétiques moléculaires et pathologiques présentent des profils différents entre les males et
les femelles. En effet, nous avons observé que la mémoire spatiale a long terme est préservée
indépendamment du sexe jusqu’a 12 mois mais que seul les males continuent a présenter
cette caractéristique a 15 mois. Ainsi, le potentiel thérapeutique de BIN1-H sur I'émergence
des signes comportementaux, histologiques et cellulaires induits par Tau présenterait une
cinétique plus courte chez les femelles. Nous avons préalablement noté que le sexe est le
deuxiéme facteur de risque dans les cas de LOAD. De plus, les femmes sont plus susceptibles
de développer des maladies co-morbides a la maladie d’Alzheimer comme |'obésité ou le
diabete . Les hypotheses expliquant ce phénomene sont nombreuses.
Citons tout d’abord le role neuroprotecteur des cestrogenes produits durant la période de
fécondité, qui est perdu apres la ménopause chez les femmes . En effet,
il est proposé que les cestrogénes stimulent la production d’enzymes possédant des réles
antioxydants. Ainsi, les ROS produites par les mitochondries, sous l'effet de la toxicité
intracellulaire des peptides AB40-42, sont limités chez les jeunes rates par rapport aux males
et aux femelles agées ). Chez les patients Alzheimer, le nombre de neurones
exprimant le récepteur nucléaire aux cestrogenes a s’amenuise dans I’hippocampe

. Par ailleurs, ce récepteur est impliqué dans I'augmentation de la phopshoryation de

Tau

Chez la « jeune » souris C57BL/6J agée de 2 a 8 mois, les cycles cestriens ont une durée de 4
jours et se répétent donc 6 fois par mois. Seulement avec I'age, la durée des cycles augmente
et entraine donc une diminution constante du nombre de cycles par mois, jusqu’a atteindre
un arrét des cycles chez les souris dgées de 12-15 mois . Les valeurs
hormonales plasmatiques sont positivement corrélées avec ces données, ce qui se traduit par
une diminution des cestrogenes circulants avec I'age . Cependant,
aucune donnée concernant les cycles des femelles n’a été collectée durant notre étude, mais
nous pouvons tout de méme penser que la perte de I'effet curatif de BIN1 sur la mémoire

spatiale chez les femelles pourrait étre due en partie aux variations hormonales. En effet, la
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fin de I'effet protecteur de BIN1 chez les femelles coincidait avec I'age auquel les femelles

présenteraient une forte diminution du taux d’cestrogénes circulants (12-15 mois).

Nous avons vu en introduction que la région promotrice de Bin1 révéelent la présence d’une
séquence de reconnaisse au messager secondaire NF-kB . Ce facteur de
transcription est notamment impliqué dans la réponse cellulaire a un stress comme les ROS
. De maniére intéressante, une sur-activation
de la cascade protéique modulée par NF-kB révelent que cet élément est un régulateur de la
formation des éléments pré- et post-synaptique et qu’a I’age adulte cette voie NF-kB peut étre
activé par les cestrogénes . A 'inverse, une inhibition de cette cascade

NF-kB entraine une perte de dépression a long terme des neurones de la CA1
et une diminution drastique de la complexité architecturale (par analyse de

Sholl) du réseau neuritiques® trés similaire a celle que nous avons observée

. De plus, chez la souris, une perte de fonction de NF-kB, par délétion de son élément

p65 qui lui est constitutif, entraine une perturbation de la mémoire spatiale et de travail?

Nous pouvons donc supposer que la perte circulante d’cestrogéne chez les femelles, entre

12-15 mois, induise une diminution d’activation de la voie NF-kB. Cela aurait pour possible

conséquence I'émergence d’une susceptibilité accrue aux phénotypes liés a NF-kB
précédemment décrits. Au contraire la production permanente de testostérone

chez les souris males et sa métabolisation cérébrale en estrogenes

leur permettrait de prévenir la diminution d’activité de la voix NF-kB.

Ainsi, I'apport d’cestrogenes chez la femme ménopausée est suggérée comme prophylactique

uniquement lorsqu’elle intervient a un moment relativement proche de la ménopause ou

suivant une hystérectomie. La fenétre temporelle permettant d’initier I'activité neuro-

protectrice des cestrogenes apparait donc restreinte mais peut prévenir le déclin cognitif sur

une période de trente ans

! Neurones extraits de ganglions rachidiens de souris et transfectées avec un répresseur de NF-kB
2 Mémoire testée en labyrinthe radial avec des indices spatiaux sollicitant de la mémoire allocentrique
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Conclusion générale

Ce travail de these apporte des éléments de réponse aux questions biologiques qui ont été
posées. Contrairement a la diminution du ratio BIN1-H/BIN1-L retrouvée dans les cerveaux
atteints de LOAD, notre modele TgBIN1 présente une augmentation de ce ratio. Les défauts
observés au niveau de la mémoire a court terme, de la potentialisation a long terme au niveau
du GD avec atteintes architecturales des arbres et des épines dendritiques peuvent étre la
résultante d’'un effet pathologique séquentiel associé a une augmentation du ratio
BIN1-H/BIN1-L, non décrit chez ’humain et indépendant de Tau ou de I'amyloide. Au regard
des atteintes séquentielles et sélectives des mémoires et des connectomes, le modeéle de
surexpression de BIN1 présente, dans un sens, une certaine validité phénoménologique.
L'absence de traitement curatif chez I'humain nous empéche de déterminer la validité
prédictive du modele. La validité constructive ne peut pas étre étayée en l'absence de
marqueurs de la maladie d’Alzheimer, a savoir les dép6ts amyloides et la toxicité de Tau. Nous
avons tenté de franchir partiellement cette limite en combinant ce modele TgBIN1 et un
modeéle humanisé pour le géne MAPT sans mutation et donc relativement proche de la
tauopathie retrouvée dans la maladie d’Alzheimer. Si des effets synergiques ont été identifiés
au niveau de la mémoire a court terme, nos données révelent que le ratio BIN-H/BIN1-L dans
ces souris, opposé a celui retrouvé dans la LOAD, présente un fort potentiel de traitement
symptomatique de la pathologie Tau-dépendante au moins du systeme hippocampique. Ainsi
I’expression de ce géne humain chez la souris permet de maintenir la mémoire spatiale, de
prévenir les inclusions de Tau dans I'hippocampe et le CP, et de maintenir intégre la structure
de la myéline du fornix. La prévention de la tauopathie passerait par un mécanisme
d’interaction directe entre BIN1-H et Tau régulé par la phosphorylation de ces protéines. Ce
potentiel neuroprotecteur de BIN1-H est également dépendante du sexe et de I’'age. Nos
observations supportent donc I'idée selon laquelle le gene BIN1 peut étre considéré comme
un acteur important dans la maladie d’Alzheimer et plus particulierement dans la LOAD. En
outre, un des effets préventif de BIN1 sur I’'émergence des phénotypes altérés par Tau semble
étre médié par l'interaction BIN1-RTN4. Ce complexe moléculaire pourrait permettre de
maintenir a la fois la réponse au stress cellulaire véhiculée par le RE et |'organisation ultra-

structurale des feuillets de myéline.
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L'ensemble de ces données permettent donc de mieux comprendre les mécanismes
physiologiques et pathologiques induit par BIN1 au niveau cérébral et de pouvoir replacer
cette protéine dans un contexte moléculaire et cellulaire formé par BIN1, AMPH1, RTN4,

dynamine 2 et Tau.

La poursuite du travail de recherche sur I'implication de BIN1 dans la maladie d’Alzheimer
pourrait permettre le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, qui pourraient
étre géniques et ciblés dans le temps et dans I’espace neuro-anatomique. Cependant, comme
tout modele, celui-ci présente des limites dont il faudra s’affranchir avant toute étude
translationnelle. Premiérement, nous avons vu que les connaissances scientifiques sur
I'expression de BIN1 en terme de niveau protéique, d’isoformes ainsi que de localisation
cellulaire et anatomique présentaient des lacunes en condition physiologique et pathologique

a la fois chez I’étre humain et chez la souris.
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Annexes

|. Figures supplémentaires

EXON 1 ATGGCAGAGATGGGCAGTAAAGGGGTGACGGCGGGAAAGATCGCCAGCAACGTGCAGAAGAAGCTCACCCGCGCGCAGGAGAAG
EXON 2 GTTCTCCAGAAGCTGGGGAAGGCAGATGAGACCAAGGATGAGCAGTTTGAGCAGTGCGTCCAGAATTTCAACAAGCAGCTG

EXON 3 ACGGAGGGCACCCGGCTGCAGAAGGATCTCCGGACCTACCTGGCCTCCGTCAAAG

EXON 4 CCATGCACGAGGCTTCCAAGAAGCTGAATGAGTGTCTGCAGGAGGTGTATGAGCCCGATTGGCCCGGCAGGGATGAGGCAAACAA
GATCGCAGAG

EXON 5 AACAACGACCTGCTGTGGATGGATTACCACCAGAAGCTGGTGGACCAGGCGCTGCTGACCATGGACACGTACCTGGGCCAGTTCCC
CGACATCAAG

EXON 6 TCACGCATTGCCAAGCGGGGGCGCAAGCTGGTGGACTACGACAGTGCCCGGCACCACTACGAGTCCCTTCAAACTGCCAAAAAGAA
GGATGAAGCCAAAATTGCCAAG

EXON 7CCTGTCTCGCTGCTTGAGAAAGCCGCCCCCCAGTGGTGCCAAGGCAAACTGCAGGCTCATCTCGTAGCTCAAACTAACCTGCTCCGA
AATCAG

EXON 8 GCCGAGGAGGAGCTCATCAAAGCCCAGAAGGTGTTTGAGGAGATGAATGTGGATCTGCAGGAGGAGCTGCCGTCCCTGTGGAACAG
EXON 9 CCGCGTAGGTTTCTACGTCAACACGTTCCAGAGCATCGCGGGCCTGGAGGAAAACTTCCACAAGGAGATGAGCAAG

EXON 10 CTCAACCAGAACCTCAATGATGTGCTGGTCGGCCTGGAGAAGCAACACGGGAGCAACACCTTCACGGTCAAGGCCCAGCCCAG

EXON 11 GAGCCAGAGCCGGCCGGCGAAAGAAAAGTAAACTGTTTTCGCGGCTGCGCAGAAAGAAGAACAG

EXON 12 TGACAACGCGCCTGCAAAAGGGAACAAGAGCCCTTCGCCTCCAGATGGCTCCCCTGCCGCCACCCCCGAGATCAGAGTCAACCAC
GGGCCACGCCCGGGGCCACCCTCCCCAAGTCCCCATCTC

EXON 13 AGCTCCGGAAAGGCCCACCAGTCCCTCCGCCTCCCAAACACACCCCGTCCAAGGAAGTCAAGCAGGAGCAGATCCTCAGCCTGTTT
GAGGACACGTTTGTCCCTGAGATCAGCGTGACCACCCCCTCCCAG

EXON 14 TTTGAGGCCCCGGGGCCTTTCTCGGAGCAGGCCAGTCTGCTGGACCTGGACTTTGACCCCCTCCCGCCCGTGACGAGCCCTGTGA
AGGCACCCACGCCCTCTGGTCAG

EXON 15 TCAATTCCATGGGACCTCTGGGAG

EXON 16 CCCACAGAGAGTCCAGCCGGCAGCCTGCCTTCCGGGGAGCCCAGCGCTGCCGAGGGCACCTTTGCTGTGTCCTGGCCCAGCCA
GACGGCCGAGCCGGGGCCTGCCCAA

EXON 17 CCAGCAGAGGCCTCGGAGGTGGCGGGTGGGACCCAACCTGCGGCTGGAGCCCAGGAGLCCAGGGGAGACGGCGGCAAGTGA
AGCAGCCTCC

EXON 18 AGCTCTCTTCCTGCTGTCGTGGTGGAGACCTTCCCAGCAACTGTGAATGGCACCGTGGAGGGCGGCAGTGGGGCCGGGCGLTT
GGACCTGCCCCCAGGTTTCATGTTCAAG

EXON 19 GTACAGGCCCAGCACGACTACACGGCCACTGACACAGACGAGCTGCAGCTCAAGGCTGGTGATGTGGTGCTGGTGATCCCCTTC
CAGAACCCTGAAGAGCAG

EXON 20 GATGAAGGCTGGCTCATGGGCGTGAAGGAGAGCGACTGGAACCAGCACAAGGAGCTGGAGAAGTGCCGTGGCGTCTTCCCCG

AGAACTTCACTGAGAGGGTCCCATGA

Figure S 1: Séquences codantes du géne BIN1 contenu dans le clone utilisé. Séquences obtenues apres
séquencage des exons de BIN1du clone utilisé pour le modeéle murin de surexpression.
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A

Figure S 2 : Chromatogrammes des séquences de la région promotrice du géne BIN1. Les couleurs noire, bleue,
rouge et verte représentent respectivement les bases G, C, T et A. Les régions sélectionnées contiennent les
bases polymorphiques, indiquées par une fleche violette, corrélées a la surexpression de BIN1 (A, rs59335482,
Chapuis C et al; 2013), au déclin cognitive et a la progression de la maladie d’Alzheimer (B, rs744373, Zhang et
al. 2015) et a une atrophie de I'hippocampe (C, rs7561528, Wang et al. 2016).
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A Clone #1: 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-12-13-14-15-16-17-18-19-20

B Clone #2: 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-17-18-19-20

C Clone #3:1-18-19-20 Clone #8: 1-2-3-4-5-6-7-18-19-20
Clone #4: 1-2-3-4-19-20 Clone #9: 1-2-3-4-5-6-17-18-19-20
Clone #5: 1-2-3-4-5-19-20 Clone #10: 1-2-3-4-5-6-8-9-12-13-17-18-19-20
Clone #6: 1-2-3-4-5-6-19-20 Clone #11: 1-2-3-4-5-6-8-9-10-12-13-17-18-19-20

Clone #7: 1-2-3-4-5-6-18-19-20

Figure S 3 : Représentation des ARNm de BIN1, en termes d’exons inclus. Ces clones ont été obtenus apres
clonage des ARNm issus d’un hippocampe de souris Binl-/-;TgBIN1. Les résultats indiquent la présence de
I'isoforme neuronale#1 (A), I'isoforme ubiquitaire (B) et d’autres isoformes (C)

MEDLDQSPLVSSSDSPPRPOQPAFKYQFVREPEDEEEEEEEEEEDEDEDLEELEVLERKPAAGLSAAPVPTAPAAG
APLMDFGNDEFVPPAPRGPLPAAPPVAPERQPSWDPSPVSSTVPAPSPLSAAAVSPSKLPEDDEPPARPPPPPPAS
VSPOAEPVWTPPAPAPAAPPSTPAAPKRRGSSGSVDETLFALPAASEPVIRSSAENMDLKEQPGNTISAGQEDEP
SVLLETAASLPSLSPLSAASFKEHEYLGNLSTVLPTEGTLQENVSEASKEVSEKAKTLLIDRDLTEFSELEYSEM
GSSEFSVSPKAESAVIVANPREEIIVKNKDEEEKLVSNNILHNQOELPTALTKLVKEDEVVSSEKAKDSEFNEKRVA
VEAPMREEYADFKPFERVWEVKDSKEDSDMLAAGGKIESNLESKVDKKCFADSLEQTNHEKDSESSNDDTSEPST
PEGIKDRSGAYITCAPEFNPAATESIATNIFPLLGDPTSENKTDEKKIEEKKAQIVTEKNTSTKTSNPEFLVAAQDS
ETDYVTTDNLTKVTEEVVANMPEGLTPDLVQEACESELNEVTGTKIAYETKMDLVQTSEVMQESLYPAAQLCPSE
EESEATPSPVLPDIVMEAPLNSAVPSAGASVIQPSSSPLEASSVNYESIKHEPENPPPYEEAMSVSLKKVSGIKE
EIKEPENINAALQETEAPYISIACDLIKETKLSAEPAPDEFSDYSEMAKVEQPVPDHSELVEDSSPDSEPVDLESD
DSIPDVPOKQODETVMLVKESLTETSFESMIEYENKEKLSALPPEGGKPYLESFKLSLDNTKDTLLPDEVSTLSKK
EKIPLOMEELSTAVYSNDDLFISKEAQIRETETFSDSSPIEIIDEFPTLISSKTDSFSKLAREYTDLEVSHKSET
ANAPDGAGSLPCTELPHDLSLKNIQPKVEEKISEFSDDEFSKNGSATSKVLLLPPDVSALATQAEIESIVKPKVLVK
EAEKKLPSDTEKEDRSPSAIFSAELSKTSVVDLLYWRDIKKTGVVFGASLFLLLSLTVESIVSVTAYIALALLSV
TISFRIYKGVIQAIQKSDEGHPFRAYLESEVAISEELVOKYSNSALGHVNCTIKELRRLFLVDDLVDSLKFAVLM
WVEFTYVGALENGLTLLILALISLESVPVIYERHQAQIDHYLGLANKNVKDAMAKIQAKIPGLKRKAE

