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RESUME

La maladie d'Alzheimer (MA) représente la principale cause de démence, et la perte des
synapses est percue comme |'un des éléments centraux dans la physiopathologie de cette maladie.
Bien que le premier facteur de risque soit I'dge, la MA présente également une importante
composante génétique, et les études d'association pangénomiques (GWAS) ont permis de mettre en
évidence 76 loci regroupant plusieurs centaines de génes associés au risque de développer la maladie.
Des analyses fonctionnelles post-GWAS sont désormais nécessaires pour préciser la fonction de ces

génes et identifier les mécanismes moléculaires expliquant leurs réles dans la pathologie.

Dans ce contexte, mes travaux ont consisté a mettre en place différentes approches in vitro
permettant l'identification et la caractérisation des génes et des variants impliqués dans la perte

synaptique associée a la MA.

En développant une nouvelle approche de criblage a haut-contenu, j’ai tout d’abord évalué
I'effet de la sous-expression de chacun des facteurs de risque génétiques de la MA sur les synapses de
neurones hippocampiques primaires. J’ai ainsi identifié plusieurs génes impliqués dans la perte
synaptique. De maniére surprenante, I’'un des genes dont la sous-expression affectait le plus fortement
la densité de synapses était le gene PLCG2, dont la fonction neuronale était jusqu’ici inconnue. Dans
un second temps, j’ai donc cherché a caractériser de maniére plus précise I'impact de I'inhibition de
PLCG2 en mesurant I'activité électrique neuronale et les phénotypes classiquement associés a la MA,
dans un modéle de neurones humains dérivés de cellules souches pluripotentes induites. Enfin, je me
suis intéressée a un autre facteur de risque génétique impliqué dans la fonction synaptique, le géne
FERMT2. Afin d’étudier le réle fonctionnel du variant rs7143400 localisé dans la région 3’ non traduite
de ce géne, j'ai généré une lignée cellulaire porteuse du variant d’intérét par CRISPR/Cas9, et évalué
son impact sur la régulation de I'expression du géne, et sur le métabolisme du précurseur des peptides

amyloides.

Dans l'ensemble, ces travaux permettent de mieux comprendre comment certains
déterminants génétiques influencent le développement de la MA, aidant ainsi a I'identification des

mécanismes moléculaires précocement impliqués dans la survenue de cette pathologie.

Mots-clés : Facteur de risque génétique, post-GWAS, criblage a haut-contenu



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the prime cause of dementia, and synaptic loss is central to its
pathophysiology. Although the most important risk factor is age, AD also has a significant genetic
component, and genome-wide association studies (GWAS) have identified 76 loci encompassing
hundreds of genes associated with the risk of developing the disease. Post-GWAS functional analyses
are now needed to clarify the function of these genes and to identify underlying molecular

mechanisms.

In this context, | have developed different in vitro approaches to identify and characterize

genes and variants involved in the AD-associated synaptic loss.

First, | have developed a high content screening to assess the impact of each GWAS-identified
AD genetic risk factor on synapse number in rat primary hippocampal neurons. | have identified several
genes whose under-expression led to a significant modulation of synaptic density. Surprisingly, one of
the best hits was PLCG2, whose neuronal function was unknown so far. Second, | have characterized
the impact of PLCG2 gene silencing on neuronal electrical activity and AD-associated phenotypes in a
model of induced pluripotent stem cells-derived neurons. Last, my work has focused on another AD
genetic risk factor involved in synaptic function, the FERMT2 gene. In order to assess the functional
role of the rs7143400 variant, located within FERMT2 gene 3’UTR, | have generated a cell line carrying
this variant through CRISPR-Cas9 editing. This model has been used to evaluate the impact of the

FERMT2 rs7143400 variant on gene expression and amyloid peptide precursor metabolism.

Overall, this work helped to better understand how the PLCG2 and FERMT2 genetic risk factors
influence the development of AD, giving further insights into the mechanisms involved the disease

onset.

Key word: Genetic risk factor, post-GWAS, High-content screening



ABREVIATIONS

ADES Alzheimer Disease European Sequencing

ADSP Alzheimer’s Disease Sequencing Project

AMPAR a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor
APOE Apolipoprotéine E

APP Amyloid-beta precursor protein ou Précurseur du peptide amyloide
ARNi Interférence ARN

ARNmM ARN messager

ASO Antisens oligonucléotide ou Oligonucléotide anti-sens

AB Peptide amyloide B

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

BHE Barriere hémato-encéphalique

Ca* Calcium

CaM Calmoduline

CaMK Calmoduline Kinase

CASS4 Cas scaffolding protein family member 4

CD2AP CD2-associated protein

CDK5 Cyclin-dependent kinase 5

ChlP Chromatin immunoprecipitation

CREB cAMP response element-binding protein

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
CTF C-terminal fragment ou fragment C-terminal

DAG Diacylglycerol

DGKQ Diacylglycerol kinase theta

DL Déséquilibre de liaison

DNF Dégénérescence neurofibrillaires

EADB European Alzheimer DNA Biobank

FDA Food and Drug Administration

FDG Fluorodésoxyglycose



FERMT2
GFP
GSK3p
GWAS
HCS
HDR
HTS

IP3
iPSC
IWG
KO

LCR
LTD
LTP

Lys

MA
MAP
MAPK
MEA
Mg?
miR
MMSE
MOl
MPRA
MTBR
NIA-AA
NMDAR
PA
PAM

PHF

Fermitin family homolog 2

Green Fluorescent Protein

Glycogen synthase kinase 3

Genome-wide association study ou étude d'association pangénomique
High-Content Screening ou criblage a haut-contenu
Homolgy directed repair ou recombinaison homologue
High-Throughput Screening ou criblage haut-débit
myo-inositol 1,4,5-trisphosphate

Induced pluripotent stem cells ou cellules souches pluripotentes induites
International Working Group

Knock-out

Liquide céphalo-rachidien

Long term depression ou dépression a long terme

Long term potentialisation ou potentialisation a long terme
Lysine

Maladie d'Alzheimer

Microtubule-associated protein

Mitogen-activated protein kinase

Micro-electrode Array ou Matrice de micro-électrodes
Magnésium

micro-ARN

Mini-mental state examination

Multiplicity of infection

Massively parallel reporter assays

Microtubule-binding of Tau region

National Institute on Aging—Alzheimer’s Association
N-methyl-D-aspartate receptor

Phosphatidic acid

Protospacer adjacent motif

Paired helical filaments ou filaments hélicoidaux appariés



PI3K
PIP2
PKC
PLCG2
PSD95
PSEN
PTK2B
QTL
SAPP
Seq
Ser
shARN
SiARN
SNC
TEP
Thr
TNF
TWAS
WES

WGS

Phosphoinositide 3-kinase
1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate
Protéine kinase C

Phospholipase C gamma 2

Post synaptic density 95

Présénillines

Protéine Tyrosine Kinase 2 Béta

Quantitative trait loci

Fragment soluble de I'APP

Séquencage

Sérine

small hairpin ARN

small interfering ARN

Systeme nerveux central

Tomographie a Emission de Positons

Thréonine

Tumor necrosis factor

Transcription-wide association study

Whole exome sequencing ou séquencage de |'exome entier

Whole genome sequencing ou séquengage du génome entier
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AVANT-PROPOS

En 1907, Alois Alzheimer décrivait pour la premiéere fois la maladie qui portera son nom chez
I'une de ses jeunes patientes atteintes de démence. Il faudra cependant attendre 1984-85 pour que
soient identifiés pour la premiere fois les composants biologiques majeurs des deux lésions
caractéristiques de la maladie : I'accumulation de peptides B-amyloides (AB) provoquant la formation
de plaques séniles, et l'accumulation de protéines Tau hyperphosphorylées caractérisant les
dégénérescences neurofibrillaires. Dans les années 1990, plusieurs études montrent qu’une perte de
synapses est également observée dans le tissu cérébral des patients atteints de la maladie d'Alzheimer,
et de facon corrélée au déclin cognitif observé chez ces personnes. Ces recherches ont permis une
meilleure description ainsi qu’une meilleure compréhension de la maladie mais les mécanismes
biologiques a l'origine de la pathologie restent pour autant peu connus, ce qui rend difficile le

développement de traitements efficaces.

La maladie d’Alzheimer est une maladie multifactorielle, qui résulte de l'interaction entre
facteurs de risques environnementaux et facteurs de risques génétiques, ces derniers contribuant pour
60 a 80% au risque de développer la pathologie selon les études de jumeaux. Aprés la découverte du
géne APOE comme facteur de risque génétique majeur de la maladie en 1993, les études d'association
pangénomiques développées au cours des 15 dernieres années ont conduit a l'identification de 75
régions chromosomiques regroupant plusieurs centaines de genes dont la variabilité module le risque
de développer la maladie d’Alzheimer. Le défi actuel consiste désormais a comprendre comment ces
déterminants génétiques influencent le développement de la pathologie afin de permettre
I'identification de mécanismes pathogéniques originaux susceptibles de constituer de nouvelles cibles

thérapeutiques.

Les travaux présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans cette ere post-GWAS, et se basent
sur I'hypothése selon laquelle la diminution de densité synaptique observée au cours du
développement de la maladie d’Alzheimer pourrait dépendre, au moins en partie, de facteurs
génétiques. Dans un exposé bibliographique, ce manuscrit présentera tout d’abord les aspects
épidémiologiques, cliniques, et diagnostiques de la maladie d’Alzheimer. Puis, seront abordés de fagon
synthétique les altérations moléculaires observées dans le cadre de la pathologie amyloide, la
pathologie Tau, et la perte synaptique. Nous décrirons également la contribution des études
d’association pangénomiques a I’élucidation des mécanismes physiopathologiques sous-jacents a la
maladie. Cet exposé nous amenera a proposer |'utilisation d’approches de criblages a haut-contenu
afin d’identifier la fonction des genes identifiés par les études d’association pangénomiques, ainsi que

différentes méthodologies permettant de caractériser les variants fonctionnels de ces genes.
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Finalement, ces approches seront illustrées par la présentation de mes travaux visant a mieux
comprendre I'implication des génes PLCG2 et FERMTZ2 dans |’étiologie de la maladie d’Alzheimer par

des approches in vitro.
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INTRODUCTION

PARTIE 1 : EPIDEMIOLOGIE ET PRESENTATION CLINIQUE DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

1) Epidémiologie de la maladie d’Alzheimer

En 2019, le Yearbook of Dementia in Europe indiquait que plus de 9 millions de personnes
étaient atteintes de MA en Europe (1). En 2018, en France, on estimait que prés de 374 000 hommes

et 853 000 femmes souffraient de démence, soit un total de plus d’1,2 millions de personnes.

La MA est classiquement décrite sous deux formes. Les formes précoces dont les signes
cliniques se développent avant 65 ans et sont entierement déterminées par la génétique selon une
transmission autosomique dominante ne représente qu’1% des cas de MA. Pour la grande majorité
des cas, il s’agit de formes sporadiques de MA d'apparition tardive, sans agrégation familiale évidente,
résultant de I'interaction entre facteurs génétiques et environnementaux, dont I’dge reste le principal

facteur de risque.

Entre 2002 et 2017, I'espérance de vie en Europe est passée de 77,7 a 80,9 ans. La prévalence
de la MA est estimée a 0.6% pour les personnes entre 60 et 65 ans, mais atteint plus de 40% apres 90
ans (1). En supposant que les taux de prévalence de la maladie ne changent pas dans les années a
venir, on estime que le nombre de personnes atteintes en Europe aura alors presque doublé d'ici 2050
(Figure 1). Un facteur clé de ce changement semble étre I'augmentation significative du nombre de
personnes agées de plus de 75 ans, et en particulier de la tranche d'age des plus de 85 ans, qui fait plus

que doubler entre 2018 et 2050.

2500 000
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2 000 000

1500 000
1389 666

1227558

L 1 ! 1 1 J
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Figure 1 : Nombre estimé de personnes atteintes de maladie d’Alzheimer en France en 2018, 2025,

et 2050. En raison du vieillissement de la population, on estime que le nombre de personnes atteintes
de MA en France aura presque doublé d’ici 2050 (1).
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Ces chiffres, bien qu’impressionnants, sont pourtant encore plus élevés lorsque les études se
basent sur une définition biologique (plutét que clinique) de la MA. En effet, la grande majorité des
personnes souffrant de MA ne sont pas atteintes de démence mais se trouvent a des stades pré-
démentiels de la maladie. Si I'on considere les stades antérieurs a la démence clinique, le nombre de
personnes atteintes de la MA est beaucoup plus important que ce qui était précédemment estimé (2).
Le nombre total de personnes atteintes de démence, de démence prodromique et de démence
préclinique en Europe a été estimé respectivement a 6,9, 15,2 et 52,3 millions. Ensemble, elles

représentaient ainsi 74,5 millions de personnes sur I'ensemble du continuum de la MA.

Pour une personne agée de 70 ans, les estimations de durée de la maladie sont de 10 ans pour
le stade préclinique, 4 ans pour le stade prodromique et 6 ans pour le stade démentiel de MA, soit un
total de 20 ans (3). La longue durée de la maladie avant le déces contribue de maniere significative a
I'impact de la MA sur la santé publique, car une grande partie de cette période est passée dans un état
de handicap et de dépendance graves. La MA est aujourd’hui la cinquiéme cause de mortalité dans le
monde (4), mais surtout la quatrieme cause d'années de vie en bonne santé perdues chez les

personnes agées de 75 ans et plus (5).

Une personne qui vit de 70 a 80 ans avec une démence de type Alzheimer passera en moyenne
40 % de cette période au stade sévere (6). Une grande partie de cette période sera passée en
institution. A I'age de 80 ans, environ 75 % des personnes atteintes de la MA vivent dans une maison
de retraite, contre seulement 4 % de la population générale agée de 80 ans. De plus, la plupart des
patients ont un ou plusieurs aidants familiaux qui consacrent du temps et des efforts aux soins, ce qui
entraine une morbidité psychologique, un isolement social, et des difficultés financiéres pour ces

personnes accompagnatrices (7).

Ainsi, la MA représente actuellement un enjeu majeur de santé publique et de société, qui doit
pouvoir s'assurer que les systemes de santé et d'aide sociale sont en mesure de fournir des soins et un
soutien de haute qualité aux personnes vivant avec la maladie, depuis le diagnostic jusqu'aux soins de
fin de vie. L'investissement dans la recherche contre la MA apparait donc comme une priorité, que ce
soit au niveau de la recherche fondamentale afin de mieux appréhender les bases physiopathologiques
de la maladie, ou au niveau de la recherche pharmaceutique afin de fournir aux malades des

thérapeutiques adaptées.

Un certain nombre d'études ont cependant fait état d'une récente diminution du taux
d'incidence de la MA au cours de la derniére décennie (6). Cette baisse a été attribuée a I'amélioration,
au cours du 20e siecle, des mesures de prévention contre les facteurs de risque de la MA, tels que le

traitement de I'hypertension et I'augmentation du niveau d'instruction. Toutefois, méme avec ce taux
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d'incidence potentiellement plus faible, le nombre absolu de personnes atteintes de la MA devrait
continuer a augmenter en raison de la forte hausse du nombre d'adultes dgés de 65 ans et plus, le

groupe d'age le plus exposé a la MA.

1)} Facteurs de risques environnementaux de la MA

a. Facteurs de risques non-modifiables de la MA

Les études épidémiologiques ont permis d’identifier plusieurs facteurs de risques de MA. Les
facteurs de risques non modifiables regroupent I'age, la génétique, les antécédents familiaux, et le

sexe d'un individu.

i. Age
Le vieillissement est considéré comme le principal facteur de risque de la MA. En effet, on
estime que l'incidence de la MA double tous les cing ans aprés I'age de 65 ans, et que 40% de la
population agée de 90 ans ou plus souffre de MA (1) (Figure 2). Ce phénomene est probablement di
a une perturbation avec |'age des voies du systeme inflammatoire, de I'homéostasie lipidique, ainsi
que de la dégradation et de la synthese des protéines (8). Cependant, la MA n'est pas le résultat d'un
vieillissement cérébral normal, et il existe des différences significatives entre les personnes atteintes
de la maladie, et une personne non-atteinte du méme age (9). Au niveau clinique, les patients atteints
de MA présentent un déficit accentué de la mémoire, alors que le vieillissement cérébral normal est
plut6t associé a des dysfonctionnements exécutifs. |l existe également des différences dans les régions
cérébrales atteintes, avec un déficit d’activité neuronale touchant plus particulierement les régions
cérébrales médiotemporales chez les patients atteints de MA, tandis que les personnes dgées en
bonne santé présentent des changements d'activité du cortex préfrontal. Ces différences suggerent
clairement que la MA ne peut pas étre simplement considérée comme un processus de vieillissement
accéléré.
ii. Antécédents familiaux
Les antécédents familiaux, qui représentent une combinaison de facteurs génétiques et
environnementaux partagés entre les membres de la famille, augmentent également
considérablement le risque de MA. Les personnes dont un parent au premier degré (tel qu'un parent,

un frére ou une sceur) est atteint de la maladie ont un risque 4 a 10 fois plus élevé de la développer

(10).
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iii. Sexe

Enfin, il existe des différences significatives en fonction du sexe des individus, les femmes étant
plus a risque, et progressant plus rapidement dans la maladie que les hommes (Figure 2). Ces
différentes vulnérabilités pourraient étre expliquées a la fois par des différences génétiques et
hormonales (11). Le r6le des cestrogenes dans le cerveau a notamment fait I'objet de nombreuses

recherches qui ont mis en évidence I'implication des hormones dans la neuroprotection.