Figure S 4 : Séquence protéique de RTN4-A avec en vert une séquence consensus de reconnaissance des
domaines SH3.
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Figure S 5 : Poids des animaux htau;TgBIN1 a 3 (A), 6 (B), 9 (C), 12 (D) et 15 (E) mois. Les données, moyenne *
SEM, suivent une loi normale selon le test de Shapiro-Wilk et ont été analysées avec un test t de Student. Seuil
o< 0,05
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Figure S 6 : Préférence de place et d’objet lors du test de reconnaissance d’objet chez les souris htau;TgBIN1 a
3,6,9, 12 et 15 mois. Le temps passé sur chaque objet (dé ou bille) et le temps passé sur chaque position (droite
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représentées en moyenne + SEM, ont été analysés avec un t-test de Student
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Figure S 7 : contréle des immunomarquages de Tau et phospho-Tau en présence uniquement de I'anticorps
secondaire. Images représentatives des coupes adjacentes a celles ayant servie pour le marquage de tau (A), de
AT8 (B) et AT180 (C). Echelle=500um
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Il. Tableaux supplémentaires

Mapt KI WT UP
Mapt KI WT DW
Mapt KI Tg UP
Mapt Kl Tg DW
TgMAPT (mut) UP
TgMAPT (mut) DW
TgMAPT (WT) UP
TgMAPT (WT) DW
TgBIN1 UP
TgBIN1 DW
rs59335482 UP
rs59335482 DW

rs744373 UP

rs744373 DW

rs7561528 UP
rs7561528 DW

CTCAGCATCCCACCTGTAAC
CCAGTTGTGTATGTCCACCC
AAGTTCATCTGCACCACCG
TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG
ACTTTGAACAGGATGGCTGAGCCC
CTGTGCATGGCTGTCCACTAACCTT
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
CGAGGCCTGCGCCGCGATGGC
CGCAGCCTGGGGACCTCGAAG
CCAGGCTCAAGCAATCCTCCTA
ATTTGTGTTCAAGGCAGCAGGGAGG
CTGAGGGATCTCACCTTTGACCTGA
AGTCCATCTTCTTCTGCTCTCCCAGCAC
CACTTACCCCAAATGTGGAAGT
GAGCTATCAGCATAAGAAGTGTATGC

Tableau S 1 : Séquences des amorces utilisées pour le génotypage et pour le séquengage des polymorphismes

de BIN1

Tau [E178]
KDEL [10C3]
BIN1 [C99D]
RTN4-A
Phospho Tau Thr231 [AT180]

Abcam, ab32057
Abcam, ab12223
Sigma, B9428
Bio-Rad, AHP1799
Thermo Scientific, MN1040

Phospho Tau Ser202, Thr205 [AT8] Thermo Scientific, MN1020

Verify Blot (secondaire, HRP)

Tableau S 2 : Récapitulatif des anticorps utilisés

Abcam, ab131366
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; :
= Exon | oligonucléotide | o Séquence
1_[F BADI1 | ATTAACCCICACTAAAGGGAGICAGTTGGCTCOGCTOT
& BAD212 TAATACGACTCACTATAGGGAGGATAGGGGGACAGGTG
2 | BAD213 = | ATTAACCCTCACTAAAGGGATGGTGACTGAGCACTCTTGS
s BAD214 TAATACGACTCACTATAGGGCTCCACAAATTCAGCTCGTG |
€ BAD215 ATTAACCCTCACTAAAGGGAGAGAGCAGCCTGGTTCATIC
® BAD216 ! TAATACGACTCACTATAGGGCAGAGAGGCTTGTCOCAGAG
5 | BAD217 ATTAACCCTCACTAAAGGGAACATTTGCCCCCATCTTACA
K BAD218 TAATACGACTCACTATAGGGGTCCTAGGCCCTGTOCTCTC
6 |F BAD219 ATTAACCCTCACTAAAGGGAGATCCACTGGACCTGGAGTC
R BAD220 TAATACGACTCACTATAGGGCACAAGGGCCTCTCACTCAC
7 |F BAG303 ATTAACCCTCACTAAAGGGACCTAATTCTCTCGGCCTCAA
- BAG304 ‘TAATACGACTEACTATAGGGAGEAGAGCTCTCCCAGCA — -
~ 8 BAD221 ATTAACCCTCACTAAAGGGAATGGGTGTCCACATCCAGTT
lj’ [N BAD222 TAATACGACTCACTATAGGGCACTCAGGCTGGACACTGC
i F BAD223 ATTAACCCTCACTAAAGGGACTGGTTTGTGCCTCTGATOA
[ R _BAD224 I "TAATACGACTCACTATAGGGCCTCCCACGACTCTGAGTCT
10 |F BAD235 "ﬁiAcccmAchAGGOMTGOGGAMGAGGAGCWm E
BAD226 "TAATACGACI‘CACTATAGGGACCMCAGGGFCACAGGMG i
1 BADI171 ATTAACCCTCACTAAAGGGATCCTCTGAGCAGAAGGGTTG
~ | BAD172 TAATACGACTCACTATAGGGCACTGCACACAGAGCCAGAT
12 [F BAD227 ATTAACCCTCACTAAAGGGATGCACACACCTCTTCACACA
BAD228 TAATACGACTCACTATAGGGATGGAGGACAACAGCAAAGC
13 |€ BAG305 ATTAACCCTCACTAAAGGGATGTGACTAACCGTGGCTTTG
K_BAG306 | TAATACGACTCACTATAGGGTGGCTCTTGAGACAGAAGCA
14 |f BAG307 ATTAACCCTCACTAAAGGGAGTGTATGTGCGCTTGCTCTG
BAG308 TAATACGACTCACTATAGGGAGGTGATGAGGGCTGAAGG
15 BAG309 ATTAACCCTCACTAAAGGGATGAAGCTCCCTGAGAGGTGT
& BAG310 TAATACGACTCACTATAGGGCTGTGAACAGGCTAGGAGCA
16 |¢ BAG311 ATTAACCCTCACTAAAGGGACCGCTGGTGACATITTICTCT
1 |R BAG312 TAATACGACTCACTATAGGGCTGTCCTCACCCTCACATCC
A7 _|F BADz9 | ATTARCCCTRACTAAAGGGAGTITC TOTGTOr GoeTaT—
R BAD230 | TAATACGACTCACTATAGGGTCCAGCTTOCTCAACAGGAG
18 | BAD231 ATTAACCCTCACTAAAGGGACTCCTGTTGAGGAAGCTGGA

TAATACGACTCACTATAGGGAGT. AGCGCCTGCACAACTTT

£ BAD232
P BAD T

ATTAACCCTCACT. AAAGGGAGCATCTGAGCCCCATACTGT

BADI174 TAATACGACTCACT ATAGGGGCCAGGATGCCTGT GGTC
20/) BAD175 ATTAACCCTCACT AAAGGGACCTGGAGGAGGTGTTCTCAA
(& BADI176 TAATACGACTCACTATAGGGGGGGTCTCCOTCTTRATTTAR

Tableau S 3 : Séquences des amorces utilisées pour le séquengage des exons de BIN1
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Identification | WB Co-IP | WB Co-IP
en MS/MS BIN1 interacteur PLA Tubuline  Merge

+ a-C99D
Erlin2 5 5
@ a-C99D
+ a-C99D
? ?
G3BP
@ a-C99D
+ a-C99D
Synaptojanin
1 ? ?
@ a-C99D
+ a-C99D
CoP1 ? ?
@ a-C99D
o | 2| 2 ?
SRITAE ?
Amphl } ? ?

Tableau S 4 : récapitulatif de des observations effectuées par nos méthodes de validation des interacteurs
isolés en MS/MS.
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GLOSSAIRE DES INTERACTEURS POTENTIELS DE BIN1 ISOLEES PAR MS/MS

1. Glossaire des interacteurs potentiels de BIN1 isolées par MS/MS

Actrlb : ARP1 actin-related protein 1B, centractin beta; Component of a multi-subunit
complex involved in microtubule based vesicle motility. It is associated with the centrosome

(By similarity)

Aldoa : aldolase A, fructose-bisphosphate; Plays a key role in glycolysis and gluconeogenesis.

In addition, may also function as scaffolding protein (By similarity)

Ampd2 : adenosine monophosphate deaminase 2; AMP deaminase plays a critical role in

energy metabolism (By similarity)

Amph : amphiphysin; May participate in mechanisms of regulated exocytosis in synapses and
certain endocrine cell types. May control the properties of the membrane associated

cytoskeleton (By similarity)
Ankrd63 : ankyrin repeat domain 63

Ap1lb1 : adaptor protein complex AP-1, beta 1 subunit; Subunit of clathrin-associated adaptor
protein complex 1 that plays a role in protein sorting in the late-Golgi/trans-Golgi network
(TGN) and/or endosomes. The AP complexes mediate both the recruitment of clathrin to
membranes and the recognition of sorting signals within the cytosolic tails of transmembrane

cargo molecules

Ap2al : adaptor protein complex AP-2, alpha 1 subunit; Component of the adaptor protein
complex 2 (AP-2). Adaptor protein complexes function in protein transport via transport
vesicles in different membrane traffic pathways. Adaptor protein complexes are vesicle coat
components and appear to be involved in cargo selection and vesicle formation. AP-2 is
involved in clathrin-dependent endocytosis in which cargo proteins are incorporated into
vesicles surrounded by clathrin (clathrin- coated vesicles, CCVs) which are destined for fusion

with the early endosome. The clathrin lattice serves as a me [...]

Ap3b2 : adaptor-related protein complex 3, beta 2 subunit; Subunit of non-clathrin- and
clathrin-associated adaptor protein complex 3 (AP-3) that plays a role in protein sorting in the

late-Golgi/trans-Golgi network (TGN) and/or endosomes. The AP complexes mediate both the
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recruitment of clathrin to membranes and the recognition of sorting signals within the
cytosolic tails of transmembrane cargo molecules. AP-3 appears to be involved in the sorting
of a subset of transmembrane proteins targeted to lysosomes and lysosome-related

organelles. In concert with the BLOC-1 complex, AP-3 is required [...]

Ap3d1 : adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit; Part of the AP-3 complex, an
adaptor-related complex which is not clathrin-associated. The complex is associated with the
Golgi region as well as more peripheral structures. It facilitates the budding of vesicles from
the Golgi membrane and may be directly involved in trafficking to lysosomes (By similarity). In
concert with the BLOC-1 complex, AP-3 is required to target cargos into vesicles assembled at

cell bodies for delivery into neurites and nerve terminals
Atp2b1l : ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 1

AWb555464 : expressed sequence AW555464; Plays a role in microtubule organization (By

similarity)

C3 : complement component 3; C3 plays a central role in the activation of the complement
system. Its processing by C3 convertase is the central reaction in both classical and alternative
complement pathways. After activation C3b can bind covalently, via its reactive thioester, to

cell surface carbohydrates or immune aggregates

Cacnb4 : calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit; The beta subunit of voltage-
dependent calcium channels contributes to the function of the calcium channel by increasing
peak calcium current, shifting the voltage dependencies of activation and inactivation,
modulating G protein inhibition and controlling the alpha-1 subunit membrane targeting (By

similarity)

Calcocol : calcium binding and coiled coil domain 1; Functions as a coactivator for aryl
hydrocarbon and nuclear receptors (NR). Recruited to promoters through its contact with the
N-terminal basic helix-loop-helix-Per-Arnt-Sim (PAS) domain of transcription factors or
coactivators, such as NCOA2. During ER-activation acts synergistically in combination with
other NCOA2-binding proteins, such as EP300, CREBBP and CARM1. Involved in the
transcriptional activation of target genes in the Wnt/CTNNB1 pathway. Functions as a

secondary coactivator in LEF1- mediated transcriptional activation via its inte [...]
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Cd5l : CD5 antigen-like; May play a role in the regulation of the immune system. Seems to play

a role as an inhibitor of apoptosis
Cep170 : centrosomal protein 170; Plays a role in microtubule organization (By similarity)

Cltc : clathrin, heavy polypeptide (Hc); Clathrin is the major protein of the polyhedral coat of
coated pits and vesicles. Two different adapter protein complexes link the clathrin lattice

either to the plasma membrane or to the trans-Golgi network (By similarity)

Copa : coatomer protein complex subunit alpha; The coatomer is a cytosolic protein complex
that binds to dilysine motifs and reversibly associates with Golgi non- clathrin-coated vesicles,
which further mediate biosynthetic protein transport from the ER, via the Golgi up to the trans
Golgi network. Coatomer complex is required for budding from Golgi membranes, and is
essential for the retrograde Golgi-to-ER transport of dilysine-tagged proteins. In mammals,
the coatomer can only be recruited by membranes associated to ADP-ribosylation factors

(ARFs), which are small GTP-binding proteins; the [...]

Cp : ceruloplasmin; Ceruloplasmin is a blue, copper-binding (6-7 atoms per molecule)
glycoprotein. It has ferroxidase activity oxidizing Fe(2+) to Fe(3+) without releasing radical
oxygen species. It is involved in iron transport across the cell membrane. Provides Cu(2+) ions
for the ascorbate-mediated deaminase degradation of the heparan sulfate chains of GPC1.

May also play a role in fetal lung development or pulmonary antioxidant defense (By similarity)

D10Wsu52e : DNA segment, Chr 10, Wayne State University 52, expressed; Catalytic subunit
of the tRNA-splicing ligase complex that acts by directly joining spliced tRNA halves to mature-
sized tRNAs by incorporating the precursor-derived splice junction phosphate into the mature
tRNA as a canonical 3',5'- phosphodiester. May act as a RNA ligase with broad substrate
specificity, and may function toward other RNAs (By similarity). Essential during post-

implantation development of embryos

Ddx1 : DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 1; Acts as an ATP-dependent RNA helicase,
able to unwind both RNA-RNA and RNA-DNA duplexes. Possesses 5' single-stranded RNA
overhang nuclease activity. Possesses ATPase activity on various RNA, but not DNA
polynucleotides. May play a role in RNA clearance at DNA double-strand breaks (DSBs),

thereby facilitating the template-guided repair of transcriptionally active regions of the
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genome. Together with RELA, acts as a coactivator to enhance NF-kappa-B-mediated

transcriptional activation. Acts as a positive transcriptional regulator of cyclin CCND2 [...]

Dnm3 : dynamin 3; Microtubule-associated force-producing protein involved in producing
microtubule bundles and able to bind and hydrolyze GTP. Most probably involved in vesicular
trafficking processes, in particular endocytosis (By similarity)

Drgl : developmentally regulated GTP binding protein 1; Critical regulator of cell growth under

specific conditions. Implicated in differentiation and cell cycle arrest

Eeflg : eukaryotic translation elongation factor 1 gamma; Probably plays a role in anchoring

the complex to other cellular components (By similarity)

Eifdb : eukaryotic translation initiation factor 4B; Required for the binding of mRNA to
ribosomes. Functions in close association with EIF4-F and EIF4-A. Binds near the 5'- terminal
cap of mRNA in presence of EIF-4F and ATP. Promotes the ATPase activity and the ATP-
dependent RNA unwinding activity of both EIF4-A and EIF4-F (By similarity)

Erlinl : ER lipid raft associated 1; Component of the ERLIN1/ERLIN2 complex which mediates
the endoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD) of inositol 1,4,5-trisphosphate

receptors (IP3Rs) (By similarity)

Erlin2 : ER lipid raft associated 2; Component of the ERLIN1/ERLIN2 complex which mediates
the endoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD) of inositol 1,4,5-trisphosphate

receptors (IP3Rs). Also involved in ITPR1 degradation by the ERAD pathway (By similarity)
Fam164a : family with sequence similarity 164, member A

Fam98b : family with sequence similarity 98, member B

Farsa : phenylalanyl-tRNA synthetase, alpha subunit

Farsb : phenylalanyl-tRNA synthetase, beta subunit

Fuk : fucokinase

G3bp1l : Ras-GTPase-activating protein SH3-domain binding protein 1; May be a regulated
effector of stress granule assembly. Phosphorylation-dependent sequence-specific
endoribonuclease in vitro. Cleaves exclusively between cytosine and adenine and cleaves MYC

MRNA preferentially at the 3'-UTR. ATP- and magnesium- dependent helicase. Unwinds
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preferentially partial DNA and RNA duplexes having a 17 bp annealed portion and either a
hanging 3' tail or hanging tails at both 5'- and 3'-ends. Unwinds DNA/DNA, RNA/DNA, and

RNA/RNA substrates with comparable efficiency. Acts unidirectionally by moving i [...]

Gabral : gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 1; GABA, the major
inhibitory neurotransmitter in the vertebrate brain, mediates neuronal inhibition by binding

to the GABA/benzodiazepine receptor and opening an integral chloride channel
Gprl58 : G protein-coupled receptor 158; Orphan receptor

Hrg : histidine-rich glycoprotein; Plasma glycoprotein that binds a number of ligands such as
heme, heparin, heparan sulfate, thrombospondin, plasminogen, and divalent metal ions.
Binds heparin and heparin/glycosaminoglycans in a zinc-dependent manner. Binds heparan
sulfate on the surface of liver, lung, kidney and heart endothelial cells. Binds to N-sulfated
polysaccharide chains on the surface of liver endothelial cells. Inhibits rosette formation. Acts
as an adapter protein and is implicated in regulating many processes such as immune complex

and pathogen clearance, cell chemotaxis, cell [...]
Luzpl : leucine zipper protein 1

Mapkl : mitogen-activated protein kinase 1; Serine/threonine kinase which acts as an
essential component of the MAP kinase signal transduction pathway. MAPK1/ERK2 and
MAPK3/ERK1 are the 2 MAPKs which play an important role in the MAPK/ERK cascade. They
participate also in a signaling cascade initiated by activated KIT and KITLG/SCF. Depending on
the cellular context, the MAPK/ERK cascade mediates diverse biological functions such as cell
growth, adhesion, survival and differentiation through the regulation of transcription,

translation, cytoskeletal rearrangements. The MAPK/ERK cascade plays a [...]

Mtap1la : microtubule-associated protein 1 A; Structural protein involved in the filamentous

cross- bridging between microtubules and other skeletal elements

Mtap1lb : microtubule-associated protein 1B; Phosphorylated MAP1B may play a role in the
cytoskeletal changes that accompany neurite extension. Possibly MAP1B Binds to at least two
tubulin subunits in the polymer, and this bridging of subunits might be involved in nucleating
microtubule polymerization and in stabilizing microtubules. Acts as a positive cofactor in

DAPK1-mediated autophagic vesicle formation and membrane blebbing (By similarity).
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Facilitates tyrosination of alpha-tubulin in neuronal microtubules. Required for synaptic

maturation

Mugl : murinoglobulin 1; A proteinase activates the inhibitor by specific proteolysis in the bait
region, which, by an unknown mechanism leads to reaction at the cysteinyl-glutamyl internal
thiol ester site and to a conformational change, whereby the proteinase is trapped and/or
covalently bound to the inhibitor. While in the tetrameric proteinase inhibitors steric
inhibition is sufficiently strong, monomeric forms need a covalent linkage between the
activated glutamyl residue of the original thiol ester and a terminal amino group of a lysine or

another nucleophilic group on the proteinase, f [...]

Nckapl : NCK-associated protein 1; Part of the WAVE complex that regulates lamellipodia
formation. The WAVE complex regulates actin filament reorganization via its interaction with

the Arp2/3 complex. Actin remodeling activity is regulated by RAC1

Ncl : nucleolin; Nucleolin is the major nucleolar protein of growing eukaryotic cells. It is found
associated with intranucleolar chromatin and pre-ribosomal particles. It induces chromatin
decondensation by binding to histone H1. It is thought to play a role in pre-rRNA transcription
and ribosome assembly. May play a role in the process of transcriptional elongation. Binds
RNA oligonucleotides with 5'-UUAGGG-3' repeats more tightly than the telomeric single-
stranded DNA 5'-TTAGGG-3' repeats (By similarity)

Nemf : nuclear export mediator factor

Pitpnm2 : phosphatidylinositol transfer protein, membrane-associated 2; Catalyzes the
transfer of phosphatidylinositol and phosphatidylcholine between membranes (in vitro). Binds

calcium ions (By similarity)

Prkce : protein kinase C, epsilon; Calcium-independent, phospholipid- and diacylglycerol
(DAG)-dependent serine/threonine-protein kinase that plays essential roles in the regulation
of multiple cellular processes linked to cytoskeletal proteins, such as cell adhesion, motility,
migration and cell cycle, functions in neuron growth and ion channel regulation, and is
involved in immune response, cancer cell invasion and regulation of apoptosis. Mediates cell
adhesion to the extracellular matrix via integrin-dependent signaling, by mediating

angiotensin-2-induced activation of integrin beta-1 (ITG [...]
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Pzp : pregnancy zone protein; Is able to inhibit all four classes of proteinases by a unique
'trapping' mechanism. This protein has a peptide stretch, called the 'bait region' which
contains specific cleavage sites for different proteinases. When a proteinase cleaves the bait
region, a conformational change is induced in the protein which traps the proteinase. The
entrapped enzyme remains active against low molecular weight substrates (activity against
high molecular weight substrates is greatly reduced). Following cleavage in the bait region a

thioester bond is hydrolyzed and mediates the c [...]
Raph1l : Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains 1
Rtn4 : reticulon 4

Serpinalc : serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 1C; Inhibitor of serine

proteases. Can inhibit trypsin and chymotrypsin; relatively ineffective against elastase

Serpina3k : serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3K; Contrapsin inhibits

trypsin-like proteases

Suclgl : succinate-CoA ligase, GDP-forming, alpha subunit; Catalyzes the ATP- or GTP-
dependent ligation of succinate and CoA to form succinyl-CoA. The nature of the beta subunit

determines the nucleotide specificity (By similarity)

Synjl: synaptojanin 1; Inositol 5-phosphatase which has a role in clathrin- mediated

endocytosis (By similarity)
Trf : transferrin
Uhrflbpll : UHRF1 (ICBP90) binding protein 1-like

Yars : tyrosyl-tRNA synthetase; Catalyzes the attachment of tyrosine to tRNA(Tyr) in a two-
step reaction: tyrosine is first activated by ATP to form Tyr- AMP and then transferred to the

acceptor end of tRNA(Tyr) (By similarity)
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Abstract

The bridging integrator 1 gene (BIN1) is a major genetic risk factor for Alzheimer’s
disease (AD). In this report, we investigated how BIN1-dependent pathophysiological
processes might be associated with Tau. We first generated a cohort of control and
transgenic mice either overexpressing human MAPT (TgMAPT) or both human MAPT
and BIN1 (TgMAPT;TgBIN1), which we followed-up from 3 to 15 months. In
TgMAPT;TgBIN1 mice short-term memory deficits appeared earlier than in TJMAPT
mice; however — unlike TJMAPT mice — TgMAPT;TgBIN1 mice did not exhibit any
long-term or spatial memory deficits for at least 15 months. After sacrifice of the cohort
at 18 months, immunohistochemistry revealed that BIN1 overexpression prevents both
Tau mislocalization and somatic inclusion in the hippocampus, where an increase in
BIN1-Tau interaction was also observed. We then sought mechanisms controlling the
BIN1-Tau interaction. We developed a high-content screening approach to
characterize modulators of the BIN1-Tau interaction in an agnostic way (1,126
compounds targeting multiple pathways), and we identified — among others — an
inhibitor of Calcineurin, a Ser/Thr phosphatase. We determined that Calcineurin
dephosphorylates a Cyclin-dependent kinase phosphorylation site at T348 that shifts
the dynamic equilibrium of the open/closed conformation of the neuronal BIN1 isoform
towards the open form. Phosphorylation of this site increases the availability of the
BIN1 SH3 domain for Tau interaction, as demonstrated by nuclear magnetic resonance
experiments and in primary neurons. Finally, we observed that the levels of the
neuronal BIN1 isoform were decreased in AD brains, whereas phospho-
BIN1(T348):BIN1 ratio was increased, suggesting a compensatory mechanism. In
conclusion, our data support the idea that BIN1 modulates the AD risk through an
intricate regulation of its interaction with Tau. Any increase in BIN1 expression or
activity may disrupt this regulatory balance with Tau and have direct effects on learning

and memory.

195



ARTICLES

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder and is
clinically characterized among others by memory deficits affecting first short term and
then long term and spatial memory. AD constitutes a major public, medical, societal,
and economic issue worldwide, with 35.6 million people suffering from the disease and
a forecast of 106 million in 2050.(Prince et al. 2013) Responding effectively to this AD
crisis necessitates a better understanding of this disease in order to improve diagnosis
and therapy.

AD is characterized by two main types of brain lesions: (i) amyloid plagues, resulting
from the extracellular accumulation of amyloid beta (AB) peptides; (ii) neurofibrillar
degeneration, due to the intracellular aggregation of abnormally hyperphosphorylated
tau proteins. This aggregation is associated with an abnormal localization of Tau
proteins from the axonal compartment to the somato-dendritic compartment.(Zempel
and Mandelkow 2014)

The discovery of mutations in the APP, PS1 and PS2 genes (coding for amyloid
precursor protein, APP, and presenilins 1 and 2), responsible for early-onset,
autosomal-dominant forms of AD has placed AR oligomer production at the centre of
the pathophysiological process.(Hardy and Selkoe 2002) A better understanding of the
genetic component of the common, complex forms of AD, which is exceptionally high
among multifactorial aging-related diseases,(Gatz et al. 2006) is required to decipher
the pathophysiological processes of the AD. Genome-wide association studies
(GWAS) allowed for the identification of more than 30 loci associated with the late-
onset forms of AD,(Hollingworth et al. 2011; Lambert et al. 2009; Lambert et al. 2013;
Sims et al. 2017) and part of them pointed out a potential failure in AR clearance,
leading to more insidious AB accumulation in the brain.(Lambert and Amouyel 2010;
Sims et al. 2017) On the other hand, it is only recently that AD genetic risk factors have
been also associated with Tau pathology, following the development of systematic
screenings in Drosophila which allowed for the identification of genetic modifiers by
assessing eye roughness and eye size as readouts of Tau neurotoxicity (Dourlen et al.
2017; Shulman et al. 2011; Shulman et al. 2014) and their associations with
endophenotypes related to Tau.(Beecham et al. 2014; Cruchaga et al. 2013; Dourlen

et al. 2017) Such observations are of high importance since, contrary to amyloid
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plaques, neurofibrillary tangles (NFTs) are well correlated with cognitive impairment

both in humans (Nelson et al. 2012) and in animal models.(Huber et al. 2018)

Among the genes described to genetically interact with Tau in Drosophila, the bridging
integrator 1 gene (BIN1) was further described to directly interact with the Tau protein
by NMR spectroscopy using recombinant proteins, in vitro glutathion S-transferase
(GST) pull-down from HEK293 lysates, as well as reciprocal co-immunoprecipitation
from mouse brain synaptosome homogenates.(Chapuis, Hansmannel, Gistelinck,
Mounier, Van Cauwenberghe, Kolen, Geller, Sottejeau, Harold, Dourlen, Grenier-
Boley, Kamatani, Delepine, Demiautte, Zelenika, Zommer, Hamdane, Bellenguez,
Dartigues, Hauw, Letronne, Ayral, Sleegers, Schellens, Broeck, Engelborghs, De
Deyn, Vandenberghe, O'Donovan, Owen, Epelbaum, Mercken, Karran, Bantscheff,
Drewes, Joberty, Campion, Octave, Berr, Lathrop, Callaerts, Mann, Williams, Buee,
Dewachter, Van Broeckhoven, Amouyel, Moechars, Dermaut, and Lambert 2013) In
addition, a genome-wide significant functional risk variant in the vicinity of BIN1 has
been associated with Tau loads (but not with A loads) in AD brains.(Dourlen et al.
2017)

BIN1 gene codes for amphiphysin 2, also called BIN1, a ubiquitously expressed protein
involved in membrane remodeling. BIN1 comprises a N-BAR domain involved in
membrane curvature sensing, an SH3 domain that binds to proline-rich motifs in a
number of proteins including itself, and a clathrin- and AP2-binding domain (CLAP)
specific of the isoform 1.(Prokic, Cowling, and Laporte 2014) In the central nervous
system (CNS), BIN1 is mostly found in the axon initial segment, at the nodes of
Ranvier,(Butler et al. 1997) and at the synapse,(Ramjaun et al. 1997; Daudin et al.
2018) and was also associated with myelinated axons and oligodendrocytes in the
white and grey matter.(De Rossi et al. 2016) However, little is known about its function
in the CNS. We recently described the consequences of increased human BIN1
expression in the mouse brain, which exhibits early alterations in the neuronal tract
between the entorhinal cortex and the dentate gyrus of the hippocampus, leading to
impaired novel object recognition and aging-related changes.(Daudin et al. 2018)
Altogether, BIN1 overexpression affects the aging brain and induces

neurodegeneration. (Daudin et al. 2018)

Little is also known about BIN1 in the context of AD. Several teams evaluated potential
links between AD and BIN1 and determined: (i) BIN1 may regulate BACEL intracellular
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trafficking through multiple mechanisms and subsequently alter AB peptide
production;(Miyagawa et al. 2016) (ii) BIN1 may have a role in plasma membrane
remodeling during myelination, which is known to be affected in AD;(De Rossi et al.
2016; McKenzie et al. 2017) (iii) BIN1 may participate in the neuron-to-neuron
propagation of Tau prion strains;(Calafate et al. 2016) and (iv) BIN1 may directly
interact with Tau and interfere with Tau neurotoxicity via unknown
mechanisms.(Dourlen et al. 2017; Malki et al. 2017) Strong efforts are thus still needed
to determine how BINL1 is involved in the pathophysiological processes of AD. In this
study, we assessed for the first time the impact of human BIN1 overexpression in a
mouse model of tauopathy and further dissected the interaction between Tau and BIN1

at the molecular and cellular levels.
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Results

BIN1 overexpression modulates hTau phenotypes in short- and long-term

memory

Although a genetic interaction between Binl and MAPT has been shown in Drosophila
and the corresponding proteins have been described to physically interact,(Dourlen et
al. 2017; Malki et al. 2017) the impact of BIN1 expression levels on cognitive function
has not yet been investigated in a mammalian tauopathy model. For this purpose, we
crossed the hTau mouse, a tauopathy model that overexpresses human MAPT (but
does not express endogenous murine Mapt (Polydoro et al. 2009)) with the TgBIN1
mouse that overexpresses human BIN1 under the control of its own promoter and
recapitulates the tissue-specific expression of different BIN1 isoforms.(Daudin et al.
2018) Briefly, generation of mice were obtained on C57BL/6J genetic background by
crossing Mapt*; TgMAPT/0 and Mapt*; TgBIN1/0 (Daudin et al. 2018) to obtain Mapt*-
as control litermates, Mapt”;TgMAPT/0 (noted here hTau) as tauopathy
model,(Polydoro et al. 2009) and, finally, Mapt”;TgMAPT/0;TgBIN1/0 noted here
hTau;TgBIN1. Notably, in the TgBIN1 mouse, brain Mapt expression is similar to that
observed in the WT mouse (Fig. S1).

To assess if BIN1 overexpression affected the short-term, non-spatial memory deficit
in the hTau mice, a novel object recognition (NOR) task was performed, longitudinally
at 3, 6, 9, 12, and 15 months. MAPT overexpression induced short-term memory
deficits in males and females from 9 months on, characterized by their inability to
discriminate between familiar and novel objects (Fig. 1). Strikingly, hTau;TgBIN1 mice
displayed short-term memory deficits earlier than hTau mice, by 3 months, both in
males and females. Notably, Mapt heterozygous deletion alone had no impact on this
task and TgBIN1 males present NOR deficits only starting from 6 months.(Daudin et
al. 2018) There was no place or object preference, regardless of genotype or sex (Fig.
S2). In conclusion, BIN1 overexpression worsened hTau phenotypes in the NOR task

at an early age.

In parallel to the NOR test, we assessed in this mouse cohort (non-naive animals) the

effect of BIN1 and MAPT overexpression on long-term spatial memory using Morris

water maze (MWM) tasks at the same relative ages. All groups were able to achieve

the same performance in reducing the distance needed to reach the hidden platform

(Fig. 2 and S3). The hTau mice displayed a deficit in recalling the platform location 24
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h after the last training session by 12 months (Fig. 2 and S4). However, hTau;TgBIN1
males were able to perform this task at all ages tested, indicating that BIN1
overexpression rescued the long-term and spatial memory of the hTau mice (Fig. 2)
and hTau;TgBIN1 females displayed a delayed deficit at 15 months (Fig. S4). Notably,
15-month-old TgBIN1 mice did not have a deficit in this task as was observed for the
WT mice (Fig. S5). To validate that the memory deficit observed for hTau mice were
not due to a visual or locomotor deficit, we measured the distance and time required
by the 15 month old mice to reach the visible platform. No difference was noted in the
swimming velocities of different genotypes (Fig. S6). Overall, BIN1 overexpression
modulates hTau phenotypes by exacerbating short-term memory deficits and

preventing long-term memory deficits.