Prévalence de la MA en Europe

50
Prévalence de la MA en Europe =
Tranche d'age P =

Homme | Femme Total 3 40

60-64 0,2 0,9 0,6 S 30
65-69 1,1 1,5 1,3 E

70-74 3,1 3,4 33 @ 20
Q

75-79 7,0 8,9 8,0 £ 0
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90+ 297 448 408 g 60 65 70 75 80 85 90
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Figure 2 : Prévalence de la maladie d’Alzheimer en Europe en fonction de I'dge et du sexe. La
prévalence de la MA augmente fortement avec I'age, et les femmes sont plus a risque que les hommes
de développer la pathologie (1).

b. Facteurs de risques modifiables de la MA

Les différentes études épidémiologiques ont également permis de mettre en évidence
plusieurs facteurs de risque potentiellement modifiables de MA, principalement liés au mode de vie

et a I'environnement (Figure 3).

i. Maladies cardiovasculaires

On sait notamment qu’il existe un lien tres fort entre MA et maladies cardiovasculaires (12).
L'intégrité du systéme vasculaire est essentielle au fonctionnement normal du cerveau et les
modifications du systéme vasculaire peuvent entrainer une fuite de la barriere hémato-encéphalique
et une diminution du tonus vasculaire cérébral. Entre autre, I'hypertension peut provoquer des
changements dans les parois vasculaires, ce qui peut entrainer une hypoperfusion et une hypoxie
cérébrale, contribuant ainsi au déclenchement de la MA (13). Les personnes souffrant d'insuffisance
cardiaque ou d’accidents vasculaires cérébraux présentent également un risque plus élevé de
développer la maladie (14). Les facteurs de risques de maladies cardiovasculaires tels que le tabagisme,

I"abus d’alcool, ou une mauvaise alimentation, contribuent donc également au risque de MA.
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ii. Maladies métaboliques

L'obésité a également été associée au risque de démence, un indice de masse corporelle (IMC)
plus élevé augmentant proportionnellement le risque de MA (15). Cela pourrait étre expliqué par le
fait que les changements métaboliques associés a I'obésité altérent la plasticité des neurones. Les
dyslipidémies, et en particulier des concentrations plasmatiques élevées de cholestérol, contribuent
au risque de maladie, principalement en raison de I'implication du cholestérol cérébral dans la
synthése, |'élimination, et la neurotoxicité des peptides amyloides (16). Un effet bénéfique a pu étre
observé chez les utilisateurs de statines, avec une réduction de l'incidence de la MA et une
amélioration de la progression de la maladie (17). Les études épidémiologiques indiquent également
une association claire entre le diabéte de type 2 et le risque accru de développer la MA (18). Plusieurs
mécanismes sont suggérés pour expliquer cette association, notamment la toxicité neuronale de

I'hyperglycémie et des produits de glycation.

iii. Facteurs de risques psychologiques

En plus de ces perturbations métaboliques, plusieurs facteurs de risques psychologiques ont
également été mis en évidence. Le stress est notamment suggéré comme un facteur de risque de
déclin cognitif, et des études menées sur des modeéles animaux de MA ont montré que le stress
provoquait une augmentation du dépoét de peptides amyloide dans certaines régions cérébrales (19).
La présence de troubles du sommeil ou de troubles psychiatriques favorise également I'apparition de

la pathologie (20).

c. Facteurs protecteurs de la MA

D’autres facteurs environnementaux ont quant a eux été identifiés comme protecteurs (Figure

3).

i. Exercice physique
Il a entre autres été suggéré que |'exercice physique permettait de préserver la cognition, et
pouvait réduire le risque de MA de prés de 45 % (21). Cet effet bénéfique est lié a la réduction de la
pression artérielle et de I'obésité, ainsi qu’a un meilleur flux sanguin cérébral et, par conséquent, a une
meilleure oxygénation des zones importantes pour la fonction cognitive. Une bonne alimentation
protégerait également de la MA, et I'on recommande notamment le régime méditerranéen riche en

lipides insaturés et en antioxydants (22).

ii. Réserve cognitive

De plus, une activité cognitive accrue tout au long de la vie pourrait réduire le risque de MA

(23). Dans de nombreux cas, on a observé un décalage entre le degré de Iésions cérébrales constatées
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dans les analyses histopathologiques et la gravité du déclin cognitif. Pour expliquer ces résultats, on a
proposé la théorie de la réserve cognitive. Plusieurs éléments sont associés a une plus grande réserve
cognitive, tels que le niveau d'éducation, le niveau de la profession, la pratique de loisirs, et une bonne
socialisation. Ainsi, une bonne santé et un mode de vie sain sont autant de facteurs associés a une

meilleure cognition et a un risque diminué de développer la MA.

FACTEURS DE RISQUES

Hypertension
— . Dyslipidémie
Mauvaise alimentation Elab ate _
Troubles
Obésité vasculaires
—— Dommages
‘Tabagisme neL 6n'a£_l’1'_"i’
:EREGI | Jeunesse 1 Vie adulte Milieu de vie . __J"

Réserve cé

Activité intellectuelle et sociale

FACTEURS PROTECTEURS

Figure 3 : Facteurs de risques modifiables de la maladie d’Alzheimer. Le risque de développer la MA
est influencé par différents facteurs environnementaux et comportements tout au long de la vie. La
présence de maladies cardiovasculaires et métaboliques favorise le développement de MA, tandis que
I’exercice physique et la réserve cérébrale constituent des facteurs protecteurs de la maladie (24,25).

11)] Symptomatologie de la MA

a. Symptomes mnésiques

Les principaux symptomes de la MA sont la perte de mémoire, et en particulier de la mémoire
a court terme (26). La personne aura tendance a oublier les dates et rendez-vous importants, posera
des questions répétitives dans un court laps de temps, et aura de plus en plus recours a des aide-
mémoires pour des taches qu'elle avait I'habitude d'effectuer seule. On retrouve également des
difficultés dans la planification ou la résolution de problemes, comme dans le fait de se concentrer
pour pouvoir terminer un projet. La personne rencontre aussi des problemes de désorientation dans
le temps et dans I'espace, et confond fréquemment les dates et la chronologie correcte des

événements.
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b. Symptomes non-mnésiques

On trouve également des présentations non-mnésiques de la MA qui incluent des
dysfonctionnements visuo-spatiaux, linguistiques, et exécutifs (27) Les difficultés visuo-spatiales
englobent des difficultés de lecture, et des difficultés a reconnaitre des objets familiers. On peut
également retrouver une aphasie non fluente avec des pauses importantes pour trouver les mots et
les utiliser, des difficultés a nommer des objets, a participer ou a suivre une conversation. Enfin, la
présentation dysexécutive de la MA est de plus en plus fréquemment reconnue, en particulier chez les
jeunes patients (28). Ces personnes ont des difficultés a exécuter des mouvements, a réaliser des

taches multiples, et a prendre des décisions.

c. Symptomes neuropsychiatriques

Pour finir on retrouve également chez les patients atteints de MA des symptémes
neuropsychiatriques et des changements comportementaux. La dépression, I'anxiété et le retrait social
peuvent étre les plus évidents dans les cas de démence légere, tandis que les délires, les hallucinations,
le manque de contréle émotionnel ou les comportements physiquement agressifs peuvent étre

observés a des stades plus avancés (29).

On retrouve ainsi une grande hétérogénéité des symptémes associés a la MA impactant
différents aspects de la vie du malade. Ces symptomes évoluent également au cours du

développement de la maladie, et de I'avancée du patient dans les différents stades cliniques de la MA.

1v) Histoire naturelle de la MA

a. Phase pré-clinique ou asymptomatique a risque de MA

On sait désormais que la MA s’installe pendant des années avant I'apparition des symptomes
(30). On parle de phase préclinique ou de phase asymptomatique a risque de MA, ou le patient ne
présente aucun déficit cognitif, mais oU certaines perturbations biologiques sont déja visibles au
niveau cérébral. La grande majorité des cas n’est malheureusement pas identifiée pendant ces phases,
et la plupart des patients qui recoivent un diagnostic spécifique de MA ont déja évolué vers les stades

modérés ou séveres de la maladie.

b. Phase de déficience cognitive légére
La déficience cognitive légere due a la MA (aussi appelée phase prodromale) marque le début
du stade symptomatique de la maladie (31). Les manifestations cognitives sont progressives, de sorte
qu'il est impossible de définir précisément le début de I'état clinique. Le diagnostic de déficience

cognitive légere due a la MA est une question de jugement clinique effectué par un clinicien compétent
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concernant la présence d'une déficience cognitive sans interférence significative dans les activités
qguotidiennes habituelles. Lorsque les patients commencent a présenter des signes de déficience
cognitive légere due a la MA, la mémoire et les fonctions exécutives sont souvent les principaux
domaines cognitifs touchés. Entre 35 % et 85 % des patients atteints présentent également au moins
un symptome neuropsychiatrique tels que la dépression, I'irritabilité, I'apathie ou I'anxiété (32). Parmi
ces patients atteints de déficience cognitive légere, un tiers évoluera vers le stade de démence sur une

période de 5 a 10 ans (33).

c. Phase de démence

L'entrée dans le stade de démence est caractérisée par des symptomes cognitifs ou
comportementaux d'une ampleur suffisante pour interférer avec les fonctions quotidiennes. La
poursuite de la détérioration de la mémoire et des fonctions exécutives, ainsi que |'apparition de
troubles dans d'autres domaines cognitifs (par exemple les capacités visuo-spatiales et le langage),
empéchent les personnes concernées d'accomplir les activités quotidiennes de base. Les symptémes
neuropsychiatriques sont également fréquents, en particulier aux stades séveres de la maladie (34).
L’'ensemble des symptomes observés au stade de démence est généralement associé a une perte

d’autonomie, conduisant la plupart du temps a une institutionnalisation.

La symptomatologie clinique fait partie intégrante du diagnostic. L'examen des fonctions
cognitives et mnésiques permettra de suggérer la présence d’'une MA chez le patient, et d’apprécier le
stade de gravité. Les progrés des techniques d’imageries et des biomarqueurs réalisés ces derniéres

années permettent également au clinicien d’étayer leurs diagnostics a I'aide de tests paracliniques.
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PARTIE 2 : DIAGNOSTIC DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

Le processus de diagnostic commence par la détermination de la présence et de la gravité des
troubles cognitifs, a travers les informations fournies par une personne connaissant bien la vie

quotidienne du patient et la réalisation d’'un examen clinique.

1) Les tests d’orientation clinique

Des outils d'évaluation clinique rapides, faciles a utiliser et validés par la communauté
scientifique peuvent étre utilisés pour identifier les troubles cognitifs, fonctionnels et psycho-
comportementaux (35). Le Mini-Mental State Examination (MMSE), et le Montreal Cognitive
Assessment (MoCA) permettent d’évaluer les fonctions cognitives d’un individu. D’autres tests tels que
I'Instrumental Activities of Daily Living (IADL) ou le Functional Activities Questionnaire (FAQ)
permettent d’évaluer les capacités fonctionnelles dans les activités du quotidien. Enfin, le
Neuropsychiatric Inventory Questionnaire (NPI-Q) permet quant a lui de repérer d’éventuels troubles
psycho-comportementaux chez une personne. Toutefois, ces outils sont influencés par de nombreux
facteurs linguistiques, culturels, éducatifs et démographiques, ce qui peut compliquer leur utilisation

et fausser leurs résultats (36).

1)} Développement des techniques d’imageries et des biomarqueurs spécifiques a la MA

a. Le développement des techniques d’imageries et des biomarqueurs remet en cause
la définition de la MA

Pendant des années, le diagnostic de la MA reposait uniquement sur I'impression du clinicien
de la présence d'un trouble neurodégénératif progressif (37). Cependant, le progres des technologies
d’imagerie et le développement de différents biomarqueurs spécifiques de la MA permettent
désormais un diagnostic plus objectif. Deux principaux groupes ont ainsi créé des lignes directrices
pour le diagnostic de MA : le National Institute on Aging—Alzheimer’s Association (NIA-AA) et
IInternational Working Group (IWG) (38,39). Le groupe NIA-AA définit la MA ainsi que les différents
stades de la maladie en se basant uniquement sur la biologie, c'est-a-dire sur la présence d’une
pathologie amyloide et/ou Tau mise en évidence par imagerie cérébrale ou par la positivité de
biomarqueurs. Cette définition a été initialement formulée a des fins de recherche, et a entrainé de
nombreuses difficultés quant a son utilisation dans la pratique clinique. Par exemple, des personnes
ne souffrant pas de troubles cognitifs peuvent présenter des biomarqueurs de pathologie amyloide et
Tau, et ne jamais développer de manifestations cliniques au cours de leur vie. Le groupe IWG estime
donc quant a lui qu’une personne n'est pas atteinte de la MA tant qu'elle ne présente pas de

symptomes cliniques associés a la présence de biomarqueurs anormaux. Ce groupe de travail
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considere les personnes sans troubles cognitifs présentant des biomarqueurs positifs comme « a

risque d'évolution vers la MA » et non comme des « malades en phase pré-clinique ».

Le développement des techniques d’imagerie et des biomarqueurs spécifiques a la MA
représentent une innovation majeure dans le parcours de soins cliniques des patients, en favorisant le

dépistage, le diagnostic et la stadification de la maladie.

b. Les différentes techniques d’imagerie
i. IRM et TEP-FDG

L'IRM et le TEP-FDG (Tomographie par Emission de Positon au Fluorodésoxyglucose) ont été
les premiéres technologies d'imagerie utilisées pour évaluer les patients atteints de troubles cognitifs.
L'IRM structurelle est largement utilisée dans le diagnostic initial de la MA. Elle permet d’exclure
d'autres causes de troubles cognitifs mais également d'évaluer I'atrophie cérébrale engendrée par la
pathologie, une perte de volume plus importante étant corrélée avec I'avancée des troubles cognitifs

(40) (Figure 4).

La TEP-FDG permet de mettre en évidence I’hypométabolisme temporo-pariétal et
hippocampique qui précéde la perte de volume et qui est trés caractéristique de la MA (41) (Figure 4).
Le degré et I'étendue régionale de I'hypométabolisme mesuré par la TEP-FDG sont également en

corrélation avec la gravité globale de la déficience cognitive.

ii. TEP SCAN

Depuis quelques années, des ligands TEP spécifiques des protéinopathies qui définissent la MA
ont été mis au point, et il est désormais possible d’identifier la présence des pathologies amyloides et

Tau chez les personnes vivantes (Figure 4).

La premiére démonstration réussie chez 'homme d’un ligand TEP marquant spécifiquement
les plaques B-amyloide (AB-TEP) a eu lieu en 2004 et utilisait le composé B de Pittsburgh (42). Depuis,
trois traceurs, le 18 F-florbetapir, le 18 F-flutemetamol et le 18 F-florbetaben, ont regu I'approbation
des autorités de santé et sont disponibles sur le marché (43). L'imagerie AB-TEP quantitative permet
de fournir des preuves de I'étendue et de la localisation des dépdts amyloides. Chez les personnes
atteintes de déficience cognitive légere, celles qui présentent un taux élevé d’AB par TEP ont un risque
2,6 fois plus élevé de progression vers la démence (44). Cependant les études AB-TEP longitudinales
montrent qu’il existe un délai de 10 a 20 ans entre le début de I'accumulation d’AB dans le cerveau et
I'apparition de troubles cognitifs symptomatiques (45). Environ 20 % des personnes dgées de 65 ans

et prés de 60 % des personnes agées de 85 ans présentent un taux élevé d’Ap dans le cerveau mais ne
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présentent pas d’atteintes sur le plan cognitif (46). Ni le moment de I'apparition d’'une TEP-amyloide

anormale ni sa distribution topographique ne sont étroitement liés aux symptomes.

Environ dix ans plus tard, le premier ligand TEP de la protéine Tau chez ’'homme, le Flortaucipir
F18, a été mis au point (47). Le Flortaucipir F18 a été récemment approuvé aux Etats-Unis pour
I'imagerie de la pathologie Tau chez les personnes atteintes de troubles cognitifs qui font I'objet d’'une
évaluation de la MA. Des traceurs de deuxieme génération présentant un meilleur rapport signal-bruit
ainsi qu’une liaison non spécifigue moins importante sont également disponibles a des fins de
recherche (48). Ces traceurs permettent de mettre en évidence la propagation spatiale de la pathologie
Tau in vivo, qui est en étroite corrélation avec les résultats cognitifs et fonctionnels a tous les stades
cliniques de la MA (35). Les anomalies de la TEP-Tau sont hautement prédictives d’un déclin cognitif

ultérieur chez les individus asymptomatiques et symptomatiques.

Figure 4 : Imageries cérébrales comparative entre un patient sain et un patient atteint de maladie
d’Alzheimer. Le diagnostic de la MA repose sur différentes techniques d’imagerie telles que (a) I'IRM
structurelle, (b) la TEP-FDG, (c) la TEP-amyloide, et (d) la TEP-Tau (49).

Des TEP reflétant d'autres composantes de la physiopathologie liée a la MA, telles que le
dysfonctionnement synaptique (TEP de la glycoprotéine 2A des vésicules synaptiques (SV2A)) et
I'inflammation (TEP de la protéine translocatrice (TSPO) et TEP de la monoamine oxydase B (MAO-B))

font leur apparition, mais ne sont pas encore préts pour une mise en ceuvre clinique.

Malheureusement, la disponibilité limitée des scanners TEP, des centres de fabrication de
radioligands et des équipes de médecine nucléaire, ainsi que le colt élevé de ces technologies, sont

autant de facteurs qui limitent son utilisation globale dans la pratique clinique de routine (50).
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c. Les biomarqueurs du LCR

Au début du XXle siecle, certains biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien (LCR) ont été
reconnus comme étant spécifiques de la MA. Le dosage de I'amyloide B-42 (ABi.42), de la protéine Tau
totale, et de la protéine Tau phosphorylée dans le LCR des patients sont désormais des techniques
reconnues pour le diagnostic de la MA (51). Pour autant, leurs utilisations ne sont pas encore
systématiques dans la pratique. Actuellement le dosage dans le LCR de ces biomarqueurs est surtout

réalisé en cas de doute diagnostique, en particulier chez les patients jeunes.

Les biomarqueurs de I'AB semblent devenir anormaux peu de temps avant que la TEP amyloide
ne le devienne (Figure 5). La séquestration de I'AB dans le parenchyme cérébral entraine une
diminution de son taux dans le LCR des personnes atteintes de MA symptomatique, quel que soit le
stade de la maladie. Cependant, il existe une variabilité interindividuelle des taux d' AB1.4> dans le LCR
et la normalisation a l'aide des taux de Tau phosphorylée dans le LCR a montré une meilleure

performance diagnostique par rapport a I'AB1.42 seul (52).

La détection de protéine Tau phosphorylée sur le résidu Thréonine en position 181 (p-Taul81)
dans le LCR est considéré comme un biomarqueur spécifique de la pathologie Tau, tandis que celle de
Tau total (t-Tau) est considéré comme un marqueur général de la neurodégénérescence (43). La p-
Taul81 et la t-Tau sont toutes deux typiqguement augmentées au stade de déficience cognitive légére
et de démence (53). De plus, I'élévation de la protéine Tau phosphorylée dans le LCR peut refléter des
stades plus précoces de la tauopathie que la TEP au 18F-flortaucipir. Enfin, la p-Taul81 augmente de
facon marquée dans la MA, mais pas dans la plupart des autres maladies neurodégénératives. La
protéine Tau phosphorylée sur le résidu Thréonine en position 217 (p-Tau217) a également
récemment été proposée comme une alternative plus sensible a la p-Taul81, mais n’est pas encore

disponible en clinique (54).

D’autres nouveaux biomarqueurs du LCR ont également été proposés dans un cadre
diagnostique de la MA. Le dosage dans le LCR de la chaine légére des neurofilaments, un composant
majeur du cytosquelette des axones relargué lors de dommages neuronaux, représente notamment
un biomarqueur de neurodégénérescence dans diverses pathologies (55). La présence dans le LCR de
la neurogranine, de la protéine 25 associée au synaptosome (SNAP25) et de la synaptotagmine 1 (SYT1)

sont quant a elles des marqueurs de dysfonctionnement synaptique (56).