BIN1 expression prevents Tau intracellular inclusions and increases its

interaction with Tau in the hippocampus

The hTau mice have been described to develop detectable Tau aggregation and
intracellular inclusions in the hippocampus and entorhinal cortex by 9
months.(Andorfer et al. 2005; Polydoro et al. 2009) We therefore tested the hypothesis
that the mechanism underlying the rescue of the long-term and spatial memory deficits
in hTau males through BIN1 overexpression may be linked to an alteration of this
phenotype. We sacrificed our cohort at 18 months and performed immunolabeling with
antibodies specifically targeting Tau phosphorylated at Ser202 and Thr205 (AT8
antibody) and Thr231 (AT180 antibody) in the hippocampus (Fig. 3). As expected, no
staining was evident in control mice. In hTau mice, Tau was mislocalized to the somatic
compartment and formed prominent intracellular inclusions in the hippocampus
(dentate gyrus, CA3, CA2, and CAl) (Fig. 3A). However, in hTau;TgBIN1 mice the
number of cells with intracellular inclusions decreased by 5.9-fold or by 4.3-fold in the
hippocampus when labeled with AT8 or AT180 antibodies, respectively (Fig. 3B and
3C). Since it is known that hyperphosphorylation of soluble Tau precedes Tau somatic
inclusion,(Buee et al. 2000) we determined if reduction of Tau inclusions upon BIN1
overexpression is due to an alteration of Tau phosphorylation pattern or of soluble Tau
levels. However, no difference in soluble phosphorylated Tau protein was observed
between hTau and hTau;TgBIN1 mice in the hippocampus (Fig. S7), indicating that
BIN1 does not potentially regulate the level of soluble phosphorylated Tau protein or

its phosphorylation pattern.
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It has been previously described that BIN1 is able to physically interact with Tau. We
assessed if BIN1 overexpression modified the level of its interaction with Tau. For this
purpose we used proximity ligation assay (PLA) in brain slices from sacrificed animals
(Fig. 3D) and quantified the PLA density as a read-out of the BIN1-Tau interaction (Fig.
3E). We observed a strong increase in the PLA signal for the hTau;TgBIN1 mice when
compared to both controls and hTau mice (6.2-fold and 2.7-fold in spot density,
respectively). Notably, as a positive control, we also used PLA to assess the interaction
between a-tubulin and Tau (Fig. S8) and detected an increase in this interaction in
hTau and hTau;TgBIN1 mice relative to controls (Fig. 3F). Taken together, these data
indicate that BIN1 overexpression increases its interaction with Tau in the
hippocampus and prevents Tau mislocalization and somatic inclusion, notably in the

brain regions involved in long-term and spatial memory.
BIN1 expression in neurons modulates BIN1-Tau interaction

Our data in transgenic mice support the idea that the BIN1-Tau interaction is relevant
for the pathophysiological functions of Tau in AD and potentially in neurons. To gain
further insight into cellular mechanisms of BIN1-Tau interaction, we monitored the
dynamics of the Binl-Tau interaction during neuronal maturation in hippocampal
primary neuronal cultures (PNC) at 7, 14, and 21 days in vitro (DIV), using western
blots and PLA (Fig. 4). We first observed an increase in BIN1 and Tau amounts with
time (Fig. 4A and 4B), whereas Tau phosphorylation was lower at certain epitopes, in
particular, at Thr231 (Fig. 4C). Of note, this phosphorylation site has been described
to inhibit the interaction between Tau’s proline-rich domain (PRD) and BIN1’s SH3
domains.(Sottejeau et al. 2015) In parallel, we observed a relative increase in BIN1-
Tau PLA volumes in the neuronal network with time of culture (Fig. 4D and 4E), and
the BIN1-Tau PLA signal was highly correlated with Tau volume irrespective of DIV
(Fig. 4F), suggesting a uniform distribution of PLA signals in the network. We then
assessed the impact of BIN1 expression on the PLA signal at DIV14, by
underexpressing BIN1 or overexpressing BIN1 isoform 1 (BINlisol) at DIV8 via
transduction of lentiviruses expressing shRNA against BIN1 or the corresponding
cDNA, respectively (Fig. 4H and S9). BIN1 underexpression led to a decrease in PLA
signal; conversely, BIN1lisol overexpression led to an increase in PLA signal (Fig. 4G
and 41). These data indicate that even if the BIN1-Tau interaction occurred at restricted

loci in neurons (e.g., at microtubule tips, as previously described (Sottejeau et al.
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2015)), the BIN1-Tau complex formation depends on the global amount of BIN1 in
neurons, as observed in the transgenic mice. Together, our data support the notion
that variation in BIN1 expression affects the dynamics of BIN1-Tau complexes and

their subsequent physiological and/or pathophysiological functions.
Search for signaling pathways modulating the BIN1-Tau interaction in neurons

In addition to the BIN1 expression level as a modulator of the BIN1-Tau interaction, we
had previously shown that phosphorylation of the Tau PRD domain (mainly at T231)
inhibits its interaction with the BIN1 SH3 domain.(Sottejeau et al. 2015) This suggested
that BIN1-Tau interaction dynamics likely depended on specific signaling pathways
that regulate Tau phosphorylation. However, the cell signaling pathways susceptible
to modulate the dynamic BIN1-Tau interaction remained unknown. To answer this
guestion, we developed an agnostic strategy and set-up a semi-automated high-
content screening (HCS) approach, using PNC as cellular model and PLA volume as
readout for BIN1-Tau interaction (Fig. 5A).

We tested a library of 1,126 compounds (at 10 uyM) known to mainly target key
elements of canonical pathways (see the Materials and Methods section for a full
description of the HCS design). In brief, HCS was made in triplicate (one well per
compound in each screen) using independent cultures. 79 compounds showed
potential toxicity, as assessed by Tau and MAP2 network densities (Fig. 5B), and were
excluded. We then applied several selection criteria to identify most promising
compounds: (i) only compounds showing an effect in the same direction in all three
independent screens were retained for further investigation; (ii) we selected the 10%
of compounds showing the strongest variations (5% increasing PLA and 5%
decreasing PLA). This led to 72 compounds for validation in dose-response
experiments (Fig. 5C). Following this validation step, we were able to retain 12
compounds (Fig. 5D) that consistently exhibited the strongest variations in PLA
signals. We grouped the targets of these compounds into 5 categories: (i)
phosphorylation; (ii) nitric oxide synthase; (i) Ca?* homeostasis; (iv) membrane
receptors; and (v) others (see Fig. S10 for the dose-response curves). As BIN1-Tau
interaction has been shown to be modulated by phosphorylation,(Sottejeau et al. 2015)
we decided to focus on two compounds whose targets are regulators of
phosphorylation: (i) the Calcineurin (CaN) inhibitor Cyclosporin A (CsA), which, at 10
nM, increased PLA:Tau ratio by 42.6%; and (ii) the MEK inhibitor U0126, which, at 10
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MM, decreased PLA:Tau ratio by 36.2% (Fig. 5E). In conclusion, CaN and MEK-
dependent signaling pathways — among others — are able to modulate the complex
dynamics of the BIN1-Tau interaction in neurons.

The conformational change in BIN1 isoform 1 upon phosphorylation modulates BIN1-

Tau interaction

Of particular interest, CaN is a Ser/Thr phosphatase which has been described to
dephosphorylate amphiphysin 1 (amphil), the homolog of BIN1.(Bauerfeind, Takei,
and De Camilli 1997) We thus postulated that CaN may also target BIN1 and sought
potential phosphorylation sites within BIN1 explaining the increase in the PLA signal
observed after CaN inhibition. Interestingly, we had previously characterized a
conformational change in BIN1lisol between open and closed forms. This involves an
intramolecular interaction between the SH3 and CLAP PRD of BIN1lisol, making the
SH3 domain unavailable for intermolecular interactions for instance with Tau.(Malki et
al. 2017) Since phosphorylations in the PRD have already been described to inhibit
PRD/SH3 domains,(Sottejeau et al. 2015) we postulated that phosphorylation in the
CLAP PRD domains of BIN1lisol may play a role in favoring BIN1’s open form. This
would implicate that phosphorylation in this domain would lead to an increase in BIN1-
Tau interaction and consequently in the PLA signal (and therefore explain the PLA
increase observed upon inhibiting CaN, which dephosphorylates this site). When
comparing amphil and BIN1 protein sequences, their CLAP PRD domains appear to
be highly conserved (Fig. 6A). Considering that amphil T310 (corresponding to BIN1
T348) has been described to be phosphorylated by Cdks,(Floyd et al. 2001) we
hypothesized that T348 (in the vicinity of the PRD sequence interacting with the BIN1-
SH3 domain (Malki et al. 2017)) may be controlling the open/closed conformation of
BIN1lisol.

We first developed an antibody against BIN1 phosphorylated at T348 to determine if
the BIN1 T348 phosphorylation occurred in neurons. Treating neuronal protein extracts
with a protein phosphatase pool decreased BIN1 T348 phosphorylation (Fig. 6B). As
control, Tau T231 phosphorylation was also decreased (Fig. S11A). Next, since T348
is within a consensus sequence recognized for phosphorylation by cyclin-dependent
kinases (Cdks), we tested if Cdks were able to phosphorylate BIN1 T348. By using
recombinant Cdk2 or Cdk5 and BIN1lisol, we showed that both kinases are able to
directly phosphorylate T348 (Fig. 6C), as well as Tau T231 in vitro (Fig. S11B)
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confirming previous results (Sottejeau et al., 2015). We finally tested CsA and U0126
in PNC for their effect on BIN1 T348 and Tau phosphorylation. We observed that CsA
— but not U0126 — was able to significantly increase BIN1 T348 phosphorylation in PNC
(85+26% vs. 4+26%, respectively) suggesting that CaN, is indeed able to
dephosphorylate BIN1 at T348 (Fig. 6D and 6E). Remarkably, CaN inhibition did not
impact Tau T231 phosphorylation, which we had previously described as a major
modulator of the BIN1-Tau interaction,(Sottejeau et al. 2015) suggesting that the BIN1
T348 phosphorylation drives the impact of CsA on PLA. Conversely, U0126 likely
modifies the BIN1-Tau interaction through the Tau T231 phosphorylation, without any
impact on BIN1 T348 (Fig. 6D and 6E). Notably, we had previously characterized T231
as one of the 15 Ser/Thr sites where Tau gets phosphorylated by ERK2, downstream
of MEK.(Qi et al. 2016)

To determine if phospho-T348 may control the dynamics of the open/closed
conformation of BIN1lisol, we used nuclear magnetic resonance (NMR). We first tested
whether this phosphorylation could impact the intramolecular interactions of BIN1 SH3
in the context of full BINlisol protein. Signal from the BIN1-SH3 domain was observed
in the spectra of Cdk2-phosphorylated recombinant BINlisol, whereas these same
signals were barely detectable in the spectra of non-phosphorylated BINlisol under
identical acquisition and processing conditions (Fig. S12). Detection of these signals
in the context of the large BINlisol protein showed that the BIN1-SH3 domain kept
some mobility and that the equilibrium was less in favor of the intramolecular interaction
once the BIN1-CLAP domain was phosphorylated compared to the non-
phosphorylated BINlisol protein. However, since we detected multiple
phosphorylation sites in the Cdk2-BINlisol by NMR (Fig. S12), we generated a
recombinant BINlisol with T348E (BIN1-CLAP-T348E) to mimic the single
phosphorylation event. Signals from the isolated BIN1-SH3 domain were also detected
in the spectra of the mutated BIN1isol (Fig. S13), suggesting that phosphorylation at
T348 is sufficient to shift to the BIN1lisol open form (Fig. 6F). Finally, to further validate
this observation, ®N-labeled BIN1 SH3 domain was titrated with CLAP (334-359) or
phospho-CLAP (334-359) peptides and the titration was monitored using H-°N
heteronuclear single quantum coherence (HSQC) spectroscopy of 1°N-BIN1 SH3, one
spectrum being recorded at each titration point (Fig. S14). The Kq values, obtained by

fitting the chemical shift values measured in the spectra series to the saturation
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equation, were 71+13 uM for CLAP (334-359) peptide and 73670 uM for phospho-
CLAP (334-359) peptide, showing a 10-fold increase in Kg due to a single
phosphorylation event in the peptide (Fig. 6G). Cumulatively, these results indicate that
phosphorylation of T348 in the BIN1 CLAP domain is able to shift the dynamic
equilibrium of the BINlisol conformation towards the open form, thereby increasing

the availability of the BIN1 SH3 domain for other interactions.

We next assessed whether the open/closed dynamics may impact the formation of the
BIN1-Tau complex by controlling the availability of the BINlisol SH3 domain in
neurons and thus its ability to interact with Tau. For this purpose, we infected at DIV8
hippocampal PNC with lentiviruses overexpressing wild-type BIN1lisol and its mutated
form, BIN1isol-T348E, which, as previously demonstrated, leads to a systematically
open form of BINlisol. We observed a 3-fold increase in PLA volume in PNC
transduced with BIN1lisol-T348E when compared to BINlisol (Fig. 6H and 6l). This
observation is in accordance with the increased availability of the BIN1iso1-T348E SH3

domain for Tau.

Finally, we quantified the amount of neuronal isoforms of total and phospho-BIN1 (T348) in
protein extracts from 14 brain samples with increasing neurofibrillary pathology (Braak stages
0 to 6). The relative amounts of total and phosphorylated BIN1 exhibited a trend to decrease
with increasing Braak stage (Fig. 7B and 7C). Surprisingly, the phospho-Bin1l:BIN1 ratio
exhibited a trend to increase with increasing Braak stage (Fig. 7D). Among the 14 individuals,
4 were controls and 12 were diagnosed with AD. After stratification based on the AD status,
we observed a statistically non-significant decrease in total BIN1 in AD cases compared to
controls (p = 0.05), but not in phospho-BIN1 (p = 0.71) (Fig. 7E and 7F). Interestingly, phospho-
BIN1:BIN1 ratio was significantly increased in the brains of AD cases (p = 0.02) (Fig. 7G).
Altogether, these data indicate that, in pathological conditions, the global level of the neuronal

isoform of BIN1 is decreased, but a higher fraction of this BIN1 population is phosphorylated.
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Discussion

There is no longer any doubt that BIN1 is a major genetic risk factor for AD.(Lambert
et al. 2013) However, as for other GWAS-defined genes, it is often difficult to determine
the implication of such genes in pathophysiological processes (or even in physiological
ones in organs of interest). In this paper, we aimed to determine if the BIN1-Tau
interaction is involved in the neuropathological process of a mouse tauopathy model

and to decipher the cellular processes and signaling pathways potentially regulating it.

To determine if BIN1 could interfere with Tau pathology in vivo, we first developed a
mammalian tauopathy model overexpressing neuron-specific forms of BIN1. We
observed that BIN1 overexpression in the hTau mice expedited the appearance of
short-term memory deficits from 9 to 3 months, but prevented spatial and long-term
memory deficits up to 15 months, the highest age tested. Remarkably, the rescue of
spatial and long-term memory by BIN1 overexpression was associated with a strong
decrease in phosphorylated Tau inclusions within the neuronal somata in the
hippocampus, and a strong increase in the BIN1-Tau interaction in the neuronal
network. Next, we analyzed the BIN1-Tau interaction in the physiological context. BIN1
expression level appeared to be a strong modulator of the BIN1-Tau interaction in
PNC. To identify signaling pathways modulating the BIN1-Tau interaction in neurons,
we developed an agnostic HCS approach and determined a number of potential
targets; one of best hits being an inhibitor of CaN, a Ser/Thr phosphatase. This
observation led us to identify BIN1 phosphorylation at T348 as both a CaN target and
a major regulator of the BIN1-Tau interaction. We determined that BIN1
phosphorylation at T348 increased the availability of the BIN1-SH3 domain to interact
with Tau and consequently led to an increase in this interaction in neurons. Finally, we
determined that brain BIN1 isoforms (mainly isoform 1) decreased in the brains of
postmortem AD patients compared to control cases, whereas — surprisingly — phospho-
BIN1(T348):BIN1 ratio increased, suggesting that this site may also be involved in the

AD process.

Altogether, our data support the hypothesis that a complex and dynamic regulation of
the BIN1-Tau interaction is involved in the development of the AD pathophysiological
process. However, it is still not clear if this interaction is protective or deleterious.
Indeed, BIN1 overexpression modulates MAPT phenotypes by exacerbating short-

term memory deficits, but by preventing long-term memory deficits. Both of these
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processes require the hippocampus, but the cortical regions involved are different, i.e.,
lateral entorhinal cortex and medial entorhinal cortex, respectively.(Broadbent, Squire,
and Clark 2004; Van Cauter et al. 2013) The equilibrium between Tau and BINL1 levels
may be slightly different in these cortical brain regions and in temporality, potentially
explaining the opposite effects observed. In addition, signaling pathways controlling
the phosphorylation of BIN1 and Tau, and subsequently the BIN1-Tau interaction may
also differ temporally and regionally. However, since we developed a cohort study, it
was not possible to evaluate such temporal and regional variations at each time of
behavioral tests. It is nevertheless worth noting that the rescue of spatial and long-term
memory by BIN1 overexpression was associated with a strong decrease in
phosphorylated Tau inclusions within the neuronal somata and a strong increase in the
BIN1-Tau interaction in the hippocampus. Remarkably, in hTau mice, the BIN1-Tau
interaction was lower than in both control and htau;TgBIN1 mice. These observations
thus suggest that the BIN1-Tau interaction may be protective by blocking the
relocalization and accumulation of phosphorylated Tau in the neuronal somata, a major
hallmark of AD.

The hypothesis that a dynamic regulation of the BIN1-Tau interaction is involved in AD
process also implies that a high level of BIN1 expression would be protective. This,
however, would contradict our previous report that BIN1 mRNA is over-represented in
the brains of AD cases compared to controls.(Chapuis et al. 2017) It should be noted
that at that time, we had not evaluated the isoform-dependency of the BIN1 expression,
and — interestingly — subsequent publications reporting protein levels showed that
unlike the overexpression of ubiquitous isoforms, the brain isoforms were specifically
underexpressed in the AD brains.(Glennon et al. 2013; Holler et al. 2014) We validated
this observation in brain samples and showed that this decrease was dependent on
the Braak stage (Fig 7). Since the brain isoforms are the main isoforms that are
overexpressed in the brain of our transgenic mice model, these data corroborate the
idea that specific overexpression of the brain BIN1 isoforms may be protective. We
may thus postulate that the overexpression of brain isoforms in the TgBIN1 mouse
reverses a neuropathological process that occurs in AD brains. Notably, this protective
effect could be partly or fully explained by other mechanisms than the BIN1-Tau
interaction in neurons. Indeed, we observed that at 18 months MAPT over-expression

is associated with myelin abnormalities, and a significant rescue of this phenotype was
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observed in hTau;TgBIN1 mice (Fig. S15). Of note, the over-expression of BIN1 alone
did not induce any myelin abnormalities (see supplementary results; (Fig. S16). Thus,
the memory impairments observed in the behavioral analyses of the hTau mice may
also be associated with myelin disorganization in the fornix, and be rescued upon BIN1
overexpression. Interesting, BIN1 has been described to be strongly expressed in
oligodendrocytes (De Rossi et al. 2016) and Tau has been also previously linked with
potential myelin dysfunction in tauopathies.(Ferrer 2018)

Beyond this possibility, identifying the signaling mechanisms controlling the BIN1-Tau
interaction might be of high interest to understand the pathophysiological processes in
AD. These pathways could be either protective or deleterious, by favoring or abrogating
the BIN1-Tau interaction, respectively. In this report we characterized a key regulatory
element, which is the phosphorylation of BIN1 at T348. Remarkably, we determined
that the phospho-BIN1(T348):BIN1 ratio increased with increasing Braak stage, and in
the brains of AD cases. These findings indicate that a higher fraction of brain BIN1
isoforms is phosphorylated at T348 in AD brains, where the global level of brain BIN1
isoforms is decreased (due to the low number of samples analyzed, this observation
will need to be replicated in independent samples). This may suggest that the relative
increase in BIN1 T348 phosphorylation may occur to compensate in part the decrease
in the brain BIN1 isoforms in order to maintain the BIN1-Tau interaction. Regardless of
the potential mechanisms involved, these observations suggest that BIN1 T348

phosphorylation may be involved in the development of AD.

Our data thus indicate that the BIN1-Tau interaction is complex and dynamic,
potentially controlled by numerous actors modifying the level of phosphorylation of both
BIN1 and Tau. Indeed, we had previously shown that the phosphorylation of Tau at
T231 was a major regulator of the BIN1-Tau interaction, but in the opposite direction,
i.e., leading to a decrease in this interaction. Importantly, the increase in Tau
phosphorylation at T231 is considered as an early marker of the development of
AD.(Buee et al. 2000) This dual BIN1/Tau regulation is illustrated in our HCS
screening, which revealed that inhibiting CaN favors BIN1-Tau interaction by
increasing BIN p-T348, whereas inhibiting MEK hinders it by increasing Tau p-T231.
Cdks — particularly Cdk5 — highlight this complexity, since these kinases are able to
phosphorylate both BIN1 T348 and Tau T231, but with opposite effects on the abilities
of Tau and BINL1 to interact with each other: increased Cdk5 activity would increase
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BIN1’s affinity for Tau through phosphorylation of BIN1 at T348, and, conversely, would
decrease Tau’s affinity for BIN1 through phosphorylating Tau at T231 (Fig. 8). This
complex interplay between actors modulating BIN1 and Tau phosphorylation may be
a limitation for developing drugs to favor or prevent the BIN1-Tau interaction. A better
understanding of the mechanisms involved will thus be needed to identify potential cell
signaling pathways and drug targets that would uncouple the BIN1-Tau
phosphorylation crosstalk. In this context, CaN-dependent pathways may be of
interest, since we observed that only BIN1 T348 is modulated by CaN, but not Tau
T231.

In conclusion, for the first time, we characterized the impact of overexpression of BIN1,
a major genetic risk factor of AD, in a tauopathy model. Our data also reinforce the
hypothesis that a potential protective impact of this overexpression on the AD process
may be linked to the direct interaction of BIN1 and Tau, and depends strongly on the

phosphorylation statuses of both proteins.
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Materials and Methods

Animal ethics

Animal experiments were approved by the Com’Eth (project file: 2014-056) and
accredited by the French Ministry for Superior Education and Research in accordance
with the Directive of the European Parliament: 2010/63/EU. For all tests described,
mice were kept in specific pathogen free conditions with free access to food and water,
and were bred with littermates. The light cycle was controlled as 12 h light and 12 h
dark (lights on at 7AM). Before all behavioral experiments, handling was done every

day for one week before the beginning of the experiment.
Mouse lines and genotyping

We used several mouse lines carrying the inactivation of Mapt: B6.Cg MaptmH(EGFP)Kit+
noted here Mapt*-, a line overexpressing human Tau: B6.Cg Maptm(EGFP)KIttm1(EGFP)KIt
Tg(MAPT)8cPdav/J, named here hTau, and another line overexpressing human BIN1.:
B6 Tg(Bin1)U154.16.16Yah, named here TgBIN1/0.(Daudin et al. 2018) In order to
generate cohorts of animals carrying hTau alone, hTau;TgBIN1, and Mapt*- as control
littermate, we crossed Mapt*-;Tg(MAPT)8cPdav/J with Mapt*-;TgBIN1. All animals

were crossed on C57BL/6J background. Primer sequences are available in Table S1.
Design of behavioral experiments

Animals studied in behavioral tasks were both males and females. Same animals were
longitudinally tested at 3, 6, 9, 12, and 15 months. All animals were killed at 18 months

for histology and molecular biology experiments.
Novel object recognition task

This task was performed in the same conditions as in the open field paradigm (see
above). The objects to be discriminated were a glass marble (2.5 cm in diameter) and
a plastic dice (2 cm). The animals were first habituated to the open field for 30 min.
The next day, they were submitted to a 10 min acquisition trial during which they were
placed in the open field in the presence of two similar objects (object A; marble or dice).
The time the animal took to explore the object A (when the animal’s snout was directed
towards the object at a distance < 1 cm) was recorded manually. A 10 min retention
trial was performed 1 h later. During this trial, one of the familiar objects in the open

field was replaced with a new one (object B), and the time periods that the animal took
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to explore the two objects were recorded (ta and ts for objects A and B, respectively).
Two exclusion criteria were applied to select those animals that had memorized the
objects: (i) during the acquisition trial, mice exploration should be longer than 3 s, and
(i) during the retention trial, mice exploration should also be longer than 3 s. The
exploration index for object B was defined as (ts / (ta + tg)) x 100. Memory was defined
by the percentage of time animals spent investigating the novel object statistically
different from the chance (50%). To control for odor cues, the open field arena and the
objects were thoroughly cleaned with 50% ethanol, dried, and ventilated between

sessions. All animals were tracked with Noldius software (Ethovision).
Morris water maze task

The Morris water maze was used to test spatial learning and memory. Each session
was performed one week after NOR task and constituted the last behavioral
experiment. The water maze is a circular pool (150 cm in diameter, 60 cm in height),
filled with water up to 40 cm mark that is maintained at 20-22°C, and made opaque
using a white aqueous emulsion (Acusol OP 301 opacifier). The surface was split into
4 quadrants: South-East (SE), North-West (NW), North-East (NE), and South-West
(SW). The escape platform, made of rough plastic, was submerged 1 cm below the
water’s surface. Experiments were performed to study reference memory through a
spatial search strategy that involved finding the hidden platform. The spatial memory
session consisted of a 6-day (J1 to J6) learning phase with four 90 s trials per day.
Each trial started with mice facing the interior wall of the pool and ended when they
climbed onto the platform located on the SE quadrant, or after a maximum searching
time of 90 s. The starting position was changed pseudo-randomly between trials. Mice
were left undisturbed in their home cage for 90 min intertrial intervals. On the 7™ day,
mice were given the 60 s probe test, in which the platform had been removed. The
distances traveled in each quadrant (NW, NE, SW, and SE) were recorded, as well as
the time spent in the target quadrant. At 6, 9 and 12 months of age, the platform was
located in the NE quadrant, whereas at 15 months of age, the platform was located in

the SW gquadrant. All animals were tracked with Noldius software (Ethovision).
Brain protein extraction and Western blotting

Mice were killed by cervical dislocation and brains were quickly removed and

dissected. Structures were immediately frozen in liquid nitrogen, and conserved at -

80°C. For protein extraction we used fresh extraction buffer with pH adjusted to 7,5 (20
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mM Tris at pH = 7,5; 50 mM NaCl; 2 mM EGTA,; 1% Triton X-100; 10 mM NaF; 1 mM
NasvVOs; 2 mM [ Glycerophosphate; cOmplete™ EDTA-free protease inhibitor
cocktail). Tissues were lysed using Precellys apparatus and centrifuged at 33,000 xg
for 30 min. Protein quantification was performed using the BCA protein assay (Thermo
Scientific; Waltham, MA). 10-20 ug of total protein from extracts were separated in
SDS—polyacrylamide gels (10%) and transferred to nitrocellulose membranes.
Depending on the target protein, we used bovine serum albumin or milk (5% in Tris-
buffered saline with 0.1% Tween-20, TTBS; 1 h at RT) to block non-specific binding
sites of phosphorylated and non-phosphorylated proteins, respectively.
Immunoblotting was carried out with primary antibodies (Table S2) for 1 h at RT. Then
membranes were washed 5 times in TTBS, followed by incubation with secondary
antibodies conjugated with horseradish peroxidase (Table S2). Immunoreactivity was
visualized using ECL chemiluminescence system (SuperSignal™, Thermo Scientific).
Chemiluminescence was captured with Amersham Imager and signals were quantified
with ImageJ (NIH; Bethesda, MD).

Immunofluorescence in brain slices

Mice were anesthetized with 5% ketamine and 10% xylazine and perfused first with
PBS and then with 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS. After removal, brains were
immerged in 4% PFA overnight at 4°C, followed by multiple rinses with PBS, and put
in 30% sucrose in PBS until they sink. Once they sink, they were embedded in O.C.T.
tissue freezing compound (Scigen; Gardena, CA), and stored at -80°C until they were
cut with a cryostat at 10 um thickness. For immunofluorosence, slices were first
permeabilized with 0.1% Triton in PBS, with 10% horse serum and 5% BSA for 30 min.
The primary antibody (Table S2) was then applied overnight at 4°C in the
permeabilization buffer. After multiple rinses with PBS, the secondary antibody (Table
S2) in 0.1% Triton was applied for 1 h at RT. After multiple rinses, slices were stained
with 1:1000 Hoechst (Sigma; St. Louis, MO). After multiple rinses, slices were mounted
in Fluorsave (Merck Millipore; Darmstadt, Germany). Slices were imaged with

NanoZoomer slice scanner (Hamamatsu Photonics; Massy, France).
Electron microscopy of brain slices

Mice were PFA-fixed as described. After removal, brains were immerged in 4% PFA
and 4% glutaraldehyde in PBS overnight at 4°C. Coronal sections were obtained with

Leica VT1000 vibratome (Leica Biosystems; Nanterre, France), and the tissue was cut
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to expose the dorsal fornix and the upper part of the hippocampus as shown in Fig. 3.
The tissues were post-fixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated through graded
ethanol (50, 70, 90, and 100%) and propylene oxide for 30 min each, and embedded
in Epon 812 (EMS; Hatfield, PA). Semithin sections were cut at 2 um on an ultra-
microtome (Ultracut UCT; Leica) and ultrathin sections were cut at 70 nm, contrasted
with uranyl acetate and lead citrate, and examined at 70 kV using a Morgagni 268D
electron microscope (Thermo Scientific). Images were captured digitally by Mega View

[l camera (Soft Imaging System; Munster, Germany).
Primary neuronal culture

Culture media and supplements were from Thermo Scientific, unless mentioned
otherwise. Primary hippocampal neurons were obtained from PO/P1 rats, according to
previously described procedures (Beaudoin et al. 2012; Kaech and Banker 2006) with
minor modifications. Briefly, cortices and hippocampi were isolated from new-born rats,
washed with ice-cold dissection medium (HBSS supplemented with HEPES, sodium
pyruvate, and penicillin/streptomycin), and trypsinized (2.5%; 10 min; 37°C). Trypsin
was inactivated with dissociation medium (MEM supplemented with inactivated FBS,
Glutamax, D-glucose (Sigma), MEM vitamins, and penicillin/streptomycin), followed by
DNase (5 mg/ml; Sigma) incubation for 1 min and wash with dissection medium. Media
was replaced by dissociation medium and tissue was triturated with a fire-polished
cotton-plugged Pasteur pipette to obtain a homogenous cell suspension, followed by
centrifugation (200 xg for 5 min) and wash with dissociation medium. Cells were
resuspended in culture medium (Neurobasal A supplemented with Glutamax and B2z
neural supplement with antioxidants), counted, and plated in 384-well plates (Greiner
bio-one; Kremsmunster, Austria) at a density of 50,000 cells/cm? for HCS, on @13 mm
coverslips in 24-well plates at a density of 25,000 cells/cm? for proximity ligation assay
(PLA), or directly in 24-well plates without coverslips at density 100,000 cells/cm? for
immunoblots. Coverslips and plates were pre-coated with poly-L-lysine (Alamanda
Polymers; Huntsville, AL) overnight at 37°C and rinsed thoroughly with water. After 20-
24 h, culture media was replaced with supplemented Neurobasal A medium and
cultures were maintained in a tissue culture incubator (Panasonic; Osaka, Japan) at
37°C and 5% COz2 for 7, 14, or 21 days.

Viral transductions
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PNC were transduced on DIV8 with lentiviral constructs for silencing (MOI = 4) using
Mission pLKO,1-puro-CMV-shRNA vectors (Sigma), non-targeting (05191520MN) and
shBIN1 (TRCNO0000380439). Overexpression constructs were obtained from Gene Art
(Thermo Fisher) based on pLenti6/Ubc/v5-DEST vectors (Life Technologies, Carlsbad,
CA): BINlisol (NM_009668), BINlisol phosphomimetic T348E (cDNA with
Thr3*8-Glu), BIN1 isoform 9 (NM_139349), and an overexpression control vector
(mock). The transduction was performed according to a previously described
procedure (Long et al. 2015) with minor modifications: For PNC in 24-well plates, viral
constructs at multiplicity of infection (MOI) 2 were added to pre-warmed supplemented
Neurobasal A media with Polybrene (0.1% final concentration; Sigma) at 10x
concentration. Half of the culture media from multi-well plates were collected and
stored. The transduction mixture was added to each well to reach 250 pl final volume
and neurons were incubated for 6 h. At the end of this period, wells were topped with
250 pul collected media and neurons were maintained in the incubator until fixation or

protein harvest. Transduced neurons were either fixed or harvested on DIV14.
Immunoblotting

PNC were harvested in minimum volume of 40 pl/well in ice-cold lysis buffer as
described earlier.(Chapuis et al. 2017) Lysates were mixed with 4x LDS (Novex; Life
Technologies) and 10x reducing agent (Novex) loaded on pre-cast NuPage 4-12% bis-
Tris acrylamide 10 well gels (Novex) and transferred to nitrocellulose membranes
using the BioRad Trans-blot transfer system kit (BioRad, Hercules, CA). Membranes
were blocked in 5% non-fat milk in 1x TNT buffer. Primary antibodies were diluted in
SuperBlock T20 (TBS) blocking buffer (Thermo Fisher) and kept at 4°C overnight:
mouse BIN1-99D (clone 99D; 1:1,000; cat. no. 05-449, Merck Millipore), rabbit TauC
(2:10,000), mouse beta-actin (1:10,000; Sigma), rabbit phospho-BIN1 Thr 348
(1:10,000; custom made by Biotem, Apprieu, France), mouse Tau 1 non-phospho Ser
195-Ser 202 (aal97-205) (1:10,000; Merck Millipore), mouse AT180 phospho Thr 231
(1:500, Thermo Fisher), mouse RZ3 Thr 231 (1:500), and mouse PHF1 phospho
Ser396/404 (1:1000). The last two antibodies were kind gifts from Peter Davies. We
further confirmed the specificity of this antibody for the neuronal isoform by silencing
BIN1 and overexpressing BINlisol or BIN1liso9 (Fig. S17). Detection was performed
using horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies (1:5000,

Jackson) for 1-2 h at RT. The membrane was revealed through chemiluminescence
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(Luminata Crescendo™, EMD Merck Millipore) and imaged with Amersham Imager
600 (GE Healthcare, Mississauga, Canada). The images were quantified with

ImageQuantTL Software (GE Healthcare).
Analysis of neuropathological human sample cohort

Assessment of AD-related neurofibrillary pathology (Braak stage) was performed for
14 individuals after death (Table S3) with immunostaining of paraffin sections with AT8
antibody, which detects hyperphosphorylated Tau.(Braak et al. 2006) Protein
extractions from the frozen temporal lobe tissue samples were performed as previously
described.(Natunen et al. 2013) Protein quantification was performed using BCA
protein assay. Total proteins (20 pg/lane) were separated on 4-12% Bis-Tris-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE; Invitrogen) under reducing conditions and
subsequently blotted onto polyvinylidene difluoride membranes using iBlot 2 Dry
Blotting System (Thermo Scientific). Primary antibodies against phospho-BIN1 Thr 348
(1:1,000), total BIN1 (1:1,000) and B-actin (1:1,000; cat. no. ab8226, Abcam) were
used for immunoblotting. After incubation with the appropriate HRP-conjugated

secondary antibodies, the protein bands were detected using ImageJ.
Lambda protein phosphatase assay

Crude protein extracts were incubated with Lambda protein phosphatase (New
England Biolabs; Ipswich, MA), following supplier’s instructions with minor changes.
DIV21 PNC were harvested on ice in 40 pl ice-cold lysis buffer per well without protein
phosphatase inhibitors, lysates were sonicated, centrifuged for 10 min at 1,000x g and
the supernatant was distributed into 2 new tubes; volumes were adjusted to 40 pl with
MilliQ H20, and supplemented with 5 pl of 10x NEBuffer and 5 pl of 10 mM MnClz
(provided with the enzyme); 1 ul of lambda protein phosphatase (A-PP) was added to
one of the tubes and both tubes were incubated for 30 min at 30°C. 4x LDS and 10x
reducing agent were added to the tubes, samples were boiled at 95°C for 10 min and
immunoblotted as described before.