La ponction lombaire nécessaire au prélevement de LCR chez les patients reste cependant un
geste invasif, et soumis a plusieurs contre-indications, ce qui complique I'obtention d’échantillons dans

la pratique.
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d. Les biomarqueurs plasmatiques

Etant donné le colit et le manque de disponibilité des TEP, et le coté invasif du prélévement

céphalo-rachidien, de nombreux travaux cherchent a développer des biomarqueurs sanguins de la MA.

Les mesures de I’AB1.40/1-42 dans le plasma sont tres bien corrélées avec I’AB1.40/1-42 dans le LCR
et avec la TEP amyloide (57). Un test plasmatique ABi.40/1-42 basé sur la spectrométrie de masse a par
exemple atteint une précision de 0,81 pour prédire la charge amyloide dans le cerveau et a récemment

recu la certification Clinical Laboratory Improvement Amendments (58).

Outre I'AB, les protéines Tau phosphorylées p-Taul81, p-Tau217 et p-Tau231 plasmatiques
apparaissent comme des biomarqueurs précis, spécifiques et accessibles pour diagnostiquer la MA
(59). Les concentrations plasmatiques de Tau phosphorylées permettent de différencier les patients
atteints de MA de ceux atteints d’autres maladies neurodégénératives. Elles sont en corrélation avec

la TEP Tau, et permettent également de prédire la progression clinique.

A I'avenir, des biomarqueurs sanguins pourraient également é&tre développés dans d'autres
contextes d'utilisation tels que la prédiction du risque de maladie, le suivi de la progression de la

maladie et la surveillance de la réponse au traitement.

AB dans le LCR
=== TEP-amyloide
Tau dans le LCR
e TEP-Tau
wws |IRM et TEP-FDG

wees Déclin cognitif

Anomalie de I'imagerie et biomarqueurs

. Phase de déficience :
Phase asymptomatique oo Phase de démence
cognitive légére

Figure 5 : Evolution de I'imagerie et des biomarqueurs dans la progression de la maladie d’Alzheimer.
La pathologie amyloide est la premiére a pouvoir étre détectée par le dosage de I’AB dans le LCR puis
par la visualisation des plaques amyloides par TEP-amyloide. Avec I'avancée dans la maladie, on note
I"apparition de marqueurs anormaux de Tau dans le LCR puis I'observation d’une accumulation de Tau
dans le cerveau par TEP-Tau. Les imageries par IRM et TEP-FDG sont les derniers marqueurs a devenir
positifs (60).
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L'imagerie par TEP-scan et le dosage dans le LCR ou dans le sang de biomarqueurs permet ainsi
d’étayer le diagnostic clinique de MA. L'utilisation de telles méthodes a notamment été rendue
possible par une meilleure compréhension et une meilleure connaissance de la pathologie amyloide

et de la pathologie Tau, qui représentent les principales caractéristiques neuropathologiques de la MA.
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PARTIE 3 : LA PATHOLOGIE AMYLOIDE

Les agrégats d’Ap issus du catabolisme de la protéine APP (Amyloid Protein Precursor) sont les
principaux constituants des plaques amyloides caractéristiques de la MA. Les études
anatomopathologiques post-mortem, confirmées in vivo par les études plus récentes de neuro-
imagerie, indiquent une évolution spatio-temporelle de I'accumulation de peptides AR dans le cerveau
qui se produit d'abord dans le néocortex, se propage a l'allocortex et au tronc cérébral, pour atteindre

finalement le cervelet (61) (Figure 6).

A.

&

Figure 6 : La pathologie amyloide. A. Microphotographie d’un cerveau atteint de MA montrant une
plaque amyloide (62). B. Progression spatiale de la pathologie amyloide au cours du développement
de la MA (63).

1) Le métabolisme de 'APP

L'APP est une protéine transmembranaire a demi-vie courte subissant un métabolisme
endoprotéolytique dont les trois principaux types de protéases impliqués sont, les a-sécrétases, les B-
sécrétases, et les y-sécrétases. Le trafic intra-cellulaire de I'APP est également un facteur essentiel de
son métabolisme puisqu’il va conditionner la rencontre entre I’APP et les sécrétases (a, B ou y) qui
présentent des localisations subcellulaires différentes. L'APP est d'abord maturé dans le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi, puis transloqué a la surface de la cellule. L'APP peut également

entrer dans la voie lysosomale et subir une dégradation protéolytique (64).

a. Voie non-amyloidogéne
L’APP peut étre métabolisé selon deux voies (Figure 7). Dans la voie non-amyloidogéne (ou
voie a), I’APP est d’abord clivé par I'a-sécrétase entre les résidus 687 et 688, libérant ainsi un fragment
soluble N-terminal sAPPa, et un fragment C-terminal CTFa qui reste ancré a la membrane. Un second
clivage est ensuite réalisé par une y-sécrétase en C-terminal. Le clivage par I'a-sécrétase ayant lieu
dans la séquence B-amyloide, cette voie ne conduit pas a la formation de peptides AB, mais a la

formation d’un fragment p3 non-amyloidogéene.
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b. Voie amyloidogéne

Dans la voie amyloidogéne (ou voie B), 'APP est d’abord clivée par une B-sécrétase entre les
résidus 671 et 672, libérant un fragment soluble N-terminal sAPPB, et un fragment C-terminal CTFp
encore ancré dans la membrane. Un second clivage est ensuite réalisé par une y-sécrétase composée
des Préséniles 1 et 2. Cette voie conduit a la libération de peptides AB, et d'un fragment AICD dans le
cytoplasme. L'action de la y-sécrétase peut générer principalement des peptides AB de 40 acides
aminés appelés ABi4 ainsi que des peptides de 42 acides aminés appelés ABis:. Les APiaz
présenteraient une neurotoxicité par leur capacité a s’agréger sous formes d’oligomeres et a favoriser

la formation des plaques amyloides.

sAPPa APP SAPPR
.
AB
p3
y-sec. ~Y-S€c.
ey TR B i
CTFa
AICD AICD

Figure 7 : Métabolisme endoprotéolytique de I’APP. Dans la voie non-amyloidogene (sur la gauche),
I'a-sécrétase (a-sec) clive I’APP en un fragment soluble sAPPa et un fragment membranaire CTFa, qui
lui-méme sera clivé par la y-sécrétase (y -sec) en un fragment AICD et un fragment p3 non-
amyloidogéne. Dans la voie amyloidogéne (sur la droite), la B-sécrétase (B-sec) clive I'APP en un
fragment soluble sAPPB et un fragment membranaire CTFB, dont le second clivage par la y-sécrétase
est a I'origine de la production de peptides amyloides AB (65).

) Roles physiologiques de I’APP et de ses métabolites

L’APP est principalement exprimé dans les neurones, et en particulier au niveau synaptique. Il
joue un role dans plusieurs processus cellulaires tels que I'adhésion, le remodelage des épines

dendritiques, et la neurotransmission (66).
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L'APP fait partie de la famille des molécules d'adhésion cellulaire qui assurent I'adhésion des
cellules entre elles et a la matrice extracellulaire, et participe ainsi a la régulation de la croissance
neuronale (67). Au cours du développement, I'APP est enrichi dans les cOnes de croissance des axones
et agit en tant que co-récepteur pour les sighaux de guidance axonale. Apres différenciation, I'APP agit
comme une molécule d'adhésion synaptique nécessaire a la structuration des synapses. Les cultures
primaires hippocampiques issues de souris App”~ montrent une diminution significative de la densité

des épines dendritiques par rapport aux neurones témoins de la méme lignée (68).

Plusieurs sous-produits issus du catabolisme de I’APP sont impliqués dans la physiologie
neuronale. Les peptides sAPPa et sAPPB peuvent par exemple moduler la transmission synaptique
basale et la plasticité synaptique (69). Des expériences menées sur des tranches de cerveaux de souris
App” montrent que I’exposition aux peptides sAPPa est suffisante pour restaurer les défauts de

densité des épines dendritiques et de potentialisation a long terme (LTP) (70).

Les peptides AP sont des neuropeptides hautement conservés chez les vertébrés, ce qui
suggere leur implication dans d’importantes fonctions physiologiques (71). Les monomeres d'AB
permettent notamment le maintien de la signalisation intracellulaire essentielle a la neurotransmission
et au trafic des vésicules synaptiques. Les monomeéres d’AB peuvent également initier des voies
médiées par la transcription du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), connu pour étre impliqué

dans la neurogeneése hippocampique et la plasticité synaptique (72).

) Les mutations des génes APP et PSEN sont responsables de forme précoces de MA

Les mutations du géne APP, et des Présénilines (PSEN1 et PSENZ2), sont a l'origine du
développement des formes monogéniques précoces de la MA. Ces formes représentent environ 1 %
des cas de MA, et sont exclusivement causées par des mutations de ces trois génes, transmises selon
un mode autosomique dominant (73). Les personnes porteuses voient apparaitre des troubles cognitifs
a un age tres précoce : I'age typique d'apparition de la démence est de 35 a 55 ans pour les mutations
de PSEN1, de 45 a 65 ans pour les mutations de PSEN2 et de 45 a 60 ans pour les mutations du gene
APP (74). La durée des symptomes avant le décés est d'environ 10 ans pour I'ensemble de ces

mutations.

a. Les mutations du géne APP

Le géne APP se situe sur le chromosome 21, et les personnes atteintes de trisomie 21
développent des signes neuropathologiques et cliniques de la MA de maniére précoce, en raison de la

copie supplémentaire de I'APP qui entraine une surproduction d'AB tout au long de la vie (75). Dans
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de rares cas de duplications partielles du chromosome 21, les personnes ne développent la MA que si

la région transloquée contient le gene APP (76).

La plupart des mutations du gene APP a l'origine des formes monogéniques de MA se
concentre autour des sites protéolytiques des B- et y-sécrétases, et conduisent a une augmentation de

la sécrétion d'AB ou des changements dans le ratio AB1.40/1-42.

Les mutations pathogénes au niveau du site de clivage de la B-sécrétase de I'APP vont faciliter
le clivage de celui-ci. Par exemple, la mutation Swedish (K595N/M596L), localisée dans I'exon 16 du
géne, conduit a une surproduction d'AB d'environ 3 fois (77). A l'inverse, la mutation Icelandic (A673T)
du gene APP diminue le risque de développer la MA, en conférant une plus faible affinité de la B-

sécrétase pour I’APP et en réduisant la production de peptides AB d'environ 40 % in vitro (78).

D’autres mutations de I’APP, comme la mutation Indiana (V717F), sont situées au niveau du
site de clivage de la y -sécrétase, et favorisent la production d'espéces ABi.a2 par rapport aux ABi-ao

(79).

b. Les mutations des génes PSEN1 et PSEN2

Les génes PSEN1 et PSEN2 codent les sous-unités catalytiques du complexe y-sécrétase. La
plupart des mutations a I'origine des formes monogéniques précoces de la MA sont causées par des
mutations du gene PSEN1, et plus de 200 mutations ont pu étre répertoriées (80). Les mutations de
PSEN2 sont plus rares, avec moins de 40 mutations actuellement identifiées. Ces mutations perturbent
I'activité protéolytique de la y-sécrétase, et vont favoriser la production d’ABi.42, augmentant ainsi les

niveaux relatifs des especes plus longues et plus toxiques de peptides amyloides (81).

L'identification des mutations des genes APP, PSEN1, et PSEN2 a l|'origine des formes
monogéniques précoces de MA a conduit a la conceptualisation de I'hypothese de la cascade amyloide,
selon laquelle les dépots extracellulaires d'A seraient a I’origine de I'agrégation intracellulaire de Tau,

qui elle-méme conduit au dysfonctionnement synaptique et a I'apparition des troubles cognitifs (82).

\Y)] Implication du métabolisme de I’APP dans les formes communes de MA

Pour autant, les formes monogéniques précoces ne représentent qu’une tres faible minorité
des cas de MA. Dans environ 99% des cas, les patients sont atteints par la forme multifactorielle
tardive, dont I'origine complexe résulte d’'un ensemble de facteurs de risques environnementaux et

génétiques.
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a. Le facteur de risque génétique APOE4

L'allele €4 de l'apolipoprotéine E (APOE) représente le plus important facteur de risque
génétiques des formes communes de MA, et les porteurs de I'allele APOE €4 présentent des dépots
d'AB a un age plus précoce que les non-porteurs (83). Bien que les causes moléculaires expliquant
I'effet des isoformes de I'APOE sur les voies amyloidogénes ne soient pas encore complétement
élucidées, des études indiquent que I'APOE jouerait un réle dans la clairance des peptides AB en
facilitant son transport et son élimination a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) (84).
D’autres études suggérent que I'APOE €4 pourrait faciliter la formation de fibrilles toxiques en

accélérant la nucléation des peptides AB ou en influengant directement I'activité de la y-sécrétase (85).

b. Les autres facteurs de risques génétiques modulant le métabolisme de I'APP

Les études d’association pangénomiques ont permis d’identifier plusieurs autres facteurs de
risques génétiques des formes communes de MA, et un certain nombre de ces génes est également
impliqué dans la régulation de la production des peptides AB (86). Les mutations des génes ADAM10
et ADAM17 qui codent les différentes a-sécrétases impliquées dans métabolisme de I’APP sont
associées a un risque augmenté de développer une forme tardive de MA. D’autres génes a risque tels
que CLU et SORL1 régulent le trafic intra-cellulaire de I'APP, tandis que PICALM et BIN1 seraient

impliquées dans la dégradation de ce dernier (87).

V) Mécanismes de toxicité des peptides amyloides issus du métabolisme de I’APP

a. Accumulation de formes neurotoxiques des peptides AB

Les formes communes de MA seraient ainsi causées par une accumulation extraneuronale de
peptides AP, elle-méme due a un déséquilibre entre la production neuronale et la clairance

extracellulaire de ces peptides (88).

i. Clairance des peptides A

En raison de la synthése continue de I’APP et donc de la sécrétion continue d’AB, de faibles
réductions de la clairance suffisent a provoquer leur accumulation (89). La clairance de I'AB dépend en
partie de I'écoulement du LCR a travers la BHE, et du systéme glia-lymphatique (glymphatique) (90).
Les APB solubles peuvent étre transportés a travers les cellules endothéliales cérébrales de la BHE et
éliminés dans la circulation sanguine systémique. Le systeme glymphatique a également été proposé
comme systéme d'échange entre le LCR et les fluides interstitiels en I'absence d'acces lymphatique
direct au cerveau. Ce systeme facilite I'évacuation des fluides cérébraux et des déchets pendant le

sommeil grace a des canaux périvasculaires soutenus par la glie.
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ii. Accumulation et agrégation des peptides AB

Les peptides AP peuvent adopter un grand nombre de conformations (91). Apres avoir été
générés sous forme de monomeéres solubles, les peptides AB peuvent se retrouver dans plusieurs états
d'agrégation intermédiaires différents, sous formes de diméres et de triméres, puis d’oligomeéres
solubles et de protofibrilles, jusqu'a ce qu'ils forment des fibrilles qui s'accumulent en plaques
amyloides caractéristiques de la MA (Figure 8). Ces espéeces existent dans un état ol une forme peut
se convertir en une autre de maniére bidirectionnelle. Elles sont caractérisées par la taille des agrégats,

leurs états de conformation et leurs solubilités.

Les monomeres ABi140 et AP142 restent principalement dans une conformation en hélice a.
L'AB1.a; étant moins soluble que I'ABi4o, il est plus susceptible de former des agrégats. Les
modifications post-traductionnelles comme des phénomenes de glycation des peptides AR accélerent

également leur agrégation et leur insolubilité (92).

Les oligomeéres AR sont hétérogenes en taille et en structure, et sont les plus toxiques parmi
les différentes structures (93). Les peptides AB peuvent initialement s'arranger en trimeres et
s'assembler ensuite pour former des hexameres puis des dodécameres. Des études suggerent que ces
oligomeres peuvent perturber la structure de la membrane cellulaire et se lier a différents récepteurs
a la surface cellulaire. Ils peuvent également inhiber les mécanismes de la plasticité synaptique tels
que la LTP et la dépression a long terme (LTD), et entrainer une diminution de la densité des épines

dendritiques (94).

Agrégation du peptide amyloide

Monomeres Oligomeéres solubles

£ 5 B
‘) ' ] ey \I,
X 2

Toxicité

Figure 8 : Représentation schématique de I’agrégation des peptides amyloide. Les monomeres d’AB
s’assemblent entre eux sous forme d’oligomeéres solubles (dimeres, trimeres, dodécameres, et
protofibrilles), puis sous forme de fibrilles insolubles et de plaques amyloides. Les oligomeres solubles
de petites tailles représenteraient les especes les plus neurotoxiques (95).
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Les fibrilles sont des structures insolubles dans lesquelles les peptides AB s'assemblent en
feuillets B avec des brins orientés perpendiculairement a I'axe long de la fibrille et stabilisés par des
liaisons hydrogéne (96). L'élongation de ces fibrilles a lieu par l'inclusion de monoméres a I'extrémité
de celles-ci (97). On sait que les dépots fibrillaires insolubles dans le systeme vasculaire provoquent
des perturbations physiques qui entravent la circulation sanguine et peuvent entrainer des
hémorragies, mais les roles complexes des dépots parenchymateux (i.e. les plaques amyloides) sont
moins bien définis (98). Les dépots d'AB fibrillaires sont observés dans les régions ol la densité des
épines dendritiques est réduite, et dans les zones de perte neuronale, et pourraient servir de réservoirs

insolubles aux oligomeéres toxiques (99).

b. Régulation de la pathologie amyloide par les cellules microgliales et astrocytaires

Dans les cerveaux des personnes atteintes de MA, les plaques amyloides sont entourées par
des cellules microgliales et astrocytaires, créant ainsi une barriére physique qui pourrait empécher leur

propagation et limiter leur toxicité (100).

Les cellules microgliales contribuent a I'élimination des peptides AB par un mécanisme de
phagocytose médiée par les récepteurs de surface (101). Les peptides amyloides peuvent également
interagir avec les récepteurs des cellules microgliales, et stimuler la libération de cytokines pro-
inflammatoires favorisant ainsi la neuroinflammation. Les études d’association pangénomiques ont
identifié un certain nombre de genes a risque pour la MA principalement exprimés dans la microglie
(86). Par exemple, les variants de TREM2 réduisent les capacités de phagocytose des peptides A par

les cellules microgliales et augmentent le risque d'apparition de la MA (102).

Parallelement a I'activation de la microglie, des astrocytes réactifs hypertrophiques peuvent
entourer les plagues amyloides (103). Dans la MA, les astrocytes libérent diverses molécules pro-
inflammatoires apres avoir été exposés aux peptides AB et finissent donc par amplifier la réponse
neuroinflammatoire. Des études anatomopathologiques menées sur des cerveaux atteints de MA
signalent la présence d'inclusions cytoplasmiques d'AB non fibrillaires dans les astrocytes, traduisant

une phagocytose des dép6ts extracellulaires d'AB (104).

Vi) Les thérapeutiques anti-amyloides

Ces différents éléments soutenant I’hypothése de la cascade amyloide ont ainsi orienté le
développement d’agents thérapeutiques capables de diminuer la production d'AB (inhibiteurs de

sécrétases) ou d’en augmenter la clairance (immunothérapies).
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a. Inhibiteurs de la y-sécrétase et de la B-sécrétase

Plusieurs inhibiteurs de la y-sécrétase et de la B-sécrétase ont été développés (105). Les études
ont montré que ces molécules étaient capables d’inhiber la production de monomeres AB in vitro, et
gu'ils diminuent de maniére dose-dépendante les concentrations d'Ap dans le plasma et le LCR, tant
chez I'animal que chez I'homme. Le sémagacestat, un inhibiteur de la y-sécrétase, et le verubecestat,
un inhibiteur de B-sécrétase, ont été testés chez I'homme. Les essais ont cependant été interrompus
prématurément en raison d’une altération des fonctions cognitives observée au cours des trois
premiers mois de traitement, suggérant une importante interaction entre ces molécules et d’autres

substrats importants des sécrétases (106).

b. Anticorps monoclonaux anti-Ap

Les immunothérapies par anticorps monoclonaux anti-AB restent les stratégies les plus
prometteuses testées a ce jour chez les patients atteints de la MA. Parmi ces anticorps, I'aducanumab
a été le premier a recevoir I'approbation de la Food and Drug Administration (FDA), suivi par le

lecanemab (107,108).

Deux essais cliniques jumelés de phase lll, ENGAGE et EMERGE, ont été concus pour évaluer
I'efficacité et Il'innocuité de I'aducanumab chez des patients atteints de déficience cognitive légere
(109). Dans I'essai ENGAGE, I'aducanumab n'a montré aucune différence avec le placebo en ce qui
concerne les paramétres cognitifs (110). Pour autant, I'essai EMERGE a montré que les patients traités
par une dose élevée d'aducanumab pendant 78 semaines, présentaient une réduction du déclin

cognitif de 22% par rapport a ceux traités par un placebo.

L'approbation accélérée de l'aducanumab par la FDA a eu lieu dans le contexte de la
publication de données d'essais sur deux autres anticorps anti-AB, le lecanemab et le donanemab. Le
lecanemab a fait I'objet d'un essai de phase Il CLARITY AD, qui, a 18 mois, a montré une différence
favorable par rapport au placebo, avec une diminution de 27 % du déclin cognitif (108). De méme,
I'étude de phase 3 TRAILBLAZER-ALZ 2 a fait état d'un ralentissement du déclin cognitif et fonctionnel
chez les participants atteints de MA traités par le donanemab (111). Méme si I'ampleur de I'effet reste
limité, il doit étre gardé a I’esprit qu’il a été obtenu dans une population cliniquement symptomatique
dans laquelle les individus avaient probablement été exposés a I'AB pendant une période prolongée
(112). Des essais cliniques avec des médicaments similaires sont en cours chez des personnes
asymptomatiques a risque de développer la MA, mais les résultats ne seront pas disponibles avant

quelques années.

Il est cependant important de noter que ces thérapeutiques anti-amyloides suscitent

d’importantes inquiétudes en matiére de sécurité. Les principaux effets indésirables observés lors des
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essais cliniques des différents agents anti-amyloides étaient I'inflammation vasculaire et
I'affaiblissement des vaisseaux sanguins cérébraux, entrainant la formation d'cedémes et d'hémorragie
intra-cérébrale. Trois déces dus au développement d’hémorragies ont notamment été signalés chez
des patients traités par lecanemab. La FDA recommande par conséquent une surveillance étroite et la

réalisation réguliére d’IRM chez les patients recevant ces traitements.

Les anticorps monoclonaux anti-amyloide représentent une avancée importante dans le
traitement de la MA, mais le risque d’apparitions de graves effets secondaires, ainsi que I'efficacité
limitée des traitements actuels, montrent la nécessité de continuer a explorer d’autres pistes
thérapeutiques. La pathologie Tau représente I'autre caractéristique neuropathologique majeure de
la MA, et une meilleure compréhension des mécanismes impliquant I'apparition des dégénérescences

neurofibrillaires pourraient permettre de proposer d’autres cibles thérapeutiques.
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PARTIE 4 : LA PATHOLOGIE TAU

L'un des principaux arguments justifiant I'importance de I'implication de protéine Tau dans les
mécanismes étiologiques de la MA provient des analyses neuropathologiques de cerveaux post-
mortem, ol le nombre et la distribution spatiale des dégénérescences neurofibrillaires (DNF) étaient

assez bien corrélés avec la gravité de la maladie sur le plan clinique (Figure 9).

Figure 9: La pathologie Tau. A. Microphotographie d’un cerveau atteint de MA montrant des
dégénérescences neurofibrillaires (62). B. Progression spatiale de la pathologie Tau au cours du
développement de la MA (63).

1) Epissage alternatif et mutations du géne MAPT

La protéine Tau est composée de quatre domaines fonctionnels, a savoir le domaine de
projection N-terminal, les régions riches en proline (prolin rich domain ou PRD), le domaine de liaison
aux microtubules (microtubule-binding of Tau region ou MTBR) et le domaine C-terminal (113). La
protéine Tau humaine est codée par le géne MAPT situé sur le chromosome 17, qui comprend 16
exons. En raison de |'épissage alternatif des exons 2, 3 et 10, six isoformes de Tau variant de 352 a 441
résidus, contenant deux (2N), un (1N) ou zéro (ON) inserts N-terminaux et quatre (4R) ou trois (3R)
domaines MTBR sont exprimées dans le cerveau humain adulte (Figure 10). Dans le cerveau humain
adulte normal, les isoformes Tau 3R et 4R sont maintenues dans un rapport 1:1. La protéine Tau 4R a
une plus grande affinité de liaison avec les microtubules et son expression est accrue dans les régions

du cerveau présentant des dégénérescences neurofibrillaires (DNF) (114).

Les mutations du gene MAPT provoquent des tauopathies telles que des démences
frontotemporales, mais pas de forme monogénique de la MA (115). Les récentes études d’association
pangénomiques ont tout de méme identifié des variants de MAPT associés a un risque augmenté de

développer les formes communes de MA (86).
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Figure 10 : Epissage alternatif du gene MAPT et différentes isoformes de Tau. Les exons 2,3, et 10 du
géne MAPT subissent un épissage alternatif qui peut conduire a la production de six isoformes de la
protéine Tau. Ces isoformes sont porteuses de deux (2N), un (1N) ou zéro (ON) inserts N-terminaux et
quatre (4R) ou trois (3R) domaines de liaison aux microtubules (116).

) Roles physiologiques de Tau

La fonction premiére de Tau est de favoriser la polymérisation et la stabilisation des
microtubules dans les parties distales des axones (117). Le réseau de microtubules est responsable du
maintien de [I'architecture neuronale, et des systémes de transport axonal qui assurent
I'acheminement des constituants cellulaires tels que les organites et les molécules de signalisation vers
les synapses. La suppression du gene codant Tau n'induit cependant pas de probléme majeur dans le
transport axonal, ce qui suggére que d'autres protéines associées a la liaison ou a la régulation des

microtubules, telles que MAP1 et MAP2, pourrait compenser le role de la protéine Tau (118).

Des études récentes montrent que la protéine Tau est également présente dans les dendrites
et les compartiments postsynaptiques, ou elle jouerait un role dans la régulation de la plasticité
synaptique (119). La suppression de la protéine Tau dans divers modeéles de souris montre en effet des

déficits dans la LTP ou la LTD (120).

D’autres réles physiologiques supplémentaires de la protéine Tau sont actuellement a I'étude,
notamment ses réles dans la modulation de la signalisation de l'insuline, la régulation de la

myélinisation, et la protection de I'ADN contre les dommages induits par la peroxydation (121).
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) Modifications post-traductionnelles de Tau et implication dans la MA

Les différentes fonctions de la protéine Tau sont régulées par des modifications post-
traductionnelles, notamment la phosphorylation, I'acétylation, I'ubiquitination, la glycosylation et le

clivage protéolytique.

a. Phosphorylation de Tau

La phosphorylation de la protéine Tau est un processus physiologique qui permet le maintien
de l'intégrité des microtubules, et est nécessaire a la régulation du transport axonal (122). Cette
phosphorylation physiologique se produit également dans le contexte d'autres processus biologiques
tels que le développement neuronal ou I'hibernation (123). Cependant, au cours de I'évolution de la
MA, la phosphorylation normale de Tau augmente, et s’étend a d’autres sites. L’hyperphosphorylation
conduit a une auto-agrégation de la protéine Tau sous formes de filaments hélicoidaux appariés
(paired helical filaments ou PHF), qui constituent une des principales caractéristiques de la MA. Par
rapport aux individus sains, les cerveaux des patients atteints de la MA possedent une quantité

multipliée par 4 de protéines Tau hyperphosphorylées (124).

La protéine Tau peut étre modifiée par phosphorylation au niveau de multiples résidus de
thréonine (Thr, T), de sérine (Ser, S) et de tyrosine (Tyr, Y). L'isoforme la plus longue de Tau comprend
guatre-vingt-cing sites possibles de phosphorylation potentiels (45 Ser, 35 Thr et 5 Tyr) (125). L'ajout
d'un groupe phosphate confére une charge négative a la protéine, et le regroupement des sites de
phosphorylation induit d'importants effets de charges qui peuvent modifier les interactions

moléculaires et la conformation de la protéine Tau (126).

La phosphorylation de la protéine Tau reste néanmoins un phénoméne complexe impliquant
de multiples sites possibles de phosphorylation. Des études récentes ont par exemple montré qu’un
grand nombre des sites de phosphorylation des agrégats de protéine Tau provenant de cerveaux de
personnes atteintes de la MA sont également présents au niveau de la protéine Tau soluble
fonctionnelle (127). La phosphorylation de Tau sur certains résidus retrouvés comme augmentée dans
la MA, peut également avoir des fonctions physiologiques. Par exemple, la phosphorylation de la T18

favorise le trafic axonal normal (128).

Les principaux épitopes phosphorylés spécifiquement associées a la MA sont : pThr231 et
pSer202/Thr205, suivis de pSer396/pSer404, pThrl81, et pThr217 (Figure 11). lls peuvent

respectivement étre mis en évidence par les anticorps RZ3, AT8, PHF1, AT270, et phosphoT217 (129).

L'hyperphosphorylation de la protéine Tau dans les cerveaux atteints de la MA peut résulter

d'une augmentation de la phosphorylation par les kinases et/ou d'une diminution de la
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déphosphorylation par les phosphatases (130). La phosphorylation de la protéine Tau est régulée par
plusieurs types de protéines kinases : des Ser/Thr kinases (telles que CDK5, GSK3B, MAPK, PKA, PKC,
ou AKT) et des tyrosines kinases (telles que FYN et SRC). La protéine Tau est déphosphorylée par la
protéine phosphatase 1 (PP1), PP2A, PP2B et PP5, la PP2A étant responsable d'environ 70 % de toutes

les activités de déphosphorylation de la protéine Tau dans le cerveau humain (131).
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Figure 11: Principaux épitopes de phosphorylation de Tau spécifiques de la MA. Les sites de
phosphorylation Thr181, Ser202/Thr205, Thr217, et Thr231 se situent dans le domaine riche en proline
(Prolin Rich Domain) de la protéine Tau. Le site de phosphorylation Ser396/Ser404 se situe quant a lui
dans le domaine C-terminal de la protéine. Tous ces sites de phosphorylation sont spécifiqguement
associés a la MA (132).

b. Modifications post-traductionnelle des résidus lysines de Tau : acétylation et
ubiquitination

Au cours du développement de la MA, des sites d'acétylation et d'ubiquitination deviennent
également apparents au niveau des résidus Lysine (Lys) (133) (Figure 12). Quarante-quatre résidus Lys
peuvent étre potentiellement modifiés par acétylation ou ubiquitination dans I'isoforme 2N4R de la
protéine Tau. La protéine Tau peut étre acétylée par les histones acétyltransférases et désacétylée par
SIRT1. Des niveaux accrus de Tau acétylée ont été observés dans le cerveau de patients atteints de la
MA a différents stades de la maladie (134). L’acétylation de la protéine Tau bloque sa dégradation,

empéche sa liaison aux microtubules et favorise son agrégation (135).

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle tres polyvalente qui régule la
dégradation des protéines dans le cadre du systéme ubiquitine-protéasome. Une accumulation de
protéines Tau conjuguées a l'ubiquitine a été identifiée au sein des PHF des cerveaux des patients
atteints de MA (136). De plus, I’altération de I'activité des protéasomes induite par la liaison des PHF

a ces derniers renforce I'accumulation de Tau ubiquitinée dans le cerveau (137).

c. Glycosylation de Tau
Des phénomeénes de N- et O- glycosylation ont également été identifiés dans la protéine Tau

(Figure 12). La N-glycosylation a été détectée dans les PHF de cerveaux de personnes atteintes de la
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MA, mais pas dans des cerveaux sains (138). Plusieurs études suggerent que la protéine Tau N-
glycosylée est sujette a la phosphorylation, mais présente une agrégation réduite (139). La O-
glycosylation se produit sur les résidus Ser ou Thr et peut entrer en compétition avec la
phosphorylation (140). Une diminution des niveaux de Tau O-glcNAcylée a été observée dans le
cerveau des personnes atteintes de MA et est inversement corrélée a la phosphorylation de la protéine

Tau sur plusieurs sites (141).
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Figure 12 : lllustration des principales modifications post-traductionnelles de la protéine Tau. Les
barres de couleur indiquent les sites approximatifs des principales modifications post-traductionnelles
de la plus longue isoforme de Tau (2N4R) (142).

d. Clivage protéolytique de Tau

Le clivage protéolytique de la protéine Tau peut conduire a plusieurs especes de Tau
tronquées. Les protéases impliquées comprennent les caspases, les calpaines et I'asparagine
endopeptidase (AEP). Au moins trois sites spécifiques de clivage de la protéine Tau (N368, E391 et
D421) ont été reconnus comme associés a la progression de la MA (143). La Tau tronquée se dissocie

des microtubules et favorise son auto-agrégation (144).

Les caspases 2, 3 et 6 peuvent cliver la protéine Tau en Tau-314, Tau-421 et Tau-402. Une
augmentation du niveau de ces especes de Tau tronquée a été décrite dans les cerveaux atteints de
MA, associée aux dégénérescences neurofibrillaires (145). Les calpaines 1 et 2 sont des protéases
dépendantes du calcium qui sont abondamment exprimées dans le systéeme nerveux central, et une
activité accrue des calpaines a été identifiée dans des échantillons de cerveaux porteurs de MA (146).
L'AEP, également connue sous le nom de &-sécrétase, est une protéase a cystéine spécifique de
I'asparagine. L'isoforme tronquée de la protéine Tau générée par le clivage de I'AEP présente une

altération de I'assemblage des microtubules et une propension accrue a former des PHF in vitro (147).
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1Iv) Mécanismes de pathogénicité de Tau

a. Agrégation de Tau

La pathologie Tau dans le cadre de la MA est provoquée par I'accumulation d'agrégats de Tau.
La protéine Tau monomeérique est trés soluble et désordonnée sur le plan biochimique lorsqu’elle est
dépourvue d'une structure secondaire bien définie (148). Dans certaines conditions, la protéine Tau
monomérique peut s'agréger en oligomeres, en fibrilles, en filaments et finalement en
dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Les DNF sont des agrégats fibrillaires intraneuronaux
contenant des PHF de protéines Tau hyperphosphorylées (149). Le nombre de DNF est positivement

associé a la sévérité de la démence chez les patients atteints de MA.

L'agrégation de la protéine Tau peut étre favorisée par les modifications post-traductionnelles
aberrantes, et dans ce cadre, I'hyperphosphorylation est considérée comme le principal déclencheur
de cette agrégation (150). L'épissage alternatif de I'exon 10 de la protéine Tau et le rapport 4R-Tau/3R-
Tau sont également importants pour prévenir une fibrillation anormale (151). Etant donné que la
protéine Tau se lie aux microtubules par l'intermédiaire de la région MTBR, les isoformes 4R de la
protéine Tau ont une plus grande propension a favoriser |'assemblage des microtubules que les
isoformes 3R de la protéine Tau (113). Le clivage protéolytique influence également I'agrégation de la

protéine Tau, les formes tronquées s’agrégeant plus facilement entre-elles.

b. Propagation de Tau

Lors de l'apparition de la MA, les NFT apparaissent d'abord dans la couche Il du cortex
entorhinal, puis dans les régions anatomiques interconnectées du cerveau, notamment I'hippocampe
et le néocortex (152). La distribution spatio-temporelle de la pathologie Tau est en étroite corrélation

avec le déclin cognitif chez les patients atteints de la MA (Figure 9b).

La propagation de Tau au sein de ces différentes zones du cerveau peut s’expliquer par une
transmission antérograde. Cette hypothése est étayée par le fait que I'accumulation de Tau
phosphorylée dans les neurones est d'abord limitée aux dendrites et au cytoplasme avant d’étre

visualisé dans la région axonale de ces mémes neurones.

De nombreux chercheurs considérent aujourd‘hui que la diffusion des agrégats de Tau
observés dans la MA résulte d'une propagation physique de type prion a travers le mouvement trans-
synaptique de la protéine Tau agrégée. Ce mécanisme de propagation a été proposé pour la premiére
fois en 2009 (153). Depuis lors, plusieurs études ont suggéré que les agrégats de Tau, lorsqu'ils sont
administrés par voie extracellulaire, peuvent engendrer la formation de nouveaux agrégats, qui se

propagent ensuite a d'autres cellules. Des fibrilles de Tau synthétiques ou encore des extraits de
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cerveaux de patients atteints de tauopathie injectés dans le cerveau de souris se sont avérés suffisants

pour induire une propagation pathologique de Tau a des sites éloignés du site d'injection (154).

Une telle propagation physique de la protéine Tau doit comporter au moins quatre étapes : 1)
la libération de Tau cytoplasmique a partir d'un neurone donneur ; 2) l'agrégation de Tau avant ou
apres sa libération ; 3) I'absorption dans certains neurones receveurs et 4) l'induction de I'agrégation

de Tau cytoplasmique a l'intérieur des neurones receveurs (106).