In vitro assay with recombinant proteins

BIN1 phosphorylation in vitro was assessed in kinase buffer containing 20 mM MOPS,
pH 7.4, 5 mM MgClz, 100 uM ATP, and 1 mM DTT. Purified GST-BIN1 (500 ng) was
incubated with recombinant GST-tagged Cdk5/p35 (100 ng) at RT for 1h. The reaction

was terminated by the addition of boiled SDS sample buffer. After electrophoresis of
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the samples were run on SDS-PAGE. In addition, Cdk2/CycA3 kinase (Welburn and
Endicott 2005) was used to obtain Binlisol phosphorylated on T348 residue. The
capacity of the kinase to phosphorylate T348 was first verified using the CLAP (334-
359) peptide as substrate and mass spectrometry to assess the addition of a
phosphate group. In addition, the phosphorylated peptide was detected using the
antibody directed against pT348 (Fig. S12B, inset). For NMR experiments, 100 uM
15N-BIN1lisol was incubated with recombinant Cdk2/CycA3 kinase (molar ratio 1/100),
for 3 h at 37°C, in the presence of 2 mM ATP, 2.5 mM MgClz, 2 mM EGTA, 2 mM DTT,
30 mM NaCl and protease inhibitors in 50 mM HEPES, pH 8.0 (Fig. S12). Control
experiment was performed in the absence of ATP. Phosphorylation of Binllsol at T348
was verified using western blot analysis with an antibody directed against pT348.

NMR spectroscopy

NMR experiments were recorded at 20°C on Bruker 900-MHz spectrometer. NMR
measurements were performed in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.3, 30 mM
NaCl, 3mM DTT and 10% D20. BIN1lisol, BIN1lisol-CLAP-T348E and Cdk2-phospho-
BINlisol 'H-'>N HSQC spectra were all recorded with a TXI probe at a protein
concentration of 100 uM. These 2D spectra were acquired with 3072 points in the direct
and 180 points in indirect dimensions for spectral width of 13 ppm and 26 ppm,
respectively, and with 512 scans. BIN1-SH3 domain 'H-®N HSQC spectrum was
recorded with a cryogenic probe with 3072 points in the direct and 256 points in indirect
dimensions for spectral width of 14 ppm and 26 ppm, respectively, and with 48 scans.
Spectra were processed using TopSpin software (Bruker). BIN1-SH3 domain
backbone assignments were previously reported.(Malki et al. 2017) The NMR titration
data were obtained by adding aliquots of 4 mM stock solutions of unlabeled peptides
QLRKGPPVPPPPKHTPSKEVKQILCLAP (334-359) or phospho-T348
CLAP (334-359), phosphorylated residue in bold in the sequence, to 100 uM *°N-
labeled BIN1-SH3 domain, using HSQC spectra to monitor changes in amide and
tryptophan indole chemical shift values. K4 were calculated based on these data (see

Supplementary Information for details).
Semi-automated high-content screening for modulators of BIN1-Tau interaction

A compound screen was setup by combining a commercial library of 1,120 compounds
(10 uM; #2890; Tocris Biosciences, Bristol, UK), 6 Sanofi proprietary compounds (0.1,
1, and 10 uM; Sanofi; Chilly-Mazarin, France), Okadaic acid (1 puM; Merck Millipore)
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as a control compound, and DMSO (0.1%; VWR; Radnor, PA). Tocriscreen™ Mini is
a library of well-characterized biologically active compounds that allows the screening
of a wide-range of cellular processes, such as inflammation, apoptosis, cell
differentiation, signal transduction, intracellular transport. 1000x stock compounds
were transferred into intermediate 384-well plates using Echo 550 liquid Handler
(Labcyte; San Jose, CA), and plates were sealed and kept at -20°C. Neurons cultured
in 384-well plates were maintained for 21 days and transferred to HCS platform
incubator (Liconic instruments; Mauren, Liechtenstein) on the day of screening.
Compounds in intermediate plates were resuspended in 30 ul Neurobasal A, to reach
5x concentration, followed by a 2 min-long centrifugation at 100 xg. 10 pl of
resuspended compounds were then added into respective wells in PNC plates using
Bravo automated liquid handling platform (Agilent; Santa Clara, California, USA),
containing 40 pl of culture media, and plates were returned to the incubator. To achieve
equal treatment duration for all plates, the compounds were resuspended and
transferred with 10 min intervals between plates. Neurons were incubated with
compounds for 2.5 h and fixed with 4% paraformaldehyde (EMS; Hatfield, PA) in PBS
(Dutscher; Brumath, France) for 20 min at RT, permeabilized with 0.3% Triton-X
(Sigma) in PBS for 10 min at RT, and blocked with 5% normal donkey serum (Jackson
ImmunoResearch, Ely, UK) and 0.1% Triton-X in PBS for 1 h at RT. Alternatively,
neurons in 384-well plates were blocked with 2.5% BSA (Sigma) and 0.1% Triton-X in
PBS, up to 14 days at 4°C. Neurons were washed with PBS at RT between each step.

Proximity ligation assay (PLA)

All components of PLA (Duolink PLA probes and in situ detection reagents) apart from
the primary and secondary antibodies were from Sigma. PLA was performed following
manufacturer’s instructions with minor modifications.(Bagchi, Fredriksson, and Wallen-
Mackenzie 2015; Soderberg et al. 2008) After protein blocking, neurons were
incubated with the following primary antibodies overnight at 4°C: BIN1-99D (mouse
monoclonal 1gG, 1:200; Merck Millipore), Tau (rabbit polyclonal 1gG, 1:500; Dako-
Agilent), MAP2 (chicken polyclonal IgG, 1:500; Synaptic Systems; Gottingen,
Germany), and GFAP (chicken polyclonal IgG, 1:300; Synaptic Systems). Samples
were washed with a solution of 0.15 M NaCl (Merck Millipore), 0.01 M Tris (Sigma),
0.05% Tween-20 (Sigma), at pH 7.4 (Buffer A), incubated with PLA probes Mouse-
minus and Rabbit-plus (secondary antibodies labeled with complementary DNA
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strands) in Duolink antibody diluent for 1 h at 37°C, and washed with Buffer A. This
was followed by the enzymatic ligation of the two DNA strands, provided that they were
in close proximity (< 30 nm),(Soderberg et al. 2008) for 30 min at 37°C and another
wash with Buffer A. This was followed by the enzymatic rolling-circle amplification of
DNA and hybridization of Cy3-labelled oligonucleotides (PLA orange) for 100 min at
37°C. Samples were then washed with a solution of 0.1 M NaCl and 0.2 M Tris, at pH
7.5 (Buffer B). After the PLA process, samples were incubated with the following
secondary antibodies for 1 h at RT: AlexaFlour488 donkey-anti-chicken,
AlexaFlour488 donkey-anti-mouse, AlexaFlour647 donkey-anti-rabbit, and DyLight405
donkey-anti-chicken (1:500 for coverslips and 1:1000 for 384-well plates; Jackson
ImmunoResearch; West Grove, PA). Coverslips were washed with PBS and mounted

in glycerol. 384-well plates were washed with PBS and sealed.

PLA in brain slices was performed with additional modifications.(Gomes, Sierra, and
Devi 2016) Slices were first permeabilized with 0.3% Triton in PBS for 30 min and
blocked with Duolink blocking solution for 2 h at 37°C. Slices were next treated with
the IgG blocking reagent overnight at 4°C and with the protein concentrate, according
to manufacturer’s instructions (M.O.M. Basic Kit; Vector Laboratories, Burlingame,
CA). Primary antibodies BIN1-99D (1:80), Tau (1:200), and a-tubulin (mouse
monoclonal, 1:200; clone DM1A; Sigma) were diluted in the Duolink antibody diluent
and incubated overnight at 4°C. Samples were washed with Buffer A, incubated with
PLA probes Mouse-minus and Rabbit-plus in Duolink antibody diluent for 1 h at 37°C,
and washed with Buffer A. This was followed by DNA ligation for 30 min at 37°C and
another wash with Buffer A. This was followed by the enzymatic amplification and PLA
hybridization for 2 h at 37°C. Samples were then washed with Buffer B and 1:5000
Hoechst (H3569, Thermo Scientific). After the PLA process, samples were incubated
with the secondary antibodies AlexaFlour488 donkey-anti-mouse and AlexaFlour647
donkey-anti-rabbit (1:200) for 2 h at RT, followed by several washes with Buffer B. To
reduce autofluorescence, the brain slices were treated with 0.1% Sudan Black B
(Sigma) in 70% ethanol for 15 min. Samples were then washed with Buffer B and

mounted in 90% glycerol.
Image acquisition and analysis

Coverslips were imaged with LSM 710 confocal microscope (Zeiss, Oberkochen,

Germany) using a 40x 1.6 NA objective. Images were acquired at zoom 2 in z-stacks
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of 0.3 um interval. 10-13 images per condition were acquired for each of the three
independent experiments. Images were deconvoluted using AutoQuantX3 Software
(Bitplane, Zurich, Switzerland) and analysed with Imaris Software (Bitplane), using the
"surfaces” tool for defining PLA spots, Tau network, and BIN1 puncta in three
dimensions. Imaris results were analyzed using a custom MATLAB (MathWorks;
Natick, MA) code that removes outliers based on +3 median absolute deviations
(MAD).

384-well plates were imaged using IN Cell Analyzer 6000 Cell Imaging System (GE
Healthcare; Little Chalfont, UK) equipped with a Nikon 60x 0.95 NA objective and a
CMOS camera. 16 images (2,048 x 2,048 pixels) per well were acquired in four
channels (DAPI, dsRed, FITC, and Cy5) using appropriate filter sets and with following
acquisition parameters: 2x2 binning; bias = 96.9; gain = 1.0 (Fig. S18). Images were
analyzed with Columbus image data storage and analysis system (Perkin Elmer;
Waltham, MA) with analysis scripts optimized via a custom MATLAB code (Fig. S18B).
Optimal analysis scripts were determined separately for each plate.

Brain slices were imaged with Axio Scan Z1 (Zeiss) using a 40x 1.6 NA objective.
Images were acquired in 12 z-stacks of 1 um interval. Regions of interest were marked
around the hippocampus and the perirhinal cortex during acquisition in each of the 3
independent experiments. PLA spots were analyzed with Imaris using the “surfaces”
tool. Imaris results were analyzed using MATLAB after removing outliers based on +3
MAD.

HCS script optimization and plate validation

Before image transfer, IN Cell image registration and transfer files were manually
edited to import images only from control wells to Columbus, thereby generating the
so-called control plates for script optimization and plate validation. Analysis scripts
consisted of a series of Columbus commands that determine (i) total Tau staining area
and (i) total area of PLA spots within the Tau network, for each well (Fig. S18A). Four
optimization parameters were defined: (i) Tau area threshold in terms of standard
deviation (SD) of Tau intensity; (ii) sensitivity parameter for PLA spot detection; (iii)
background correction parameter for PLA spot detection; and (iv) minimum PLA spot
contrast. Analysis scripts were created by assigning distinct values to each

optimization parameter. For example, assigning three distinct values per parameter
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resulted in 3* = 81 combinations; hence the optimization was performed by running

Columbus with 81 separate analysis scripts.

Measured values were corrected for spatial bias (horizontal) using the slope of the line
that fits the column averages in the control plate based on the least-squares method.

Three values typically used in HCS analysis (Bray et al. 2004) were evaluated: (i)

_{un—uﬁ}/

strictly standardized mean difference ( factor, o5 + 05 ); (ii) Z factor (

2,21_3{5;,+Gn]7 "
o — I*n|); and (iii) signal-to-background ratio (S/B = fu, ), where

K and o are mean and standard deviation, and p and n indicate positive and negative
controls. Optimal analysis script was determined as the one with the highest  factor
(B = 2), provided that it produced S/B of at least 10. Additional rounds of parameter
optimization were performed as deemed necessary.

Plate analysis and hits selection

Full plates were analyzed with optimal analysis scripts after correcting for local bias in
terms of total Tau area, total MAP2 area, and total area of PLA spots within Tau area
(Fig. S18C): First the local median of 5x5 wells surrounding the target well calculated
and normalized with the plate median excluding edge wells, i.e., corrected value = raw
value x plate median / local median. For each plate, compounds affecting network
guality, defined as being outside median + 3 median absolute deviations (MAD) in
terms of Tau area or Tau:MAP2 area ratio (edge wells were excluded from these
calculations), were excluded (Fig. S19). For each well, corrected PLA:Tau area ratio
was normalized by plate mean, excluding edge wells and wells with compounds
affecting network quality. After all screenings were performed, mean and SEM of
normalized, corrected PLA:Tau area ratio were calculated for each compound, for
compounds that did not affect network quality in at least 2 screenings. Compounds
potentially affecting BIN1-Tau interaction were determined as those belonging to the

top or bottom 5% tiers.
Validation of selected compounds

Hit validation was performed in a two-step procedure: first, dose-response curves were
generated for selected compounds to identify specific effects; second, the impact of

selected compounds on BIN1 phosphorylation was assessed through immunoblotting.
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Since several of the selected compounds had multiple protein targets at 10 uM
concentration used in our screen, dose-response experiments were designed to
validate the specific effects of the compounds and/or to identify relevant target proteins.
Dose-response experiments were performed for 72 selected compounds that induced
similar effect on PLA density in all three screens using the same protocol as for the
compound screen. Selected compounds were diluted four log scales to obtain a dose-
response curve (10nM, 100nM, 1pM and 10pM) and each compound and
concentration was tested in three separate plates. Script optimization, plate validation,
plate analysis, and well correction and exclusion processes were performed as
described above. For each well, corrected PLA:Tau area ratios were normalized by the
mean obtained from DMSO-treated wells of the same plate. The means of each
compound at 10 uM were compared with the results from screening (conducted at 10
pUM), and compounds that had similar effects in both sets of experiments were retained
for further analysis. For each compound, dose-response curves were fit with 4-
parameter or 3-parameter (where Hill slope is 1) nonlinear regression models, based
on the extra sum-of-squares F test using GraphPad Prism 7 (La Jolla, CA). PNC on
DIV21 were incubated with selected compounds at 10 uM for 2.5 h and BIN1 and Tau

phosphorylation was assessed through immunoblotting.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed in GraphPad Prism 7 or in Matlab. When variables
were normally distributed, parametric analyses were applied: one- or two-way analysis
of variance (ANOVA), followed by Bonferroni-corrected post hoc tests, Student’s t-test,
or one sample t-test. When variables were non-normally distributed, we conducted
non-parametric analysis: Kruskal-Wallis ANOVA, followed by Dunn’s test or Wilcoxon

signed rank test with Tukey-Kramer correction.
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Figure Legends

Figure 1. BIN1 overexpression worsens hTau phenotypes in short-term memory.
Discrimination indices for novel object recognition with one hour of retention at 3
months (A), 6 months (B), 9 months (C), 12 months (D), and 15 months (E) are shown
for control, hTau, and hTau;TgBIN1 mice. Dashed lines represent object preference
by chance. Blue dots, males; pink dots, females. One-sample t-test compared to
chance at 50%; *p<0.05, **p<0.01.

Figure 2. BIN1 rescues long-term memory deficit due to MAPT overexpression in hTau
males. Spatial and long-term memory in 12- and 15-month-old hTau and hTau;TgBIN1
mice assessed with Morris water maze. A. Distance traveled to reach the platform at
12 months. Data represent mean + SEM for consecutive days of acquisition (control,
n=11; hTau, n=11; hTau;TgBIN1, n=13). B. Probe test without platform at 12 months,
performed 24 h after the last training session. Dashed line represents chance. Data
represent mean + SEM for each quadrant (control, n=11; hTau, n=11; hTau,TgBIN1,
n=13). Underlined quadrant marks original platform location. C. Distance traveled to
reach the platform at 15 months. Data represent mean + SEM for consecutive days of
acquisition (control, n=11; hTau, n=10; hTau;TgBIN1, n=13). D. Probe test without
platform at 15 months, performed 24 h after the last training session. Dashed line
represents chance. Data represent mean + SEM for each quadrant (control, n=11;
hTau, n=10; hTau,TgBIN1, n=13). Underlined quadrant marks original platform

location. One-sample t-test compared to chance at 25%; *p<0.05, **p<0.01.

Figure 3. BIN1 overexpression prevents Tau inclusions and increases BIN1-Tau
interaction in hTau hippocampi. A. Immunohistofluorescence of different phospho-Tau
proteins in hippocampi of control, hTau and hTau;TgBIN1 males at 18 months.
Antibodies used were detecting p-Ser202/p-Thr205 Tau (AT8) or p-Thr231 Tau
(AT180). Insets show zooms of the hilus areas encompassing the neuronal cell bodies;
intracellular inclusions are visible for hTau, but barely for hTau;TgBIN1. Scale bars =
500 um; insets, 50 um. B-C. Quantification of the number of cells with intracellular Tau
inclusions per mm? in control, hTau and hTau;TgBIN1 mice labeled with the two
phospho-Tau antibodies (control, n=4; hTau, n=4; hTau;TgBIN1, n=5). D. BIN1-Tau
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PLA (cyan), and BIN1 (yellow), Tau (magenta), and Hoechst (white) stainings in the
hippocampi of the same mice. Zoomed areas show PLA and Tau channels only. See
Fig. S18 for Tubulin-Tau PLA, conducted as technical control. E-F. Quantification of
BIN1-Tau PLA density. Data expressed as PLA spot number per tissue area (E) or
total PLA spot volume per tissue area (F), normalized with control mean (control, n=9;
hTau, n=11; hTau;TgBIN1, n=12 hemispheres for spot number; control, n=10; hTau,
n=12; hTau;TgBIN1, n=12 hemispheres for volume). Red bars and black squares
indicate sample median and mean, respectively. Kruskal-Wallis ANOVA, followed by
multiple comparisons test with Tukey-Kramer correction; *** p < 0.0001; * p < 0.05.