Dans des conditions normales, la plupart des protéines Tau sont sécrétées sous une forme
libre et monomérique, et leur libération peut étre médiée par des vésicules telles que les exosomes.
Les niveaux de Tau associés aux exosomes sont cependant plus élevés dans le LCR et le sang des
patients atteints de la MA que chez les témoins sains (155). La protéine Tau est présente dans les
compartiments pré- et postsynaptiques et I'activité neuronale favoriserait la libération physiologique
et pathologique de la protéine (156). Aprés avoir été libérée des cellules donneuses, la protéine Tau
peut pénétrer dans les cellules receveuses par micropinocytose, endocytose ou phagocytose (157).
Une fois internalisée, les agrégats de Tau exogenes interagissent avec la Tau endogéne et induisent

son agrégation.

c. Toxicité de Tau

De nombreuses espéces de protéine Tau, telles que la protéine Tau porteuse de modifications
post-traductionnelles aberrantes, les oligomeres solubles, et les fibrilles, se sont révélées

neurotoxiques.

Les modes potentiels de toxicité étudiés a ce jour comprennent la perturbation du transport
axonal et divers défauts synaptiques. L’hyperphosphorylation ou la troncation de Tau peut empécher
sa liaison a la tubuline et déstabiliser les microtubules, ce qui entraine une altération de l'intégrité du
cytosquelette et entrave le transport axonal. Ces modifications post-traductionnelles aberrantes
peuvent notamment endommager le transport des mitochondries vers les synapses et nuire a la

viabilité des neurones (158).

Il a été démontré que, dans les cerveaux atteints de MA, la protéine Tau se distribue dans les
compartiments pré- et postsynaptiques, ou elle entraine une perte et un dysfonctionnement
synaptique. On observe par exemple une réduction de la densité des épines dendritiques et une
altération de la LTP chez les souris transgéniques Tau (159). La protéine Tau peut également interagir
avec la protéine présynaptique synaptogyrine-3, qui joue un réle dans le regroupement des vésicules

synaptiques (160).
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Enfin, les espéces pathogenes de Tau peuvent activer la microglie et les astrocytes
indépendamment de la pathologie amyloide. L'activation microgliale par Tau augmente la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1B, I'lL-6 et le TNF-a et favorise la neurodégénérescence
(161). L'accumulation de Tau dans les astrocytes altére la fonction astrocytaire, entraine la
dégénérescence neuronale et favorise la mort cellulaire. Elle altére également le transport du
glutamate médié par les astrocytes et entraine une accumulation pathologique de glutamate dans le

cerveau (162).

V) Les thérapeutiques anti-Tau

Une alternative thérapeutique a 'immunothérapie anti-amyloide consisterait a interférer avec
la synthése, I'hyperphosphorylation et I'agrégation de la protéine Tau. Plusieurs composés sont

actuellement en cours de développement clinique.

a. Inhibition de I'expression de Tau par oligonucléotides antisens (ASO)

L'inhibition de I'expression de la protéine Tau pourrait constituer une approche prometteuse
pour le traitement de la MA. En effet, chez la souris, la diminution des niveaux de Tau endogene a des
effets protecteurs contre I'altération des fonctions cognitives induite par les peptides AB, et n’induit
que peu d’effets secondaires (163). Les oligonucléotides antisens (Anti-Sens Oligonucleotides ou ASO),
dont la sécurité et I'efficacité ont été démontrées lors d'essais cliniques dans d'autres indications
thérapeutiques, sont des molécules synthétiques courtes, congues pour cibler et dégrader I'ARNm. Les
ASO ciblant I'expression du gene MAPT entrainent une diminution des niveaux de protéine Tau, de la
perte neuronale et de la pathologie neurofibrillaire dans des modéles de souris transgéniques (118).
En plus de limiter la formation de pathologie Tau supplémentaire, ils ont également éliminé les DNF
préexistantes. Plus récemment, I'essai clinique de phase | de I’ASO anti-MAPT développé par Biogen
montre une réduction dose-dépendante de la protéine Tau totale et phosphorylée dans le LCR des

personnes traitées, ainsi qu’une diminution de la pathologie Tau cérébrale visualisée par TEP (164).

b. Inhibition de I'hyperphosphorylation de Tau par des molécules inhibitrices des
kinases

Une autre approche thérapeutique consiste a inhiber I'hyperphosphorylation de la protéine
Tau. Plusieurs petites molécules inhibitrices des kinases de Tau ont ainsi été développées, ciblant

notamment GSK3f ou les Tyrosine kinases FYN et SRC.

L'administration chez la souris de Tideglusib, un inhibiteur de la GSK3f, entraine notamment
une diminution du niveaux de phosphorylation de la protéine Tau et du dépé6t d'AB, et améliore les
fonctions mnésique (165). Cependant, malgré ces résultats encourageants dans des modeles animaux,

le fait que GSK3p soit exprimée de maniére ubiquitaire et soit impliquée dans de nombreux autres
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processus cellulaires souléve des inquiétudes en matiere de toxicité. Les premiers essais cliniques de
phase | des inhibiteurs de GSK3f (I'AZD2558 et I'AZD1080) ont montré un nombre d’effets secondaires
importants et ont d{ étre interrompus précocement (166). D’autres molécules sont actuellement a
I’étude, comme le Lithium, déja approuvé dans le traitement des troubles bipolaires, un inhibiteur non-
spécifique de GSK3p qui réduit tout de méme son activité de 25% (167). Les études cliniques suggerent
que le traitement par lithium permettrait d’améliorer les performances cognitives chez les patients

atteints de MA (168).

La premiére molécule inhibitrice des Tyrosine kinases FYN et SRC a avoir été testée pour le
traitement de la MA est le saracatinib. Ce composé a été développé a I'origine par Astra Zeneca comme
traitement de divers troubles oncologiques. Malgré des résultats prometteurs dans les études
précliniques et un profil de sécurité favorable, les études cliniques ont été arrétées en phase Il en
raison d'un manque d'efficacité (169). Néanmoins, une étude clinique de phase Ill a récemment
montré qu’un autre inhibiteur des Tyrosine kinases, le masitinib, était efficace pour réduire les troubles

cognitifs chez les personnes atteintes de MA (170).

c. Inhibition de I’agrégation de Tau

D’autres approches cherchent quant a elles a inhiber I'agrégation toxique de la protéine Tau.
A ce jour, la plupart des composés anti-agrégation sont des dérivés du bleu de méthyléne et ont été
reconnus comme capables de perturber les enchevétrements de Tau et de réduire les déficits cognitifs
chez les souris transgéniques (171). Cependant, ces composés ont tous échoué dans les essais cliniques
de phase lll pour la MA. Ces petites molécules qui bloquent I'agrégation de la protéine Tau sont
connues pour interagir avec une large gamme d'autres protéines et de voies biochimiques, ce qui

complique grandement leurs utilisation thérapeutique (172).

d. Anticorps monoclonaux anti-Tau : immunothérapie passive et active

A ce jour, la méthode la plus prometteuse pour cibler la protéine Tau reste I'immunothérapie

passive ou active au moyen d'anticorps contre les peptides Tau ou Tau phosphorylés.

Les anticorps thérapeutiques visent a neutraliser ou a éliminer la protéine Tau extracellulaire
afin de ralentir la progression du dysfonctionnement neuronal et de la neurodégénérescence. De
multiples cibles sont a I'étude, allant des anticorps pan-Tau (ciblant les six isoformes) aux anticorps
dirigés contre des conformations spécifiques ou des espéces uniques de Tau. Les anticorps anti-Tau
different également en ce qui concerne leur site de liaison sur Tau (121). L’anticorps monoclonal le
plus avancé pour le traitement de la MA est le semorinemab, mais I'essai clinique de phase Il n’a pas

permis de montrer une efficacité suffisante de ce dernier dans le traitement de la MA (173).
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Les vaccins actifs contre la protéine Tau, tout comme les anticorps passifs anti-Tau, ciblent
différentes régions de la protéine Tau. Dans les études précliniques, de nombreux vaccins anti-Tau ont
démontré leur capacité a réduire la pathologie Tau, et certains d'entre eux entrainaient une
amélioration de la cognition ou des capacités motrices chez I'animal (174). Seuls deux vaccins anti-Tau
actifs ont commencé a faire I'objet d'essais cliniques : le vaccin AADvac1 (Axon Neuroscience SE), et le
vaccin ACI-35 (AC Immune SA, Janssen). Les essais cliniques de phase Il de I’AADvac1 se sont terminés
en 2019 et ont évalué la sécurité, la tolérance et I'efficacité a long terme chez les patients atteints de
MA. L'AADvacl s'est avéré slr et bien toléré, mais n'a pas permis d'améliorer les troubles cognitifs
(175). L’ACI-35 ne suscitait quant a lui qu’une faible réponse immunitaire lors des premiers essais
cliniques, mais une formulation améliorée du vaccin, I’ACI-35.030, a été congue, et les essais cliniques
de phase IB/IIA montrent des titres élevés et des anticorps spécifiques de la protéine Tau phosphorylée
et de la protéine Tau agrégée. L'évaluation du bénéfice de ce vaccin sur le déclin cognitif est

actuellement en cours d’évaluation (176).

Vi) Interaction entre pathologie amyloide et pathologie Tau

L’étude des formes monogéniques précoces de MA a conduit a I'élaboration de I’hypothése
de la cascade amyloide. Le fait que les dépots amyloides soient retrouvés dans les cerveaux des
patients avant méme |'apparition des symptomes cliniques renforce également l'idée que
I"accumulation d'AB dans le cerveau serait en amont des autres altérations comme |'apparition des

DNF et de la déficience cognitive (88).

Les modeles animaux soutiennent également I’hypothése selon laquelle la MA constituerait
une forme de tauopathie induite par I’AB. Le modele de souris triple transgénique (3xTg-AD) présente
une accumulation extracellulaire croissante d'AB dans le néocortex et I'hippocampe avant I'apparition
des DNF liées a Tau, et l'immunothérapie anti-AB est capable de réduire I'accumulation de Tau dans
ces modeles (177). De plus, les cellules exprimant les mutations des génes APP et PSEN1 présentent
des niveaux élevés de Tau hyperphosphorylée a la fois dans le soma et dans les neurites (178). Enfin,
le traitement par AP de neurones humains induit une dystrophie neuritique et une

hyperphosphorylation de la protéine Tau au niveau d'épitopes pertinents pour la MA (179).

Plusieurs rapports suggerent que I'AB pourrait potentiellement conduire a I'apparition de la
pathologie Tau par I'activation de kinases spécifiques. Les peptides AR peuvent notamment induire
une hyperphosphorylation de Tau par I'activation de GSK3pB (180). Le blocage de la kinase de Tau CDK5
a également montré des effets protecteurs contre la toxicité de I'AB sur les neurones de cultures

primaires de rats (181).
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Pour autant, les nombreux échecs et la faible efficacité des thérapeutiques anti-amyloide a
amené certains chercheurs a remettre en cause I’hypothese amyloide, du moins dans la maniére dont
elle est actuellement formulée (109). En effet, si la MA correspondait a un modéle linéaire de cascade
amyloide, le traitement au stade préclinique interromprait le processus de la maladie et préviendrait
les manifestations cliniques, tandis que le traitement au stade symptomatique devrait au moins arréter

la détérioration clinique.

De plus, il existe des données expérimentales qui ne soutiennent pas cette hypothése. Entre
autres, les souris transgéniques App mutantes ne développent pas de pathologie Tau ou de DNF (182).
En effet, chez les souris transgéniques, un minimum de pathologie Tau préexistante est nécessaire
pour promouvoir une pathologie Tau accélérée par I’AB. De plus, chez 'homme, les peptides AB et Tau
se déposent initialement dans des régions cérébrales différentes et ne se chevauchent que tres peu

(61).

Les différentes thérapeutiques ciblant la pathologie amyloide ou la pathologie Tau
représentent un espoir dans le traitement de la MA, mais, malgré les efforts de recherche, I'efficacité
de ces traitements dans la diminution des troubles cognitifs chez les malades reste limitée. Ces échecs
aménent a penser que les plaques amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires ne
représenteraient finalement pas les cibles thérapeutiques idéales dans le traitement de la MA, et
ameénent les scientifiques a explorer d’autres caractéristiques pathologiques plus précoces de la
maladie. La dysfonction synaptique, qui précede notamment I'apparition de la perte neuronale et des
signes cliniques de la maladie (183), pourrait représenter un élément essentiel dans la pathogénie de

la MA.
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PARTIE S5 : LA PERTE SYNAPTIQUE ASSOCIEE A LA MALADIE D’ALZHEIMER

1) Physiologie synaptique

Les synapses sont des éléments dynamiques qui peuvent étre modulés en nombre, structure,
et fonctions, de maniére a renforcer ou a diminuer les contacts synaptiques et la neurotransmission.
Dans la MA, la perte de densité synaptique précede la dégénérescence neuronale, ce qui suggere que
I'altération des mécanismes de plasticité synaptique pourrait jouer un réle clé dans la pathogenése de
la maladie (184). Cette capacité plastique des neurones est un des éléments essentiels dans les
processus de mémorisation et d’apprentissage comme la LTP (Potentialisation a long-terme ou Long
Term Potentialisation) et LTD (Dépression a long-terme ou Long Term Depression). La grande majorité
des synapses qui présentent une LTP et une LTD sont glutamatergiques, et les formes les plus étudiées

de LTP et de LTD sont déclenchées par I'activation synaptique du récepteur NMDAR.

a. Induction dela LTP

La LTP est induite par une stimulation électrique a haute fréquence et est principalement
médiée par I'activation des récepteurs NMDAR post-synaptiques des épines dendritiques (Figure 13)
(185). L'induction de la LTP est induite par libération présynaptique de glutamate, qui se lie au
récepteurs ionotropiques NMDAR et AMPAR. En conditions basales, le canal du NMDAR est bloqué par
la présence d’un ion Mg?*, et la fixation du glutamate seule ne suffit pas a entrainer le passage des ions
a travers ce canal. L'activation des récepteurs AMPAR par le glutamate permet une dépolarisation de
la membrane qui supprime le blocage des ions Mg?* et entraine un influx post-synaptique de Ca* a
travers les récepteurs NMDAR. L’entrée de Ca?* entraine I'activation de la Calmoduline (CaM), qui a
son tour active la protéine kinase Il Ca?*/calmoduline-dépendant (CaMKIl). Dans son état basal, la
CaMKIl est liée a I'actine filamenteuse, mais son activation par la LTP entraine son détachement qui
permet a d’autres protéines de liaison a I'actine, telles que la cofiline, de remodeler les filaments (186).
Des études montrent que les tissus cérébraux de patients atteints de MA présentent des niveaux
élevés de cofiline-1 inactive (187). La CaMKIl phosphoryle également I'AMPAR et renforce son

expression au niveau post-synaptique.

b. Maintien de la LTP

Le maintien de la LTP implique quant a lui une régulation dépendante de l'activité de la
transcription de I'ARNm et de I'expression locale de certaines protéines synaptiques. L’activation de la
CaMKIV et des protéines kinases ERK 1 et ERK2 sont notamment capable d’induire la phosphorylation
de CREB, qui agit comme facteur de transcription. CREB module ainsi I'expression de protéines

synaptiques, parmi lesquelles la sous-unité GIuAl des récepteurs AMPAR et la protéine CaMKII, et
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permet d’entretenir la LTP (188). L’activation de CREB stimule également la synthese de BDNF qui
induit l'activation de son récepteur TrkB, et stabilise la croissance et la maturation des épines

dendritiques en régulant les GTPases de la famille Rho (189).

c. LTD

Contrairement a la LTP, la LTD est induite par une stimulation a basse fréquence et une plus
faible entrée de Ca2+ (190). Son réle dans l'apprentissage n’est toutefois pas encore aussi clairement
élucidé que pour la LTP. Dans le cas de la LTD, I'activation des récepteurs NMDAR active la protéine
phosphatase 1 (PP1) et 2B (PP2B ou calcineurine). La calcineurine déphosphoryle la sous-unité GluAl
des récepteurs AMPAR et favorise leur internalisation. Elle médie également I'activation de la caspase-
3 qui contribue a diminuer I'expression des récepteurs AMPAR a la membrane post-synaptique et
induit un rétrécissement des épines dendritiques (191). La PP1 entraine quant a elle la
déphosphorylation et donc I'activation de la GSK3B qui conduit a I'internalisation des récepteurs

NMDAR (192).

3 ' { @ (i calcmeunne\ {
Erk 1/2 CaMKIV ' l l
1 R’
I
\ / CamKll = «— | GSK3B Caspase3 )

GluAl
CREB BDNF

TANTANTAN 7NNV,

@
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Figure 13 : A. Induction et maintien de la LTP. Le glutamate libéré dans la fente synaptique se fixe aux
récepteurs NMDAR et AMPAR. L’activation des AMPAR permet ainsi la levée du bloc Mg?* et I'influx de
calcium a travers les NMDAR, ce qui conduit a I'activation de la voie calmoduline et de la CaMKII. La
CaMKIl permet la phosphorylation et I'augmentation de I'expression des récepteurs AMPAR a la
membrane. Le détachement de la CaMKIl de I'actine filamenteuse permet I'acces a la cofiline qui
entraine le remodelage des filaments d’actine. La CaMKIl active les protéines ERK1, ERK2, et CaMKIV
qui phosphoryle CREB et permettent la transduction des génes codants CaMKIl, GluA1l, et BDNF. B.
Induction de la LTD. L'entrée de calcium par les récepteurs NMDAR entraine |'activation de la PP1 et
de la calcineurine. La PP1 est impliquée dans I'internalisation des récepteurs NMDAR via |’activation
de la GSK3B. La calcineurine est impliquée dans l'internalisation des récepteurs AMPAR via leur
déphosphorylation et I'activation des caspases-3.
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d. Corrélation entre LTP fonctionnelle et LTP structurelle

L'induction de la LTP entraine une augmentation marquée de la densité des épines
dendritiques ainsi que la formation de nouvelles synapses matures et probablement actives (193). La
LTD entraine quant a elle une nette réduction de la densité et de la taille des épines dans la zone CAl
de I'hippocampe (194). Le volume des épines est positivement corrélé avec la surface de la densité
post-synaptique, avec le nombre de récepteurs a la surface (en particulier des récepteurs AMPAR) et
avec le nombre de vésicules présynaptiques (195). Ainsi, la structure de I'épine dendritique est

étroitement liée a sa fonction synaptique.

) Perte synaptique associée a la MA

La synapse est considérée comme une cible critique dans la MA, et les anomalies synaptiques
sont en corrélation avec la gravité de la neuropathologie et de la perte mnésique chez les personnes

atteintes de la MA (196).

a. Laperte synaptique est corrélée avec le déclin cognitif

Dés 1990, de premieres études de biopsies du lobe frontal de patients atteints de MA légere a
modérée ont révélé que le nombre de synapses était significativement réduit par rapport aux biopsies
des cerveaux sains de méme age (197). Il existait également chez ces personnes une corrélation
significative entre le nombre de synapses et les résultats du Mini-Mental State Examination, des scores
plus faibles étant associés a une plus grande perte de synapses. D’autres études post-mortem ont
ensuite confirmé qu’il existait une corrélation tres forte entre les résultats aux tests psychométriques
et la densité des synapses néocorticales, et que la perte synaptique était plus associée au déclin
cognitif que peuvent I'étre les pathologies Tau ou amyloide (198-200). On retrouve également une
importante corrélation entre les niveaux de la protéine pré-synaptique synaptophysine dans

I’hippocampe et les symptomes cognitifs des patients (201).

b. La perte synaptique est un événement précoce de la MA

La perte synaptique est un événement précoce de la MA, et a lieu dés la phase pré-clinique
durant laquelle les malades commencent a présenter des signes de déclins cognitifs (202). Des études
morphométriques de biopsies de cortex frontaux réalisées entre 2 et 4 ans apres I'apparition des
symptomes de la MA montrent une diminution de 25 a 35% de la densité de synapses (203).
L'immunomarquage de la synaptophysine est également diminué de 25% dans le cortex des patients
atteints de formes légéres ou trés légeres de MA, par rapport a des sujets du méme age avec des

fonctions mnésiques intactes (204).
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c. Altération de I’expression des protéines synaptiques dans la MA

Avant méme la perte des synapses, plusieurs éléments suggérent que celles-ci avaient déja
subi des altérations, et on retrouve des modifications d’expression de plusieurs protéines synaptiques
dans le cerveau et le LCR des personnes atteintes de MA (205). Entre autres, 'analyse de cerveaux
post-mortem montre une expression diminuée des transporteurs et des récepteurs glutamatergiques,
en particulier des récepteurs NMDAR et AMPAR. On retrouve également des modifications des
concentrations de plusieurs marqueurs pré-synaptiques comme SNAP25 et GAP43 ou post-
synaptiques comme la neurogranine dans le LCR des patients atteints de MA (206). Enfin, une récente
étude a montré que les concentrations dans le LCR de malades en phase préclinique d’un groupe de 6
protéines synaptiques (Calsyntenin-1, GIuR4, Neurexin-2A, Neurexin-3A, Syntaxin-1B et Thy-1) étaient
réduites de 20%, et que ces changements précédaient les symptédmes cliniques et les marqueurs de

neurodégénérescence (207).

d. Altération morphologique des synapses dans la MA

En plus des modifications de I'expression des protéines synaptiques, les études post-mortem
de cerveaux de patients montrent des modifications morphologiques des synapses. La diminution du
nombre de synapses est associée a un élargissement de celles-ci : les synapses restantes dans les zones
de perte synaptique semblent de taille plus importante (208). Les synapses de |’hippocampe des
cerveaux atteints sont également plus fréquemment impliquées dans des boutons multisynaptiques
(209). Ces modifications de taille et/ou de connectivité des synapses dans les zones les plus atteintes

du cerveau pourraient représenter des mécanismes compensatoires de la perte synaptique.

Pendant longtemps on a pensé que seules les synapses excitatrices étaient altérées dans le cas
de la MA, mais des études montrent désormais que des modifications plus subtiles sont retrouvées
dans les synapses inhibitrices (210). Des études ont notamment montré une diminution de I'expression

des récepteurs GABAergiques dans le gyrus temporal de cerveaux atteints par la maladie (211).

Bien que les causes de la perte synaptique dans la MA ne soient pas encore complétement
élucidées, de nombreuses données provenant du cerveau humain et de modeéles animaux de la

maladie indiquent un réle synaptotoxique des oligomeres AP et de la protéine Tau.

) Synaptotoxicité de la pathologie amyloide

a. Liens entre pathologie amyloide et dysfonction synaptique

Dans les modeéles de souris exprimant les mutations du géne App responsables des formes
précoce de MA, les plagues amyloides sont associées a une perte des synapses (99,212), mais

également a un défaut de plasticité synaptique, et a une perte de la mémoire (213,214). A proximité

56



des plaques amyloides, on observe différentes modifications structurales des synapses telles qu’une
diminution d’éléments pré-synaptiques (215), ou une diminution du nombre d’épines dendritiques
(216). Les modeles animaux transgéniques porteurs de mutations du géne App présentent également
une hyperactivité et une hyperexcitabilité neuronale, ainsi qu’un déficit de la LTP (217,218). Dans
certains modeéles transgéniques App, les altérations synaptiques sont retrouvées a un jeune age, avant

méme I'apparition des plaques amyloides (219).

De plus en plus de preuves suggerent un role physiologique de I'APP qui agirait comme une
molécule d'adhésion synaptique nécessaire a une morphologie et une plasticité synaptique normales
(220). Les neurones corticaux ou hippocampiques porteurs d’'une délétion homozygote du gene App
présentent notamment des densités d'épines dendritiques plus faibles que les neurones controles
(221). Dans ce contexte, une modification du clivage de I’APP, tel qu’observé dans le cadre de la MA,

pourrait altérer sa fonction sur la plasticité synaptique.

La toxicité de la pathologie amyloide serait tout de méme principalement due aux espéces
oligomériques neurotoxiques. L’exposition de culture de neurones hippocampiques aux oligomeres
d’AB induit des modifications de la forme et de la taille de synapses, ainsi qu’une rapide diminution de
I’expression membranaire des récepteurs NMDAR (222). Ces oligomeres d’AB ont pu étre visualisés au
sein du compartiment post-synaptique, a la fois chez I’'humain et dans les modeles transgéniques, a

travers l'utilisation d’imagerie haute-résolution (223).

b. Mécanismes moléculaires de la synaptotoxicité du peptides AR

Les oligomeres AB sont capables d’interagir avec plusieurs récepteurs au niveau post-
synaptique, notamment les récepteurs NMDAR (224,225) (Figure 14). L’activation par les oligomeéres
AB de ces récepteurs entraine un influx excessif d'ions calcium et déclenche l'internalisation des
NMDAR et des AMPAR, facilitant ainsi la LTD et la perte des épines dendritiques (226,227). De plus, les
oligomeres AP contribuent a la déstabilisation de la protéine adaptatrice post-synaptique PSD95, qui

joue un réle important dans la stabilisation des AMPAR et NMDAR au niveau des synapses (228).

Les oligomeres AB causent également des altérations de la morphologie synaptique en
interférant avec les modulateurs de I'actine. Le traitement de neurones hippocampiques de rats par
des fibrilles d’AB augmente de maniére significative les concentrations de cofiline, entrafnant ainsi une

modification du cytosquelette d’actine, et une dégénérescence des synapses (229).

Ces mécanismes médiés par les oligomeres d’AB pourraient expliquer pourquoi on observe
une perturbation des fonctions neuronales avant méme I'apparition des plaques amyloides dans les

modeles de souris transgéniques pour I'App.
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Figure 14 : Synaptotoxicité des oligomeéres AB. La modulation du métabolisme de I’APP altere son réle
physiologique dans le maintien de la structure des synapses. Au niveau post-synaptique, les oligomeéres
AB stimulent les récepteurs NMDAR, entrainant un influx massif de calcium et une déstabilisation des
PSD95, ce qui conduit a I'internalisation des AMPAR et des NMDAR. L’AB entraine I'augmentation de
I’expression de la cofiline qui va remodeler les filaments d’actine, et entrainer la perte des épines
dendritiques.

\Y)] Synaptotoxicité de la pathologie Tau

L'autre lésion pathologique définissant la MA et jouant un role toxique a la synapse est

I'agrégation de protéines Tau hyperphosphorylées sous forme de DNF.

a. Liens entre pathologie Tau et dysfonction synaptique

Les modeles de souris surexprimant la protéine Tau humaine présentent une diminution de
I’expression des protéines synaptiques ainsi qu’une perte précoce des synapses (230). La pathologie
Tau altére aussi la stabilité des synapses, et les modeles de souris transgéniques Tau présentent des
aberrations de la morphologie des axones et des épines dendritiques (231). Ces modifications
synaptiques entrainent une perturbation de la LTP et un déficit cognitif chez la souris transgénique Tau

(159). Enfin, dans les cerveaux des patients atteints de MA, on retrouve une importante corrélation
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entre la réduction de I'expression de protéines synaptiques et la présence de formes phosphorylées

de la protéine Tau (232).

En condition physiologique, la protéine Tau est principalement localisée dans les axones, mais
dans le cas de la MA, les agrégats de protéines Tau phosphorylées sont retrouvés dans les
compartiments pré- et post synaptiques des neurones (233) (Figure 15). La protéine Tau est essentielle
a la régulation du transport axonal, et la perte des fonctions physiologiques de Tau liées a son
agrégation et sa relocalisation pourrait contribuer a la perte synaptique, notamment en empéchant le

transport axonal des mitochondries aux synapses (234).

De la méme maniére que pour les oligomeres d’AB, les oligomeres de Tau sont considérés
comme l'espéce la plus synaptotoxique. Le traitement par les oligomeres de Tau, mais pas par les
monomeres, entraine une diminution du nombre de synapses dans un modele de neurones humains
dérivés d’iPSCs, ainsi qu’une diminution de la LTP dans des coupes hippocampiques de souris

(235,236).

b. Mécanismes moléculaires de la synaptotoxicité de Tau

Tau est notamment capable d’interagir avec la kinase FYN afin de faciliter son maintien a la
membrane synaptique, ou elle régule la fonction des récepteurs NMDAR par phosphorylation (237).
L'interaction Tau-FYN est dépendante de la phosphorylation de Tau, et pourrait donc étre altérée par

la phosphorylation aberrante de Tau retrouvée dans la MA (238).

La phosphorylation anormale de la protéine Tau peut également affecter la localisation des
récepteurs post-synaptiques. En effet, les neurones cultivés a partir de souris exprimant la protéine
Tau P301L présentent une localisation aberrante des sous-unités des NMDAR (GluA1, GluA2/3, NR1)
dans les épines dendritiques (239). On retrouve également un impact des différentes formes

phosphorylées de la protéine Tau sur I'activité des récepteurs AMPAR (240).

Enfin, la présence de Tau a la pré-synapse entraine une perturbation du relargage des neuro-
transmetteurs (241). En effet, Tau serait capable de se lier aux vésicules synaptiques, induisant ainsi
une augmentation de la concentration en calcium cytosolique qui conduirait a une dysfonction de la

transmission synaptique (242).
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AMPAR NMDAR

Figure 15 : Synaptotoxicité de Tau. La phosphorylation et I'agrégation de la protéine Tau perturbe son
role physiologique dans la stabilité des microtubules et le transport axonal. Au niveau pré-synaptique,
les agrégats de Tau hyperphosphorylées interagissent avec les vésicules et empéchent le relargage des
neurotransmetteurs. Au niveau post-synaptique, I'agrégation de la protéine Tau abolit son interaction
avec la protéine FYN régulatrice des NMDAR. La phosphorylation anormale de la protéine Tau affecte
la localisation et I'activité des récepteurs AMPAR et NMDAR.

Ainsi, les deux principales caractéristiques pathologiques de la MA que sont les agrégats de
peptides amyloides et de protéines Tau hyperphosphorylées ont un important role dans le
dysfonctionnement et la perte de synapses associées a la MA. Pour autant, les mécanismes de leurs
neurotoxicité sont complexes et restent encore mal compris. Compte tenu de la forte composante
génétique de La MA (243), y compris dans les formes sporadiques d’apparition tardive, I'identification
des déterminants génétiques associée au risque de maladie pourrait aider a I'élucidation des

mécanismes moléculaires a I'origine de la pathologie.
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PARTIE 6 : ETUDE DES DETERMINANTS GENETIQUES DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

1) Arguments en faveur d’un réle important des facteurs génétiques dans I'étiologie de
la MA

Sur le plan génétique, on distingue les formes monogéniques a transmission autosomique
dominante causées par des variations rares des génes APP, PSEN1 et PSEN?2 et les formes sporadiques
résultant de l'interaction entre facteurs de susceptibilité génétiques et environnementaux, ces
derniéres représentant plus de 99% des cas. La part de la composante génétique dans le
développement de ces formes multifactorielles est néanmoins importante. Plusieurs études ont visé a
estimer la part de risque de forme sporadique MA attribuable aux facteurs de risque génétiques. Il a
ainsi été montré que les apparentés du premier degré de patients atteints de la MA présenteraient un
risque plus que doublé de développer la maladie par rapport aux individus partageant le méme
environnement, indiquant qu’une histoire familiale de MA constitue un facteur de risque (244). De
plus, une grande étude de jumeaux a estimé I'héritabilité de la MA entre 58 et 79% (243). Dans ce
contexte, de nombreuses études d’association, visant a comparer la fréquence de variations
génétiques entre un échantillon de patients et un échantillon d’individus indemnes de la maladie, ont
été réalisées dans le but d’identifier les déterminants génétiques de la MA, et in fine, les mécanismes

physiopathologiques a I'origine de son développement.

1)} Etudes d’association par approche géne-candidat

Le principe des études d’association par stratégie géne-candidat repose sur la sélection de
variations dans un gene d’intérét dit candidat, sur la base d’hypothéses physiopathologiques fortes le
reliant a la pathologie. Si de nombreuses études d’association par approche géne-candidat ont été
publiées jusqu’a I'avénement des approches pangénomiques en 2009, aucun consensus n’a pu étre
établi a I'exception du polymorphisme du gene codant I'apolipoprotéine E (APOE). Des 1993, il a été
rapporté que l'alléle €4 du géne APOE est associé a une augmentation du risque de MA (245). Un an
plus tard, I'allele €2 de ce méme gene était associé a une diminution de du risque de MA (246). Depuis,
les méta-analyses réalisées dans des études cas-témoins de grands effectifs ont pu estimer que le
risque de développer la MA chez les individus porteurs du génotype homozygote APOE €4 était

augmenté de plus de 10 fois, faisant du géne APOE un facteur de risque majeur de MA.
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) Apports des études d’association pangénomiques dans I'identification des déterminants
génétiques de la MA

a. Définition et intérét des études GWAS

Au cours des 15 derniéres années, les études d'association pangénomiques (Genome Wide
Association Studies ou GWAS), dans lesquelles des centaines de milliers de variants génétiques répartis
sur tout le génome sont testés dans des échantillons d’effectifs importants, ont révolutionné le

domaine de la génétique des maladies multifactorielles (247).

Par leur approche sans a priori, ces études d’association pangénomiques ont permis
d’identifier de nouveaux genes de fonction inconnue dans la maladie, dont I’analyse pourrait conduire
a la découverte de nouveaux mécanismes physiopathologiques et a lidentification de cibles

thérapeutiques originales.

b. Identification des facteurs de risques génétiques de la MA par les études GWAS

Les résultats des deux premieres études d'association pangénomiques ont été publiés en 2009,
avec l'identification de trois nouveaux loci contenant les genes CLU, CR1 et PICALM (248,249). Depuis
la fin des années 2010, les études d'association pangénomiques de la MA ont intégré des
méthodologies de méta-analyse, et ont augmenté la taille des échantillons analysés, en intégrant
notamment des cas "proxy" de MA, basés sur I'autodéclaration d'antécédents familiaux de démence
liée ala MA, ce quiaconsidérablement augmenté la puissance statistique de ces études d'association
pangénomiques (87,250-252). La combinaison de ces différentes avancées a finalement abouti a la
publication par I'UK-Biobank de I'analyse GWAS de 1,126,563 participants (43,725 cas, 46,613 cas
proxy et 1,036,225 témoins) (253). La méme année, le consortium EADB (European Alzheimer's &
Dementia BioBank), a publié la cartographie la plus compléte des genes dont la variabilité impacterait
le risque de développer la MA, a partir d’'un échantillon total de 788 989 participants (64 498 cas, 46
828 cas proxy et 677 643 témoins) (86). Ensemble, ils ont ainsi rapporté, en plus de I'APOE, |'association
de 75 loci avec le risque de MA, dont 34 communs entre les deux études, et 42 nouvellement identifiés

(Figure 16).
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Figure 16. Les loci génétiques associés au risque de MA. Les études GWAS réalisées ces dix derniéres
années ont conduit a I'identification de nombreux loci associés au risque de développer la maladie. Les
points noirs représentent les loci ayant atteint une p-valeur significative dans I'étude qui lui est
associée. Les points rouges représentent les loci contenant plusieurs variants indépendants (254).

c. Limites des études GWAS

L'ere des études d'association pangénomiques a ainsi été couronnée de succes dans le sens ol
de nombreux loci ont pu étre identifiés comme statistiquement associés au risque de développer la
maladie. Cependant, plusieurs facteurs font qu'il est difficile de combler le fossé entre les associations
statistiques liant locus et phénotype, et une compréhension fonctionnelle de la biologie sous-jacente

au risque de maladie (255).

L'intérét des GWAS est parfois controversée, car le risque attribuable a chacun de ces génes
est extrémement faible. Il convient néanmoins de noter que la valeur des connaissances biologiques
tirées des études d'association pangénomiques n'est pas proportionnelle a la force de I'association.
Par exemple, de nombreux genes qui représentent des cibles moléculaires de médicaments approuvés
par la FDA abritent des variants communs d'effet modeste identifiés par études d'associations
pangénomiques (256). Cette constatation constitue un argument fort en faveur de la poursuite de

I'identification d'associations subtile dans des échantillons encore plus grands.

Il a également été suggéré que la majeure partie de I'héritabilité des maladies multifactorielles
était associée a des variants rares et trés rares (257). En effet, les variants qui ont des effets importants
dans les maladies multifactorielles sont probablement soumis a une pression sélective importante et
restent donc a fréquence faible dans la population. Cependant, les études d'association
pangénomiques facilitent quant a elles I'analyse des variants fréquents dans la population générale

(ceux dont la fréquence de I'alléle rare est >1%).
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d. Identification des facteurs de risques génétiques de la MA par des approches de
séquencgage de génomes et d’exomes.

Les progres du séquencgage de nouvelle génération et la réduction des colits ont néanmoins
permis de faciliter I'identification de variants génétiques rares et tres rares associés a la MA ces
dernieres années. Les techniques de Whole Genome Sequencing (WGS) se basent sur 'analyse de
I’ensemble des variants du génome, contrairement aux études GWAS qui n’étudient « seulement »
gue plusieurs centaines de milliers de variants génétiques fréquents en utilisant les technologies de
puces a polymorphismes. De cette facon, les études WGS facilitent I'identification de variants rares ou
trés rares, qui n'auraient pas pu étre mis en évidence par les études GWAS. Cette technologie reste
cependant colteuse, et certains préféreront employer des approches de Whole Exome Sequencing

(WES), dont la couverture se limite aux parties codantes du génome.