N/S, not significant. Scale bars = 500 pm; zooms, 50 um.

Figure 4. Characterization of BIN1-Tau interaction in primary neuron cultures (PNC).
A. Representative immunoblots from neuronal extracts obtained at DIV7, DIV14, and
DIV21 (in duplicate) showing BIN1 and total and phosphorylated forms of Tau (Taul
for non-phospho Ser195/Ser198/Ser199/Ser202; PHF1 for p-Ser396/Ser404; RZ3 and
AT180 for p-Thr231). B-C. Relative changes in BIN1 and Tau protein levels and in Tau
phosphorylation during neuronal maturation. D. Representative images of PNC
showing PLA spots and Tau immunolabeling during neuronal maturation. E.
Correlation between total PLA volume and total Tau volume obtained from a
representative experiment. Each dot represents a confocal image. F. Change in PLA
density during neuronal maturation. N = 2 independent experiments. G.
Representative images of PNC under- and overexpressing BIN1, showing PLA and
Tau and BIN1 immunolabeling. shNT: non-targeting ShRNA. H-I. Total BIN1 volume
and PLA density in PNC under- and overexpressing BIN1, normalized with respective
controls (shBIN1 with shNT and BIN1lisol with Mock). N = 3 independent experiments.
In box plots, red bars and black squares indicate sample median and mean,
respectively. Wilcoxon rank-sum test; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; N/S: not

significant.

Figure 5. High-content screening (HCS) identifies regulators of BIN1-Tau interaction.

A. HCS workflow consists of compound screen (DIV21; 10 uM; 2.5 h) in PNC cultured

in 384-well plates, plate-by-plate image segmentation and analysis, hit selection, and

hit validation via dose-response experiments. B. Exemplary images from the HCS
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showing U0126 and Cyclosporin A (CsA) that decreased and increased PLA density,
respectively. Scale bars = 50 um. C. PLA:Tau area ratio for 1,047 compounds that did
not induce damage in the neuronal network. Mean + SD from 3 independent screens.
D. Top and bottom 5% modulators (72 compounds) were retained for dose-response
experiments. 12 compounds were validated in dose-response experiments are shown
in red. E. Dose-response curves of U0126 and CsA (see Fig. S10 for all validated
compounds). Mean + SD from 3 independent experiments.

Figure 6. BIN1 phosphorylation at T348 regulates BIN1-Tau interaction by modulating
open/closed conformation of BIN1. A. Alignment of amphil and BIN1lisol. The
underlined sequence indicates the BIN1 PRD sequence interacting with the BIN1 SH3
domain. B. Lambda protein phosphatase (A-PP) treatment dephosphorylates BIN1; 2
lanes per condition. C. In vitro phosphorylation assays with recombinant proteins show
that Cdk2 and Cdk5 phosphorylate BIN1 at T348. Also see Fig. S12. D-E. Immunoblots
and quantification showing the effects of U0126 and CsA (10 uM; 2.5 h) on BIN1 and
Tau phosphorylation. Inset shows the effect of 10 nM CsA on BIN1 phosphorylation.
Mean + SD from 3 independent experiments. One-way ANOVA and paired t-test; * p <
0.05; ** p < 0.01. F. Behavior of BIN-SH3 domain in the whole BIN1 isoform 1 protein
as a function of phosphorylation by Cdk2 or of a mutation at threonine (T) 348 to
glutamate (E) as monitored by *H-1>N HSQC spectra of BIN1lisol CLAP T348E protein
(in blue), Cdk2-phospho-BINlisol (superimposed in red), and BINlisol protein
(superimposed in green). Also see Fig. S13. G. Titration of BIN1-SH3 domain with
concentration of CLAP (334-359) or phospho-T348 CLAP (334-359) peptides.
Normalized saturation curves (shown for residue 559), built from the gradual chemical
shift changes (normalized; 1 denotes the largest change), are shown as pink stars for
CLAP (334-359) and red stars for phospho-CLAP (334-359). Saturation curves are in
cyan and green for CLAP (334-359) and phospho-CLAP (334-359), respectively. Also
see Fig. S14. H. Representative images of PNC overexpressing BINlisol and the
BIN1lisol T348E, its systematically open form, showing PLA signals and Tau and BIN1
immunolabeling. I. PLA density in PNC overexpressing BINlisol and BINlisol T348E
(normalized with BINlisol). N = 3 independent experiments. Red bars and black
squares indicate sample median and mean, respectively. Wilcoxon rank-sum test; ***
p < 0.001.
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Figure 7. BIN1 amount and phosphorylation status in post-mortem AD brains. A.
Western blots showing total BIN1 (99D antibody), BIN1 phosphorylated at T348 (p-
T348), and B-actin in the temporal lobes of 14 individuals with increasing neurofibrillary
pathology (Braak stage; see Table S3 for demographic details and pathological
statuses). B-D. Quantification of the BIN1:B-actin, BIN1-p-T348:3-actin, and BIN1-p-
T348:BIN1 signals, normalized with the mean of the control group (Braak stage = 0).
Dashed red lines indicate exponential fits; p-values refer to the Kolmogorov-Smirnov
test for the normal distribution of residuals. Data marked in green indicate non-AD
cases according to neuropathological diagnosis. E-G. Comparison of BIN1:3-actin,
BIN1-p-T348:B-actin, and BIN1-p-T348:BINL1 signals between non-AD and AD cases.
Red bars and black squares indicate sample median and mean, respectively; p-values

refer to the Wilcoxon rank-sum test.

Figure 8. Complexity and dynamics of the BIN1-Tau interaction in neurons. A. At the
molecular level, the open/closed conformation of BIN1 regulates the Tau-BIN1
interaction in neurons under the control of the BIN1 T348 phosphorylation. In addition,
phosphorylation status of Tau at T231 decreases the BIN1-Tau interaction. B. In
healthy neurons, the BIN1-Tau interaction occurs at physiological levels. C. In AD
pathology, a decrease in BINlisol leads to a decrease in BIN1-Tau interaction,
potentially favoring the formation of neurofibrillary tangles (despite of compensatory
mechanisms through BIN1 T348 phosphorylation). D. In tauopathy, overexpressing
BIN1lisol in neurons (as in the case for hTau;TgBIN1 mice), Tau somatic inclusion

disappear, which is correlated with an increase in the BIN1-Tau interaction.
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Supplementary Materials and Methods
HCS image segmentation in Columbus

HCS was performed in the IN Cell platform. IN Cell image registration and transfer files
(.xdce files) were manually edited to import images to Columbus only from control
wells, thereby generating the so-called “control plates” for script optimization and plate
validation. HCS image analysis was performed using Columbus software (Fig. S18).
In order to improve the detection of Tau and MAP2 areas, somatic regions were
excluded from the Tau (Cy5 channel) and MAP2 (FITC channel) images by removing

the Hoechst signal (DAPI channel), using the formula

Ax (if(Bmagian + 0.1 X Beraae ) 1,0) where A is the Cy5 or the FITC channel and B is the
DAPI channel. Tau and MAP2 areas were calculated after thresholding using the

formula (iff4 > (Amean — 1 X Aztazer ), LOY) | where A is the somata-excluded Cy5 or
FITC channels and qz is area threshold coefficient in terms of SD. For the FITC channel
(MAP2), the parameter g1 had a constant value of 0.1. For the Cy5 channel (Tau), g1
was one of the optimization parameters determined through an iterative process, i.e.,
script optimization. PLA spots (dsRed channel) in the thresholded Tau area using the
Find Spots and Select Population building blocks of Columbus following Method D.
Here, the Splitting Coefficient was kept constant at 0.9, Spot Area was restrained
between 15 and 60 px?, and the upper threshold of Spot Contrast was kept constant
at 0.9. In addition, three parameters of this building block were determined through
script optimization: gz, threshold of Detection Sensitivity; gs, threshold of Background
Correction; and g4, lower threshold of Spot Contrast.

Iterative process to determine optimum parameters for image segmentation

script

Each control plate was used to optimize the image segmentation parameters to be
used to analyze the corresponding full plate. Multiple Columbus analysis scripts were
created by assigning distinct values combinatorially to each of the optimization
parameter (qi-g4). For example, assigning three distinct values per parameter results
in 3% = 81 combinations; hence the optimization was performed by running Columbus
in the Batch Analysis mode, using 81 analysis scripts. This resulted in 81 result files
per control plate, which were then analyzed in MATLAB. Data obtained for each well

of the control plate were corrected for spatial bias (horizontal), using the slope of the
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line that fits the column averages based on the least-squares method. For each control

plate, three values typically used in HCS analysis (Bray and Carpenter, 2013) were

_'[I-ln—up]'/

calculated: (i) strictly standardized mean difference, B factor, - VOn + 05

71— 3o, +Gn}/
(ii) Z prime factor ey — l‘n|; and (iii) signal-to-background ratio (S/B
= "“'qun ), where pand o are mean and standard deviation, and p and n indicate positive
and negative controls (PLA conducted without the BIN1 primary antibody or without
the Mouse-minus probe). The optimal parameter set for analysis script was determined
to be the one with the highest 8 factor (8 = 2), provided that it produced S/B of at least

10. Additional rounds of parameter optimization were performed when necessary.
Full plate analysis and identification of hits

Full plates were analyzed in Columbus with the corresponding optimal analysis script.
For each well, Tau area, MAP2 area, and PLA spot area within Tau area were
corrected for local bias by normalizing the raw values by the ratio of the local median

(median of the surrounding wells in the 5x5 neighborhood) to the plate median

. _ raw value
corrected value = (Eacai median

(excluding edge wells), i.e., m). For each
plate, compounds affecting network quality, defined as not having Tau area or
Tau:MAP2 area ratio within median + 3 median absolute deviations (MAD), were
excluded (Fig. S19). Edge wells were not taken into account when calculating median
and MAD. Corrected PLA:Tau area ratio for each well was then normalized by the
mean of non-excluded wells. Finally, normalized, corrected PLA:Tau area ratio
obtained from 3 screens were pooled to calculate mean and SEM for each compound
that were not excluded from at least 2 screenings. Compounds potentially affecting
BIN1-Tau interaction were determined as those belonging to the top or bottom 5%

tiers.
Validation of selected compounds

Hit validation was performed by generating dose-response curves for selected
compounds to identify specific effects on BIN1-Tau interaction. Since several of the
selected compounds had multiple protein targets at 10 uM concentration (as used in

the HCS) dose-response experiments were designed to determine if the effects were
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specific and/or to identify relevant targets. Dose-response experiments were
performed for 72 compounds from the top and bottom 5%, which gave similar results
in all 3 screens. Compounds were diluted four log scales to obtain a dose-response
curve (10 nM, 100 nM, 1 pM and 10 puM) and each compound and concentration was
tested in three separate plates under identical conditions as in HCS. Script
optimization, plate validation, plate analysis, and well correction and exclusion steps
were executed as described above. The DMSO-normalized mean of each compound
at 10 uM was compared with the screen result (also at 10 uM), and compounds that
had similar effects in both sets of experiments were retained for further analysis. For
each compound, dose-response curves were fit with 4-parameter or 3-parameter
(where Hill slope is 1) nonlinear regression models, based on the extra sum-of-squares
F test using GraphPad Prism 7 (La Jolla, CA).

Kda determination using NMR data

The 'H,>N combined chemical shift changes, A3(*H,°N), were calculated using the
following equation: AS(H,N) = (A®%H + Ad%n x 0.159)Y2, where AdH and Adn are the
chemical shift (8) changes for *H and °N, respectively. Dissociation constants were
obtained by fitting the chemical shift perturbation data to the following equation: dobs =
Admax (@ + b + Ka — ((@ + b + Kq)? — 4ab)¥?) / 2a, where Adobs is the weighted average
of the chemical shifts in the free and bound states and Admax is the maximal signal
change upon saturation (bound state). Kqis the dissociation constant, a and b are the
total peptide and BIN1 SH3 concentrations, respectively. Ka was calculated based on
chemical shift perturbations of each resonance with A8(H,N) > 0.01 ppm when

comparing the bound and free states, and averaged.
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Supplementary Results
Myelin alterations in the fornix

Of note, the degree of fornix alteration is also well correlated with memory impairments.
Coronal visualization of the fornix at 18 months in hTau and hTau;TgBIN1 mice was
performed using electron microscopy. MAPT overexpression is associated with myelin
abnormalities. Indeed, most nerve fibers in the hTau mice presented multiple myelin
rings (Fig. S15, arrowheads); however, a significant rescue of this phenotype was
observed in hTau;TgBIN1 mice. The overexpression of BIN1 alone did not induce any
myelin abnormalities (Fig. S16). Thus, the memory impairments observed in the
behavioral analyses of the hTau mice may be also associated with myelin
disorganization in the fornix, and were rescued upon BIN1 overexpression. Finally, as
spatial memory was perturbed in hTau mice, ultrastructural analysis of proximal axons
projecting from the CA3 was also conducted via electron microscopy. No obvious
ultrastructural defects were observed and, notably, the microtubule network appeared
well aligned and distributed inside the nerve fibers in hTau, TgBIN1, and hTau;TgBIN1
mice (Fig. S20).
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Supplementary Tables

Table S1. Primer sequences

Primer 523

Mapt KIWT UP CTCAGCATCCCACCTGTAAC
Mapt KI WT DW CCAGTTGTGTATGTCCACCC
Mapt KI Tg UP AAGTTCATCTGCACCACCG
Mapt KI Tg DW TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG

TgMAPT (mut) UP
TgMAPT (mut) DW
TgMAPT (WT) UP
TgMAPT (WT) DW
TgBIN1 UP
TgBIN1 DW
rs59335482 UP
rs59335482 DW
rs744373 UP
rs744373 DW
rs7561528 UP
rs7561528 DW

ACTTTGAACAGGATGGCTGAGCCC
CTGTGCATGGCTGTCCACTAACCTT
CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
CGAGGCCTGCGCCGCGATGGC
CGCAGCCTGGGGACCTCGAAG
CCAGGCTCAAGCAATCCTCCTA
ATTTGTGTTCAAGGCAGCAGGGAGG
CTGAGGGATCTCACCTTTGACCTGA
AGTCCATCTTCTTCTGCTCTCCCAGCAC
CACTTACCCCAAATGTGGAAGT
GAGCTATCAGCATAAGAAGTGTATGC

Table S2. Antibodies used in brain slices

Antibody Reference
Tau [E178] Abcam, ab32057
BIN1 [C99D] Sigma, B9428

Phospho Tau Thr231 [AT180]
Phospho Tau Ser202 [AT8]

Thermo Scientific, MN1040
Thermo Scientific, MN1020
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Table S3. Demographic details of the neuropathological cohort.