Grace aux méthodes de WGS et WES, plusieurs variants rares associés a la MA ont pu étre
identifiés (258). De maniére intéressante, un certain nombre de ces variants étaient situés dans les
méme geénes que ceux identifiés par les études GWAS, ce qui confirme la fiabilité de ces techniques.
Ces approches de séquengage ont notamment permis d’identifier de nouveaux variants génétiques

rares au sein des génes PLCG2, AIB3, TREM2, SORL1 et ABCA7 (259-263).

En 2018, I'Alzheimer’s Disease Sequencing Project (ADSP) a procédé au séquencage de
I'exome entier de 5 740 cas de MA et de 5 096 témoins indemnes de la maladie, et a permis d’identifier,
en plus de variants génétiques rares de genes précédemment associés a la MA, des associations dans
deux nouveaux genes (IGHG3 et ZNF655), et dans un long ARN non codant (AC099552.4) (264). En
2022, le consortium Alzheimer Disease European Sequencing (ADES) a publié la plus vaste étude WES
dans le cadre de la MA en comparant les données de séquencage de I'exome de 16 036 cas de MA et
16 522 témoins. Outre les variants de TREM2, SORL1 et ABCA7, une association significative de variants
rares dans les génes ATP8B4 et ABCA1, ainsi qu'un signal suggestif dans le gene ADAM10 ont été ainsi

mis en évidence (265).

e. Des études d’association pangénomiques a I’analyse des réseaux de génes

Si I'essor des études d’association pangénomiques a permis de considérablement accroitre
notre connaissance de la composante génétique de la MA, celle-ci, comme toute maladie
multifactorielle, est causée par des perturbations de réseaux biologiques plutét que par des génes ou
des protéines isolées. Dans un contexte de recherche fondamentale visant a découvrir et caractériser
les voies physiopathologiques sous-jacentes a la MA, les analyses de réseaux de genes, qui se basent
sur le postulat selon lequel une voie pertinente doit étre enrichie en facteurs de risque génétiques

pour la maladie en question, se sont avérées informatives.
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Sur le plan méthodologique, I'analyse des réseaux de génes se concentre sur l'identification
par des approches in silico, des génes et des protéines en interaction afin d’identifier, au niveau du
systeme, les voies biologiques dans lesquelles les facteurs génétiques de la MA se trouvent

surreprésentés.

En 2010, deux études portant sur des ensembles de données GWAS indépendantes ont ainsi
mis en évidence pour la premiere fois l'implication du systéeme immunitaire et de la microglie dans la
MA (266,267). Les enrichissements dans les voies impliquées dans le métabolisme des lipides et
I'endocytose ont également donné des résultats cohérents d'une GWAS a l'autre, tandis que les voies
directement impliquées dans le métabolisme de I'APP et les protéines liées a la protéine Tau sont
devenues les voies les plus fortement associées au risque de développer la maladie dans les derniéres
analyses GWAS (86,252). Toutefois, il convient de garder a I'esprit que les nouveaux facteurs de risque
génétiques de la MA identifiés par les études d’association pangénomiques sont souvent évalués pour
la premiére fois dans le contexte de voies physiopathologiques connues. Cette approche peut conduire
a un raisonnement circulaire et donc a un enrichissement artificiel dans des processus biologiques
spécifiques (268). L'analyse bibliographique de la fonction des génes associés au risque de MA par les
études d’association pangénomiques montre qu’une grande partie d’entre eux joueraient également
un réle important, non seulement dans le développement des pathologies amyloide et Tau, mais

également au niveau de la structure et la fonction synaptique (Figure 17).

i. Les facteurs de risques génétiques impliqués dans la pathologie
amyloide et leurs liens avec la synapse

Les études d'association pangénomiques ont renforcé l'importance du métabolisme de I'APP
dans la physiopathologie de la MA en désignant deux de ses principaux acteurs comme facteurs de
risque génétiques de la maladie : ADAM10, qui exercent l'activité a-sécrétase dans le cerveau, et
APH1B, qui fait partie du complexe y-sécrétase (269). Confortant I'implication de ces génes dans
I’étiologie de la MA, les souris ayant subi un knock-out conditionnel de I'Adam10 neuronale présentent
des déficits d'apprentissage et de mémorisation (270). Ces souris transgéniques présentent également
une altération de la morphologie des synapses, accompagnée par une diminution de la densité des
épines dendritiques. Plus de 40 protéines transmembranaires sont des substrats de I'ADAM10, et un
certain nombre d’entre elle, dont I'APP, la N-cadhérine, la neurexine-1, et la neuroligine-1, sont
impliquées dans différents aspects de la formation et du maintien des synapses, ainsi que dans la
plasticité synaptique (271). Les souris déficientes pour Aph1B présentent quant a elles une diminution
des marqueurs synaptiques excitateurs, associé a un déficit de transmission et de plasticité synaptique

(272).
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D’autres facteurs de risque génétiques de la MA identifiés par les GWAS ont montré un réle
dans le métabolisme de I'APP et la fonction synaptique, notamment les genes SORL1 et FERMT2. La
sous-expression de Sor/1 chez la souris a en effet été associée a une augmentation de la production
d'AB en bloquant I'acheminement de I'APP endocytosée vers le réseau trans-golgi, ce qui réduit le
métabolisme de I'APP au sein des endosomes (273,274). Outre I'APP, SORL1 régule également le trafic
et la signalisation d'autres récepteurs membranaires, tels que TrkB et EphA4, dont on sait qu'ils jouent
un réle important dans la régulation de la formation des synapses et des fonctions synaptiques (275).
De plus, la surexpression de SORL1 chez des souris transgéniques préservent les synapses du gyrus
denté lors de I'exposition a I'AB (276). Concernant FERMT2, il a été montré que la sous-expression de
ce gene, telle qu’observée chez les individus porteurs de I'allele a risque, favorisait le recyclage de I'APP
mature des endosomes vers la membrane plasmique. Il en résulterait une production accrue d'AB
neurotoxigues en augmentant le pool d'APP susceptible d'étre clivé par les a-, B- et y-sécrétases, plutot
que dégradé dans les lysosomes (277). Confirmant le lien précédemment évoqué entre la pathologie
amyloide a la dysfonction synaptique, la sous-expression de FERMT2 montre également un impact sur

la croissance axonale, la connectivité synaptique et la LTP d'une maniére dépendante de I'APP (278).

ii. Les facteurs de risques génétiques impliqués dans la pathologie Tau et
leurs liens avec la synapse

BIN1 a été le premier facteur de risque génétique de la MA identifié comme lié a la pathologie
Tau (279). En outre, il a été démontré que la surexpression de BIN1 humain dans un modéle murin
augmentait l'interaction BIN1-Tau dans le réseau neuronal et permettait de remédier aux déficits de
mémoire a long terme et aux inclusions de Tau induites par la surexpression de la protéine Tau
humaine (280). De facon intéressante, BIN1 joue un role dans I'endocytose, ou elle interagit avec
plusieurs protéines associées a l'adressage endosomal. La déplétion de BIN1 a été associée a une
augmentation de I'ABi.4y intracellulaire, potentiellement par accumulation dans les endosomes
précoces (281). Les souris knock-out conditionnelles avec délétion de Binl dans les neurones
excitateurs présentent des défauts dans la consolidation de la mémoire spatiale due a un déficit dans
la libération des neurotransmetteurs (282). BIN1 régule également la taille des épines dendritiques
ainsi que l'activité du réseau en régulant le trafic des canaux calciques de type L voltage-gated (LVGCC)

vers les membranes (283,284).

Le phénotype de I'ceil rugueux de la drosophile a été utilisé au laboratoire pour effectuer un
criblage fonctionnel systématique de l'impact des déterminants génétiques de la MA identifiés par
GWAS sur la toxicité de la protéine Tau (285). Outre BIN1, cette approche a permis d'identifier les
orthologues respectifs des genes CASS4, PTK2B, EPHA1, MADD, CD2AP, FERMT2, CELF1 et TLN2 (286)

comme modulateurs de la pathologie Tau. De maniére intéressante, une grande partie des génes
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identifiés par cette approche participent au complexe d'adhésion focale, principalement en aval des
intégrines. Parmi les nombreuses fonctions biologiques potentiellement en aval, la voie des adhésions
focales peut moduler la dynamique de I'actine filamenteuse en régulant plusieurs protéines de liaison
a l'actine et controler de cette fagon la forme des épines dendritiques (287). La voie de I'adhésion
focale dépendante des intégrines a été impliquée dans la densité et I'activité synaptique en influengcant

la forme, la stabilité, et la signalisation neuronale (288)

Parmi les genes potentiellement impliqués dans le complexe d’adhésion focale au niveau
synaptique, on trouve PTK2B. PTK2B code pour la protéine PYK2, une tyrosine kinase dépendante du
calcium et appartenant a la famille des Focal Adhesion Kinases. Cette famille de kinases a été impliquée
dans les contacts cellule-matrice extracellulaire et dans la transduction de signaux extracellulaires
contrélant notamment la migration et la survie cellulaire. Dans les neurones, PTK2B semble avoir un
role important dans la formation et la maintenance des neurites, la plasticité synaptique et la
régulation de I'activité des récepteurs NMDAR (290). Concernant le(s) lien(s) potentiel(s) entre PTK2B
et les mécanismes physiopathologiques de la MA, le criblage fonctionnel réalisé chez la Drosophile a
mis en évidence une activité protectrice de PTK2B sur la neurotoxicité induite par
I’hyperphosphorylation de Tau (286). Dans la méme étude, une interaction entre PYK2 et Tau in vitro
ainsi que leur co-localisation dans des cerveaux de patients et de souris ont été décrites. De fagon
cohérente avec ces observations, il a été également montré dans des cultures primaires de neurones
hippocampiques de rat, que la surexpression de PTK2B protege de la perte synaptique induite par les
peptides toxiques ABi42 (291). Chez la souris, la délétion de Ptk2b jouerait un réle dans la plasticité

synaptique et les processus de mémorisation spatiale, en modifiant la LTP (290).

iii. Les facteurs de risques génétiques impliqués dans le systéeme
immunitaire et leurs liens avec la synapse

Le dysfonctionnement de la microglie est suspecté d'étre impliqué dans la MA en modulant
I'agrégation/dégradation des formes neurotoxiques de I'AB, et en favorisant la phagocytose des
structures neuronales, en particulier des structures synaptiques (292). L'intégration des données
GWAS avec les annotations fonctionnelles du génome selon les types cellulaires a permis d’identifier
la microglie comme modulateur potentiel de la susceptibilité individuelle a la MA. De facon
intéressante, plusieurs variants génétiques identifiés par GWAS sont ainsi localisés dans des régions
controlant I'expression de génes dans la microglie, dont les facteurs de risque génétiques BIN1, RIN3,
ZYX, CD2AP, SORT1, CASS4, CCD6, TSPAN14, et NCK2. Les WES et WGS ont également identifié des
variants rares dans des genes particulierement, voir exclusivement exprimés dans la microglie, en

particulier TREM2, ABCA7, PLCG2, et ABI3 (254).
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TREM2 est presque uniquement exprimé dans les cellules microgliales et joue un réle dans la
compaction des plaques amyloides, ainsi que dans régulation de I'élimination des synapses (102). La
présence du variant rare R47H dans le géne TREM2 augmente le risque de MA d'environ trois fois
(261). L'inhibition de Trem2 dans un modele de souris 5xFAD réduit la réponse microgliale a la
pathologie amyloide : le nombre de cellules microgliales entourant les plaques amyloides est réduit,
et l'activation de l'expression des génes microgliaux est altérée. Ces données suggeérent que la
microglie participerait a la compaction des plagues amyloides par un mécanisme dépendant de
TREM2, formant ainsi une barriére protectrice qui atténue la toxicité pour les neurones voisins (293).
TREM2 est également essentiel pour |'élagage synaptique (pruning) médié par la microglie. Les souris
Trem2-/- présentent une phagocytose synaptique microgliale anormale, une altération de la
connectivité fonctionnelle des voies neuronales, ainsi que des comportements anormaux et des

déficits sociaux (294).

Le géne PLCG2 code pour I'enzyme transmembranaire PLCy2 qui hydrolyse le phospholipide
membranaire PIP2 (1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate) en ses messagers secondaires
IP3 (myo-inositol 1,4,5-trisphosphate) et DAG (diacylglycerol), conduisant a une augmentation du
calcium intra-cytoplasmique, et a I'activation de la voie du NFKB et des MAPK. PLCy2 est exprimé de
facon prédominante dans la moelle osseuse et les organes lymphoides, et les mutations du géne PLCG2
sont a l'origine de troubles immunitaires graves comme le syndrome PLAID (PLCG2-associated
antibody defiency and immune dysregulation) ou APLAID (Autoinflammatory PLCG2-associated
antibody defiency and immune dysregulation). Dans le cerveau PLCG2 est principalement exprimé par
les cellules microgliales ou il régule des voies de signalisation impliquées dans la phagocytose, la
sécrétion de cytokines ainsi que dans la survie, la prolifération et la migration cellulaire (295). Le
variant rare P522R du gene PLCG2 est associé a un risque diminué de 32% de développer la MA (259),
et est corrélé avec une augmentation de la concentration en protéine Tau totale dans le LCR des
patients atteints de MA (296). Des analyses RNA-seq montre un niveau d'expression de PLCG2 plus
élevés dans les cerveaux des patients atteints de MA par rapport a ceux de personnes agées
cognitivement normales, positivement associés a la fois aux plaques amyloides et aux niveaux
d'expression des genes microgliaux (297). Une autre étude a également montré que les cellules
microgliales issues d’un modeéle de souris porteuses du variant protecteur P522R de PLCG2
possédaient des capacités de phagocytose augmentées (298). L'expression de ce variant P522R dans
un modele de cellules microgliales dérivées d’iPSCs entraine une augmentation des taux de calcium
intra-cellulaire, ainsi qu’une plus grande clairance de I'AB (299). Les microglies hiPSCs P522R

présentaient également une diminution de I'absorption des synaptosomes, favorisant ainsi la
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préservation des synapses. Ce phénomene est associé a des altérations de la fonction mitochondriale

et a une augmentation de la motilité cellulaire.

Plusieurs génes ont été par ailleurs liés au systeme immunitaire inné, en particulier a la
régulation de la voie de signalisation médiée par le facteur de nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor
ou TNF) (86). Les études GWAS rapportent ainsi I'implication potentielle des variations génétiques du
complexe d'assemblage de la chaine d'ubiquitine linéaire (LUBAC), un régulateur majeur de la voie de
signalisation des TNF, dans la physiopathologie de la MA (300). Deux des trois éléments du complexe
LUBAC sont codés par SHARPIN et RBCK1, et la fonction de ce complexe est directement régulée par
OTULIN. Des variants de ces 3 génes ont été associés au risque de développer la MA dans les derniéres
GWAS (86). Si la voie de signalisation du TNF-a est connue pour étre impliquée dans de nombreuses
fonctions physiologiques et physiopathologiques du cerveau comme la perte de synapses (301),
I'implication des génes SHARPIN, RBCK1 et OTULIN dans la dysfonction/perte synaptique observée

dans les stades précoces de la maladie reste a démontrer par les études fonctionnelles post-GWAS.

iv. Les facteurs de risques génétiques impliqués dans le métabolisme des
lipides et leurs liens avec la synapse

Le premier gene dont les variations génétiques ont été identifiées, d’abord par approche gene
candidat puis par GWAS, pour influencer le développement des formes sporadiques de la MA est le
géne APOE. Les lipoprotéines contenant I'APOE sont sécrétées par les astrocytes dans des conditions
physiologiques, mais également par les neurones dans des conditions pathologiques (302). L'APOE se
lie aux membres de la famille des récepteurs des lipoprotéines de basse densité (LDLR), aux récepteurs
des lipoprotéines de trés basse densité (VLDLR) et a la protéine 1 liée au LDLR (LRP1) (303). Outre son
role de transporteur de lipides des astrocytes vers les neurones, I'APOE participe également a de
multiples voies biologiques, notamment la morphogenése neuronale, le trafic de protéines et
I'homéostasie calcique, qui interviennent dans le développement, I'entretien et la réparation du
systeme nerveux central (304). Les souris porteuses de |'allele €4 du gene APOE présentent des taux
de glutamine plus élevés dans le cerveau, en raison d'une perturbation du cycle glutamate-glutamine
qui entraine une excitotoxicité neuronale (305). Au niveau postsynaptique, I'APOE4 atténue la LTP
dépendante des NMDAR en séquestrant les NMDAR et les AMPAR dans les compartiments
intracellulaires et en empéchant leur expression membranaire, entrainant ainsi une altération de la
plasticité synaptique (306). Enfin, I'APOE €4 limite la maturation et la fonction des synapses en
modifiant I'expression des protéines neuronales et synaptiques au niveau transcriptionnel et

traductionnel (307).

Parmi les autres déterminants génétiques de la MA impactant a la fois le métabolisme des

lipides et les synapses, CLU est une protéine multifonctionnelle qui agit comme une chaperonne
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extracellulaire, impliquée dans le métabolisme des lipides (308). Une étude récente a suggéré que la
CLU sécrétée par les astrocytes joue également un role dans la fonction synaptique, ou elle se lie aux
sites présynaptiques excitateurs. Les souris Clu-/- présentent une diminution de libération des

neurotransmetteurs et de la densité des épines dendritiques (309)

Un autre exemple de facteur de risque génétique impliqué dans I’homéostasie lipidique et la
fonction synaptique est le géne DGKQ. DGKQ code l'isoforme 0 de la diacylglycérol kinase, une
protéine régulatrice de la signalisation lipidique qui métabolise le diacylglycérol (DAG) en acide
phosphatidique (310). L'ablation de I'orthologue de DGKQ chez C. elegans, empéche l'inhibition de la
libération de neurotransmetteurs médiée par la sérotonine aux jonctions neuromusculaires, suggérant
gue cette protéine est impliquée dans la transmission synaptique (311). Confirmant cette hypothese,
I'invalidation du gene Dgkq chez la souris suggere un réle essentiel de ce géne dans I'endocytose des

vésicules synaptiques au niveau des synapses excitatrices (312).

v. Les facteurs de risques génétiques impliqués dans I’endocytose et leurs
liens avec la synapse

CD2AP est un régulateur du trafic des endosomes, et il a été rapporté qu'il contrdle la
production d'AB dans les neurones (313). CD2AP régule également le bourgeonnement des axones via
la signalisation TrkA (314). Chez la drosophile, la suppression de I'expression de I'homologue de CD2AP,
entraine une altération de la maturation des synapses ainsi que des défauts de transmission
synaptique dus a l'incapacité de maintenir la libération et le recyclage des vésicules synaptiques (315).
En plus de son role dans les fonctions neuronales et synaptiques, CD2AP est également impliqué dans
les mécanismes de neuro-toxicité induite par Tau, ainsi que dans le maintien de I'intégrité de la barriere

hémato-encéphalique (316).