Individu | Braa Gende Age Post- Brain Neuropathologic
al k r at mortem weight al diagnosis
stage death  delay (h) (9)

1 0 M 61 7 900 Non-AD

2 0 F 52 8 1190 Non-AD

3 1 F 82 7 950 AD

4 1 M 84 7 1130 Non-AD

5 2 F 84 5 1100 AD

6 2 F 82 4 1110 AD

7 3 F 76 4 990 AD

8 3 F 92 18 1060 Non-AD

9 4 F 76 24 1165 AD

10 4 F 85 4 1070 AD

11 5 F 85 4 800 AD

12 5 M 80 5 1000 AD

13 6 F 78 5 995 AD

14 6 F 85 4 1035 AD
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Supplementary Figures:

A Upstream BIN1 B cDNAof BIN1 neuronal isoform (BIN1iso1)
sequence locus

(120 kb) (60 kb) [13[14]15]16]
CLAP
C

ATGGCAGAGATGGGCAGTAAAGGGGTGACGGCGGGAAAGATCGCCAGCAACGTGCAGAAGAAGCTCACCCGCGCGCAGGAGAAGGTTCTCCAG
AAGCTGGGGAAGGCAGATGAGACCAAGGATGAGCAGTTTGAGCAGTGCGTCCAGAATTTCAACAAGCAGCTGACGGAGGGCACCCGGCTGCAG
AAGGATCTCCGGACCTACCTGGCCTCCGTCAAAGCCATGCACGAGGCTTCCAAGAAGCTGAATGAGTGTCTGCAGGAGGTGTATGAGCCCGAT
TGGCCCGGCAGGGATGAGGCAAACAAGATCGCAGAGAACAACGACCTGCTGTGGATGGATTACCACCAGAAGCTGGTGGACCAGGCGCTGCTG
ACCATGGACACGTACCTGGGCCAGTTCCCCGACATCAAGTCACGCATTGCCAAGCGGGGGCGCAAGCTGGTGGACTACGACAGTGCCCGGCAC
CACTACGAGTCCCTTCAAACTGCCAAAAAGAAGGATGAAGCCAAAATTGCCAAGCCTGTCTCGCTGCTTGAGAAAGCCGCCCCCCAGTGGTGC
CAAGGCAAACTGCAGGCTCATCTCGTAGCTCAAACTAACCTGCTCCGAAATCAGGCCGAGGAGGAGCTCATCAAAGCCCAGAAGGTGTTTGAG
GAGATGAATGTGGATCTGCAGGAGGAGCTGCCGTCCCTGTGGAACAGCCGCGTAGGTTTCTACGTCAACACGTTCCAGAGCATCGCGGGCCTG
GAGGAAAACTTCCACAAGGAGATGAGCAAGCTCAACCAGAACCTCAATGATGTGCTGGTCGGCCTGGAGAAGCAACACGGGAGCAACACCTTC
ACGGTCAAGGCCCAGCCCAGTGACAACGCGCCTGCAAAAGGGAACAAGAGCCCTTCGCCTCCAGATGGCTCCCCTGCCGCCACCCCCGAGATC
AGAGTCAACCACGAGCCAGAGCCGGCCGGCGGGGCCACGCCCGGGGCCACCCTCCCCAAGTCCCCATCT

( CCAGCAGAGGCCTCGGAGGTGGCG
GGTGGGACCCAACCTGCGGCTGGAGCCCAGGAGCCAGGGGAGACGGCGGCAAGTGAAGCAGCCTCCAGCTCTCTTCCTGCTGTCGTGGTGGAG
ACCTTCCCAGCAACTGTGAATGGCACCGTGGAGGGCGGCAGTGGGGCCGGGCGCTTGGACCTGCCCCCAGGTTTCATGTTCAAGGTACAGGCC
CAGCACGACTACACGGCCACTGACACAGACGAGCTGCAGCTCAAGGCTGGTGATGTGGTGCTGGTGATCCCCTTCCAGAACCCTGAAGAGCAG
GATGAAGGCTGGCTCATGGGCGTGAAGGAGAGCGACTGGAACCAGCACAAGGAGCTGGAGAAGTGCCGTGGCGTCTTCCCCGAGAACTTCACT
GAGAGGGTCCCATGA
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Figure S1 MAPT and BIN1 expression in the TgBIN1 mouse. A. Drawing of the BAC
RP11-437K23 encompassing the BIN1 locus and upstream sequences. B. RNA was
extracted from hippocampus of TgBIN1 mice, reverse-transcribed, cloned and
sequenced. Human exons present in hippocampus and corresponding protein
domains are displayed with corresponding colors. BAR, BIN-Amphiphysin-Rvs; CLAP,
Clathrin and AP2 binding domain; MBD, Myc binding domain; SH3, Src homology
domain. C. Isoform 1 was the main human BIN1 isoform detected, whose sequence is
shown. D. Western blot of total Tau in the brains of WT and TgBIN1 mice. E. Distance
traveled by WT and TgBIN1 mice in the open field test.
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Figure S2. Validation of lack of object preference. Percentage of time spent by the 3-
, 6-, 9-, 12-, or 15-month-old control, hTau and hTau;TgBIN1 mice with objects located

in the right or left positions, during the acquisition phase.
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Figure S3. Spatial and long-term memory in 12- and 15-month-old TgBIN1 males
assessed with Morris water maze. A. Time to reach the platform (PT) at 12 months. B.
Velocity during task acquisition. C. Time to reach the platform (PT) at 15 months. D.
Velocity during task acquisition. Data represent mean + SEM for consecutive days of
acquisition (control n=11; hTau n=11; hTau;TgBIN1 n=13). Two-way ANOVA followed
by Bonferroni post hoc test at each day of acquisition. § p <0.05, 88 p < 0.01 for control
vs hTau. * p < 0.05, ** p < 0.01 for hTau vs hTau;TgBIN1.
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Figure S4. BIN1 does not rescue long-term memory deficits due to MAPT
overexpression in hTau females. Spatial and long-term memory in 12- and 15-month-
old hTau and hTau;TgBIN1 mice assessed with Morris water maze. A. Distance
traveled to reach the platform at 12 months. Data represent mean + SEM for
consecutive days of acquisition (control, n=11; hTau, n=9; hTau;TgBIN1, n=11). B.
Probe test without platform at 12 months, performed 24 h after the last training session.
Dashed line represents chance. Data represent mean + SEM for each quadrant
(control, n=11; hTau, n=9; hTau;TgBIN1, n=11). Underlined quadrant marks original
platform location. C. Distance traveled to reach the platform at 15 months. Data
represent mean + SEM for consecutive days of acquisition (control, n=11; hTau, n=9;
hTau;TgBIN1, n=11). D. Probe test without platform at 15 months, performed 24 h after
the last training session. Dashed line represents chance. Data represent mean + SEM
for each quadrant (control, n=11; hTau, n=9; hTau;TgBIN1, n=11). Underlined
guadrant marks original platform location. One sample t-test compared to chance at

25% for the time spent in quadrants, *p<0.05, **p<0.01. Two-way ANOVA for the
distance travelled, **p<0.01.
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Figure S5. BIN1 overexpression does not affect long-term memory. Spatial and long-
term memory in 15-month-old TgBIN1 males assessed with Morris water maze. A.
Distance traveled to reach the platform. Data represent mean + SEM for consecutive
days of acquisition (WT, n=15; TgBIN1, n=13). B. Time to reach the platform (PT).
Data represent mean = SEM for consecutive days of acquisition (WT, n=15; TgBIN1,
n=13). C. Velocity during task acquisition. Data represent mean + SEM for consecutive
days of acquisition (WT, n=15; TgBIN1, n=13). D. Probe test without the platform,
performed 24 h after the last training session. Dashed line represents chance. Data
represent mean = SEM for each quadrant (WT, n=15; TgBIN1, n=13). Underlined
guadrant marks original platform location. One sample t-test compared to chance at
25%; * p < 0.05.
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Figure S6. Absence of visual or motor deficits in 15-month-old males and females for
the Morris water maze. A. Distance traveled to reach the visible platform (PT) for males
(control, n=11; hTau, n=11; hTau;TgBIN1, n=13). B. Time to reach the visible platform
for males (control, n=11; hTau, n=11; hTau;TgBIN1, n=13). C. Distance traveled for
females to reach the visible platform (PT; control, n=10; hTau, n=10; hTau;TgBIN1,

n=11). D. Time to reach the visible platform for females (control, n=10; hTau, n=10;
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Figure S7. BIN1 does not impact the levels of soluble phospho-Tau proteins. A.
Western blots of hippocampal lysates from 18-month-old hTau and hTau;TgBIN1 male
mice, labeled with antibodies detecting total Tau protein (total Tau), p-Ser202/p-Thr205
Tau (AT8) or p-Thr231 Tau (AT180), and GAPDH. Quantification of phospho-Tau over
total Tau signal intensities for AT8 (B) and AT180 (C) antibodies.
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Figure S8. Tubulin-Tau PLA in brain slices. A. Tubulin-Tau PLA (cyan), and Tubulin
(yellow), Tau (magenta), and Hoechst (white) stainings in the hippocampi of control,
hTau and hTau;TgBIN1 males at 18 months. Zoomed areas show PLA and Tau
channels only. Scale bars = 500 um; zooms, 50 um. B-C. Quantification of the Tubulin-
Tau PLA density. Data expressed as PLA spot number per tissue area (B) or total PLA
spot volume per tissue area (C), normalized with control mean (control, n=2; hTau,

n=2; hTau;TgBIN1, n=2). N/S: Not significant according to Kruskal-Wallis ANOVA.
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Figure S9. Western blots confirming under/over expression of BIN1.
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Figure S10. Dose-response curves for the 12 shortlisted compounds grouped
according to their targets. See Fig 5 for details. Phosphorylation targeting compounds:
Cyclosporin A, an inhibitor of Calcineurin (through forming a blocking complex with
Cyclophilin); U0126, a potent MEK inhibitor. NO-synthase targeting compounds: TRIM,
a potent inhibitor of neuronal and inducible NO-synthases; Diphenyleneiodonium
chloride, a GPR3 agonist that also inhibits NO-synthase and NADPH oxidase. Ca?*
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homeostasis targeting compounds: (x)-Bay K 8644, a L-type Ca?* channel activator;
DHBP dibromide, an inhibitor of endoplasmic reticulum Ca?* release. Receptor
targeting compounds: BRL37344 sodium salt, a 33 agonist; BU 226 hydrochloride, a
potent and highly selective 12 ligand; SB 258585 hydrochloride, a potent and selective
5-HT6 antagonist. Other compounds: JLK6, an inhibitor of y-secretase-mediated BAPP
processing; MNITMT, a non-toxic immunosuppressive agent; Doxorubicin
hydrochloride, a tumor suppressor drug shown to inhibit DNA topoisomerase Il and

reduce Tau cellular levels.
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Figure S11. Modulation of Tau phosphorylation in vitro. A. Reduction of Tau
phosphorylation at Thr 231 after 30 min incubation of PNC crude extracts with lambda
protein phosphatase (A-PP). B. In vitro phosphorylated recombinant Tau at Thr 231 is
observed after incubation with recombinant Cdk5 for 1 h. Cdk2 dependent
phosphorylation of Tau at Thr 231 has been published previously (Sottejeau et al.,
2015)
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Figure S12. NMR measurements confirm that Cdk2 phosphorylates BIN1 CLAP at
T348. A. Maldi-TOF analysis of CLAP (334-359) peptide before (red) and after (blue)
incubation with Cdk2/CycA3 kinase. Incubation of the peptide with the kinase (molar
ratio 1/100) at 37°C for 3 h, in the presence of 2 mM ATP, 2.5 mM MgClz, 2 mM EGTA,
2 mM DTT, 30 mM NaCl and protease inhibitors in 50 mM HEPES, pH 8.0, resulted in
a mass increase compatible with the incorporation of one phosphate group. T238 is
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the only Pro-directed site compatible with the kinase specificity in the peptide. B. H-
15N HSQC spectra of BIN1Iso1-CLAP-T348E protein (blue), Cdk2-phospho-BIN1Isol
(superimposed in red) and BIN1lsol protein (superimposed in green). Boxed
resonances, superimposed in the blue and red spectra, correspond to some of the
resonances of the BIN1-SH3 domain, and are only detected in the presence of T348
phosphorylation or the T348E mutation of the CLAP domain (see also Fig. S13).
Circled resonances, only detected in the red spectrum (or Cdk2-phospho-BIN1)
correspond to resonances with typical H-N chemical shift values for pS/pT residues.
Multiple sites of Cdk2-BIN1 were thus modified in the conditions of this assay, as also
shown by the characteristic gel-shift observed by SDS-PAGE (left inset). Further, BIN1
p-T348 antibody recognizes the BIN1 CLAP (334-359) peptide upon Cdk2
phosphorylation (right inset).
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Figure S13. Additional signals in BIN1liso1-CLAP-T348E matched signals from BIN1
SH3 domain. Overlays of 'H-1>N HSQC spectra of (A) BIN1isol-CLAP-T348E protein
(in red) and BIN1lisol protein (superimposed in blue) or of (B) BIN1lisol-CLAP-T348E
protein (in red) and BIN1 SH3 domain (superimposed in green). In BIN1isol spectrum,
in blue, due to the large size of the BIN1lisol protein, only signals corresponding to
mobile disordered regions are detected. These signals show a typical poor dispersion
on the H scale (ca. 7.5-8.5 ppm). Due to this intrinsic need of mobility to detect protein
NMR signals, the SH3-BIN1 resonance are only detected when the domain behaves
independently of the full protein, as is observed for BIN1iso1l-CLAP-T348E (in red).
Signals from the SH3-BIN1 domain show a good dispersion on the *H scale (ca. 6.5-
9.5 ppm), as expected for globular domain signals. The additional signals observed in
BIN1lisol-CLAP-T348E, in red, matched signals from the SH3-BIN1 domain, in green.
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Figure S14. Titration of >N-BIN1-SH3 with CLAP peptides. Detail of overlayed *H-°N
HSQC spectra of BIN1-SH3 domain, in the presence of increasing amount of (A) CLAP
(334-359) peptide, molar ratios 0.25 to 8 (color scale, from red to violet), or of (B)
phospho-CLAP (334-359) peptide, molar ratios 1 to 20 (color scale, from red to violet).
One spectrum was recorded for each titration point. The gradual change of the
chemical shift value for each resonance was then used to build a saturation curve (see

Fig. 6G). Data were averaged to estimate the Kq values. Note that a larger excess of
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phospho-CLAP (334-359) peptide was needed to reach saturation, due to its lower
affinity for BIN1-SH3 domain, compared to the non-phosphorylated peptide.
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Figure S15. Myelin alterations following hTau overexpression was prevented upon

BIN1 overexpression. A-C. Electron microscopy analysis of the myelinated axons in
the fornices of 18-month-old control (A), hTau (B), and hTau;TgBIN1 (C) males. D-F.
Serial magnification of the marked areas. Arrowheads point to myelin abnormalities
defined by multiple myelin rings. Micrographs are representative of 2 animals per
genotype. Scale bars =5 pum (A-C) and 2 um (D-F).
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Figure S16. Myelin structure is unaffected following BIN1 overexpression. A-B.
Electron microscopy analysis of the myelinated axons in the fornices of 18-month-old
Mapt’;TgBIN1 (A) and TgBIN1 (B) males. C-D. Serial magnification of the marked
areas. Micrographs are representative of 2 animals per genotype. Scale bars =5 um
(A-B) and 2 um (C-D).
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Figure S17. Specificity of BIN1 p-T348 antibody to the neuronal isoform of BIN1 in
PNC. Western blot of neurons transduced with shNT, shBIN1, Mock, BINlisol, and
BIN1iso9 constructs. BIN1 p-T348 signal is modulated as a function of BIN1lisol under-

and overexpression. No BIN1 p-T348 signal was detected at the molecular weight of
BIN1is09.
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Figure S18. HCS image analysis and quantification procedures. A. Details of image
acquisition, segmentation and PLA detection processes: Acquisition of 16 fields per
well in four wavelengths using IN Cell Analyzer 6000; exclusion of somatic regions
from FITC and Cy5 channels and delimitation of MAP2 and Tau areas in the Columbus
software; detection of PLA spots in non-somatic Tau areas and their filtering based on
area and contrast (green spots in the last image). B. Schematic showing the iterative
process for selecting the optimum analysis script separately for each plate. C.
Demonstration of data analysis in a representative plate layout. Yellow wells are used
to correct for spatial bias. Blue wells and the corresponding 5x5 neighborhood (black
outlines) illustrate the correction for local bias. Red wells were excluded based on
network quality and the remaining (green) wells were used to calculate plate means

for normalization.
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Figure S19. Distribution of Tau area (A) and Tau:MAP2 area ratio (B) of all 1,126

compounds in the three screenings, after plate-by-plate normalization (excluded data

points shown in red).

- 266 -



Control

Figure S20. Axonal ultrastructure is unaffected in transgenic mice. Electron
microscopy analysis of axon fibers in the hippocampal CA1 region of 18-month-old
control, hTau, and hTau;TgBIN1 males. Micrographs are representative of 2 animals

per genotype. Scale bars = 2 um.
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Maxime Steno Sartori

Etude in vivo de I'impact de la surexpression du géne BIN1 dans un modéle

murin de la maladie d’Alzheimer

Résumé

La maladie d’Alzheimer a forme tardive, exempte de mutations, représente prés de 99% des 850 000 cas
répertoriés en France. Hormis I'age, des facteurs génétiques comme BIN1 apparaissent déterminant dans
I’établissement de I'amyloidopathie et de la tauopathie, marqueurs constitutifs de cette maladie. Le travail de
these est basé sur I’étude d’une surexpression du gene humain de BIN1 et de son impact dans un contexte
murin de tauopathie. La surexpression seule de BIN1 entraine des défauts mnésiques a court terme associés a
des anomalies cellulaires et moléculaires au niveau de la voie temporo-hippocampique. Ces altérations sont
exacerbées par la combinaison de la souris TgBIN1 avec le modéle de tauopathie, a la fois chez les males et les
femelles. Pour autant il apparait que la surexpression de BIN1 préserve la mémoire spatiale dépendamment
de I'adge et du sexe. L’hippocampe apparait en grande partie préservé des inclusions intracellulaires de Tau et
la myéline des fibres axonales est retrouvé intacte. Ces éléments mettent en évidence que BIN1 est un acteur
important dans I’établissement de la tauopathie et que son activité neuro-protectrice peut étre médiée par un

complexe moléculaire direct impliquant a la fois Tau et RNT4-A/Nogo-A.

Mots clés : BIN1, Tau, RTN4-A/Nogo-A, mémoire, neurodégénerescence, démyélinisation, reticulum

Abstract

Late Onset Alzheimer Disease represents more than 99% of total Alzheimer cases and it is not caused by genetic
mutations. Among risk factors such as age, genetic compounds as BIN1 appear to be determinant for the
pathological process establishment. This study aims to determine the BIN1 overexpression effect in mice and
in a tauopathy context. In this study, BIN1 overexpression alone caused short term memory impairments linked
with the cellular and molecular abnormalities. These disorders are exacerbated by a combination of TgBIN1
mice with a tauopathy model, both in males and females. Surprisingly, BIN1I overexpression rescued long term
and spatial memory regarding the age and sex. Hippocampus appeared to be preserved from intracellular Tau
inclusions. Moreover, fornix myelin is found intact. These elements highlighted BIN1 which is a key gene in
tauopathie establishment. BIN1 neuroprotective activity is mediated by direct molecular interactions both with

Tau and RTN4-A/Nogo-A.

Key words :, Tau, RTN4-A/Nogo-A, memory, neurodegeneration, demyelination, reticulum
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