Le facteur de risque génétique PICALM est une protéine adaptatrice impliquée dans
I’endocytose médiée par la clathrine et 'autophagie, et affecterait ainsi I'internalisation de I'’APP
résultant en la production d’AB (317,318). La présence des variants de PICALM associée a un risque
augmenté de MA est corrélée avec une diminution du taux d'AB dans le LCR des patients (319). Dans
les neurones, PICALM est présent a la fois dans les compartiments présynaptiques et postsynaptiques,
et joue un réle essentiel dans la régulation du recyclage des vésicules synaptiques (320). PICALM régule
entre autre la transmission synaptique en modulant les niveaux d'expression des transporteurs du
glutamate VGLUT (321), ainsi que les niveaux de surface des récepteurs AMPAR (322). Il est ainsi
impliqué dans la plasticité synaptique et I'apprentissage, en modulant a la fois la LTP et la LTD (323).
En plus de ce réle synaptique, PICALM posséde également des fonctions essentielles dans la croissance
des neurites. L'inhibition de Picalm dans des cultures primaires de neurones de rats entraine une

dystrophie neuronale, tandis que sa surexpression conduit a la génération de multiples axones (324).
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Figure 17 : Plusieurs déterminants génétiques de la maladie d’Alzheimer jouent un réle a la synapse.
L'analyse post-GWAS des réseaux de génes a montré qu’un certain nombre de facteurs de risques
génétiques jouaient un réle a la synapse a travers leur implication dans (i) le métabolisme et le
transport de I’APP, (ii) leurs interactions avec Tau et le complexe d’adhésion focale, (iii) le systeme

immunitaire, (iv) le métabolisme des lipides, et (v) I'endocytose (269).
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PARTIE 7 : LE CRIBLAGE A HAUT CONTENU (HCS) POUR LES ETUDES POST-GWAS

1) L’'intérét du criblage dans les études post-GWAS

Pendant des années, I'impact des genes candidats sur les phénotypes associés a la MA a été
évalué de facon individuelle. Avec le développement des études d’associations pangénomiques, le
nombre de geénes candidats de la MA a grandement augmenté, et ces approches ne semblent
désormais plus appropriées. La caractérisation des fonctions physiopathologiques des genes définis
par les études GWAS nécessite alors la mise en place de modeéles animaux ou de modeles cellulaires
adaptés a un criblage a grande échelle. L’approche par interférence ARN (ARNi), permettant d’inhiber
de maniere spécifique I'expression d’un géne en entrainant la dégradation de son ARN messager,
représente un outil pertinent pour interroger la fonction des génes in vitro ou in vivo. De nombreuses
contraintes évidentes sont cependant associées a I'utilisation d'animaux et il est impossible de cribler
systématiquement des centaines de genes dans un modéle murin. Cette approche est néanmoins
possible dans de petits modéles invertébrés, tels que Caenorhabditis Elegans, et Drosophila

Melanogaster (325).

) Les modeéles de criblages invertébrés

a. Caenorhabditis Elegans

Caenorhabditis elegans est un nématode transparent d'environ 1 mm de long, et représente
I'un des organismes les plus simples doté d'un systéme nerveux. La découverte des mécanismes
d’interférence ARN a révolutionné l'analyse fonctionnelle des génes chez ce ver, en permettant
d'inhiber de maniére efficace et reproductible I'expression de genes individuels. C. Elegans peut étre
facilement transféré dans des plaques multi-puits contenant différents clones de la bactérie produisant
un ARN double-brin spécifique qui, une fois absorbé par les nématodes, induit I'inhibition du géne

correspondant.

Il existe plusieurs modeles de C. elegans qui expriment soit une séquence codante pour le
peptide amyloide humain, soit la protéine Tau (326). Dans le premier cas, les vers transgéniques
expriment le peptide amyloide dans les muscles de la paroi corporelle, et I'accumulation progressive
du peptide dans les cellules musculaires entraine la paralysie du ver. Des chercheurs ont ainsi mis a
profit ce modele et ce phénotype facilement accessible pour étudier I'effet des genes identifiés par les
études d’association pangénomiques de la MA sur la sécrétion de peptides amyloides (327,328). Les
modeles d’études de C. Elegans exprimant la protéine Tau présentent quant a eux une aggravation des

mouvements non coordonnés lors de I'accumulation de la protéine sous forme phosphorylée et
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insoluble. Ce modéle a notamment été utilisé pour réaliser le criblage de 16 757 genes, dans le but

d’identifier de nouvelles voies biologiques impliquées dans la pathologie Tau (329).

b. Drosophila Melanogaster

La Drosophile, autre modeéle animal fréquemment utilisé dans la recherche sur les maladies
neurologiques, a I'avantage de présenter une bonne conservation des genes avec I'homme ainsi
gu'une multitude de phénotypes externes (taille, couleur et forme de I'ceil ou de l'aile) qui peuvent
étre facilement observés. Cette caractéristique est essentielle pour cribler rapidement I'effet de la

modulation d'un géne

Dans ce contexte, la drosophile a été utilisée dans un criblage génétique cherchant a identifier
les génes modulant la toxicité du peptide AB4;. L’accumulation de peptides amyloides dans le cerveau
de la drosophile entraine une déficience de la géotaxie, ce qui a permis d’évaluer I'impact de plus de
6300 génes sur la modulation de la toxicité des peptides amyloides (330). Le modéle de Drosophile a
également pu étre mis a profit pour étudier la capacités des genes a moduler la toxicité induite par

Tau, facilement mise en évidence par un phénotype d’ceil rugueux (285,331).

Les criblages réalisés chez ces petits invertébrés ont ainsi permis d’identifier plusieurs génes
modulant des phénotypes classiquement associé a la MA, mais leurs systéemes nerveux centraux peu
développés, et leurs importantes différences génomiques avec I’homme, limite la capacité de ces

modeles pour caractériser I'ensemble des genes identifiés par les GWAS.

) Les modeles de criblage cellulaire

Le criblage a haut-débit (High Throughput Screening ou HTS) est une méthode permettant de
tester rapidement et en paralléle des milliers de composés dans un méme essai biologique miniaturisé
et automatisé. Initialement, ce type de criblage était utilisé par I'industrie pharmaceutique pour établir
rapidement I'effet de milliers de candidats médicaments sur des modeles cellulaires. Toutefois, il est
rapidement devenu évident que cette méthode pouvait constituer un nouveau moyen de réaliser des
études fonctionnelles a grande échelle, de maniére non biaisée, systématique et quantitative (332).
Afin de pouvoir évaluer des processus cellulaires de plus en plus complexes, les technologies haut-
débit ont évoluées et de nombreux criblages utilisent désormais I'imagerie pour mesurer la réponse
biologique induite par les composés criblés. Ce type de criblage haut-débit basé sur la visualisation de
phénotype cellulaire par microscopie a fluorescence automatisée est appelé criblage a haut-contenu
(High Content Screening ou HCS), et permet d’évaluer des processus biologiques qui ne pourraient étre
étudiés par de simples essais biochimiques, tels que la localisation de protéines, ou encore la

morphologie cellulaire (333) (Figure 18).
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a. Le modeéle cellulaire

Pour tout HCS, I'étape initiale et la plus critique est la mise en place du modele de criblage. A
ce stade, on cherche a choisir un modele cellulaire qui refléte le plus fidelement possible le processus
pathologique tout en étant miniaturisable et compatible avec I'automatisation. Le criblage est
généralement réalisé dans des plaques de cultures cellulaires 384-puits, avec une surface de 8 mm?
par puits, et l'utilisation de robots pour la manipulation des liquides (cellules, milieu de culture,
composés...) permet d’augmenter considérablement la rapidité et la reproductibilité du criblage. En
raison de la logistique complexe associée aux criblages a grande échelle, y compris la nécessité de
disposer d'un nombre relativement important de cellules, ces études se basent généralement sur des
modeles de lignées de cellules cancéreuses. Ces lignées sont cependant instables sur le plan
caryotypique et leur expansion sous forme de monocouches homogénes en 2D sur du plastique ne
reflete pas les conditions physiologiques de croissance cellulaire (334). Ainsi, on leur préferera
I'utilisation de culture primaires issues de tissus de rats ou de souris, plus pertinentes d’un point de
vue biologique. Le grand nombre de cellules nécessaires a un criblage HCS nécessitera le sacrifice de
nombreux animaux, posant ainsi des questions de faisabilité et d’éthique animale. De plus, la
transposition a I’humain de résultats obtenus a partir de modeéles murins n’est pas toujours évidente,
ce qui limite également I'utilisation de tels modeles cellulaires. Pour ces raisons, des efforts sont
actuellement déployés pour s'éloigner de I'utilisation de lignées cellulaires et de cultures primaires afin
de mieux imiter I'environnement physiologique et le contexte des maladies. Depuis quelques années,
des systémes de co-cultures de neurones, astrocytes et cellules microgliales dérivés d’iPSCs, ou encore
des cultures 3D d’organoides adaptés au criblage HCS ont pu étre développés, bien qu’encore

minoritaires (335). En effet, la production et la différenciation des iPSCs reste une technologie

relativement nouvelle et I'établissement de ces modeéles cellulaires pour le criblage génétique présente
de nombreuses difficultés. La différenciation et la maturation de neurones dérivés d'iPSCs sont
relativement longues et colteuses comparées a I'utilisation des cultures primaires de rongeurs. De
plus, les cultures neuronales humaines ont également tendance a migrer et a se regrouper en amas,

ce qui complique grandement l'acquisition et I'analyse des images.

b. Labanque d’ARNs interférents
Un autre aspect essentiel a prendre en compte lors du choix d’'un modele cellulaire est de
savoir si les cellules pourront étre transfectées/transduites efficacement par la banque d’ARN
interférents. Dans le cas ou le type cellulaire est imposé par la question biologique a laquelle il faut

répondre, une optimisation approfondie du protocole de transfection/transduction sera impérative.

Le criblage ARNi repose sur la disponibilité de bibliothéques de réactifs a I'échelle du génome,

avec un ou plusieurs ARNi dirigés contre chaque géne cible. Dans les criblages de cellules
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mammaliennes, les réactifs utilisés sont typiquement de petits ARN interférents (siARN), ou de petits
ARN en épingle a cheveux (shARN). Deux parametres déterminent principalement le choix de la
molécule: le type de cellule et la durée souhaitée de I'effet d'inhibition (336). Par exemple, si I'on
s'intéresse aux conséquences a court terme de l'extinction d'un gene particulier dans une lignée
cellulaire facile a transfecter, I'approche la plus efficace consiste a utiliser des siARN synthétiques.
Lorsque I'objectif est d'inhiber durablement un géne, il est plus approprié d'utiliser des shARNs
exprimés a partir de plasmides ou, dans le cas de cellules difficiles a transfecter, a partir de vecteurs
lentiviraux. Le RNA/ Consortium (TRC) est une collaboration public-privé entre différents groupes de
recherche, et a permis de construire une librairie de plus 135 000 shARNs ciblant 27 000 genes chez

I’'homme et la souris (337).

c. L'imagerie cellulaire

Les protéines fluorescentes permettent de marquer pratiquement n'importe quelle protéine
ou structure cellulaire et la microscopie a fluorescence est I'un des outils les plus puissants pour étudier
les processus cellulaires complexes tels que la localisation de protéines, le trafic intracellulaire, ou la
morphologie cellulaire. Les approches de criblage a haut contenu nécessitent |'utilisation de
microscopes a fluorescence capables d’acquérir de maniére rapide et automatisée un grand nombre
d’images (338). Ce type de microscope est optimisé pour la lecture de plaques multi-puits et offre en
général la possibilité de contréler I'environnement (température, CO,, humidité) si on souhaite
acquérir des images a partir de cellules vivantes. Le temps d'imagerie est un important facteur et
|'optimisation du temps d'exposition, du grossissement et du nombre d'images acquises par puits peut
clairement influencer le temps de traitement des plaques et donc la durée de la campagne de criblage.
Un délai trop important entre le processus de préparation des plaques et I'imagerie peut également

entrainer une diminution de la qualité du criblage.

d. L’analyse d’images

Des progres significatifs dans les approches HCS ont été également réalisés grace a la mise en
place de méthodes d’analyses d’images et d'approches d'apprentissage informatique pour la
classification automatisée des phénotypes cellulaires et subcellulaires (339). Ces analyses d’images
sont généralement basées sur la mesure de I'intensité de fluorescence de 'immunomarquage ou de
rapporteurs fluorescents surexprimés, ou sur différentes caractéristiques morphologiques cellulaires.
De nombreux logiciels sont disponibles pour quantifier les images issues du criblage HCS, et
permettent de créer des pipelines d’analyses classiquement organisés en deux grands processus : (i)
la segmentation des images, et (ii) I'extraction des informations (340). Les algorithmes de

segmentation détectent et isolent les différentes cellules ou compartiments intra-cellulaires sur la base
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de leurs propriétés comme leur fluorescence ou leur taille. Une fois I'image segmentée en différents
objets, il est possible d’extraire les informations d’une cellule donnée qui sont généralement de quatre
types : (i) la moyenne, médiane, ou le maximum de l'intensité de fluorescence de I'objet, (ii) les
caractéristiques morphologiques de I'objet telles que sa taille, son aire, ou sa rondeur, (iii) la texture
de I'objet, et (iv) la position de I'objet dans I'espace. Ce pipeline d’analyse permet d’obtenir un tres
grand nombre d’informations a partir des images, cependant, toutes ne sont pas utiles et pertinentes
dans le cadre de I'expérience. La principale difficulté de I'analyse d’images en criblage a haut-débit

réside a repérer et a extraire les données essentielles dans le cas de la question biologique posée.

I ™

Modeéle cellulaire Banque d’ARNi Imagerie cellulaire Analyse d’image

Figure 18 : Les différentes étapes du criblage HCS par interférence ARN. Le criblage HCS consiste a
faire réagir un modeéle cellulaire miniaturisé au format 384-puits avec une banque de si/shARN ciblant
les génes dont on souhaite étudier la fonction. Les cellules sont ensuite imagées par microscopie a
fluorescence automatisée, et I'analyse des images est réalisée grace a des logiciels dédiés a I’analyse
haut-débit.

e. Les limites des criblages a haut-contenu par interférence ARN

L'une des principales problématiques des étude HCS reste néanmoins le risque de faux négatifs
et de faux positifs. Les criblages par interférence ARNs entraine notamment des faux-positifs en raison
des effets hors-cible (ou off-target) de I’ARNi (341). Il est en effet possible que le si/shARN se fixe a
d’autres ARN messager que celui qui est ciblé, et entraine une modification non-voulue de I'expression
d’autres protéines. Les si/shARNs sont notamment susceptibles de se fixer a un certain nombre de
sites normalement ciblés par les micro-ARN endogenes, en 3’"UTR des ARN messager. Pour limiter ces
effets hors-cibles, la plupart des algorithmes de conception d’ARNi évitent les régions dans les
séquences cibles qui ont 19 paires de bases ou plus d'identité nucléotidique contigué avec un autre
transcrit mature (342). La conception des réactifs ARNi contribue également a I'obtention de résultats
faussement négatifs, car certains réactifs n'entrainent pas I'inhibition compléte du gene cible. Pour
vérifier les résultats d’un criblage génétique, on recommande de confirmer I'effet obtenu avec un

deuxieme ARN interférent. Il est également possible de valider la spécificité de I’ARN interférent en
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rétablissant le phénotype initial par la réexpression du géne dans les cellules exprimant le si/shARN
candidat.

D’autres sources de faux-positifs sont inhérentes aux études a haut débit. Les problémes tels
que les erreurs d'instrument ou les conceptions d'essai défectueuses peuvent cependant étre détectés
et traités pendant le développement et |'optimisation des essais. Le bruit statistique retrouvé dans
toute étude a grande échelle peut quant a lui étre réduit en effectuant un nombre répétés de tests et
en appliquant des analyses statistiques appropriées (343). L'optimisation d'un essai de criblage HCS
nécessite également d’évaluer sa sensibilité et sa robustesse. Une mesure largement utilisée pour la
performance d’une approche HCS est le béta-score, qui définit le pouvoir discriminant d'un essai en

évaluant la différence obtenue entre les controles négatifs et les contréles négatifs (344).

Le criblage HCS, malgré ses limitations, reste une approche puissante pour comprendre les
mécanismes biologiques fondamentaux, et pour déterminer les voies biologiques responsables d’une
pathologie. La technologie HCS a été utilisé pour répondre a diverses questions biologiques, et a
notamment pu étre mis a profit dans I'identification des génes impliqués dans les processus cellulaires

et les phénotypes associés a la MA.

\Y)] L’HCS pour I’étude des phénotypes de la MA

a. L’HCS pour I’étude de la pathologie amyloide

Plusieurs modeles cellulaires HEK293T ou HELA surexprimant ’/APP ont été utilisés dans des
criblages cherchant a identifier les genes régulant la production de peptides amyloides (345,346). Les
chercheurs ont ainsi évalué I'impact de la sous-expression de centaines de génes sur la concentration
en peptides sAPPa, sAPPg, AB1.40, AB1-42 dans le milieu de culture de ces cellules, et ont ainsi identifié

plusieurs modulateurs du métabolisme de I'APP.

Certains chercheurs ont également utilisé des neurones humains dérivés d'iPSCs comme
modele cellulaire de criblage afin d’identifier de nouveaux candidats-médicaments ciblant la
pathologie amyloide dans la MA. Kondo et ses collegues ont par exemple utilisé des neurones dérivés
de patients atteints de formes familiales de MA porteurs de mutation sur le gene PSEN1 pour tester
I'effet de plus de 1000 composés sur la production d'AB (347). Cette méthode leur a permis de trouver
six composés montrant une réduction dose-dépendante de I'AB1.42. Une autre étude publiée la méme
année a mis au point un criblage de médicaments a I'aide de neurones humains corticaux dérivés

d’iPSCs de personnes porteuses de trisomie 21, contenant une copie supplémentaire de I’APP. Ce
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modele a servi a cribler 1200 composés, et a permis d’identifier des molécules diminuant la sécrétion

du peptide AB1.42 (348).

Cependant, les mécanismes contrélant la maturation et le trafic de I'APP ne peuvent pas étre
caractérisés uniguement en étudiant la quantité d'AB présente dans les milieux de culture, et il est
donc nécessaire de passer a I'analyse de phénotypes plus complexes. Ainsi, un modeéle HCS permettant
I'étude du métabolisme de I'APP dans des cellules HEK293 surexprimant de maniere stable une
construction mCherry-APP695WT-YFP a permis la détection de produits de I’APP spécifiques marqués
de maniere différentielle par la mCherry pour le fragment N-terminal, ou la YFP pour le fragment C-
terminal (277). Au total, 832 génes ont été sélectionnés comme étant susceptibles d'avoir un impact

sur le métabolisme de I'APP, dont 8 étaient associés au risque de MA.

b. L’HCS pour I’étude de la pathologie Tau

D’autres études HCS se sont quant a elles attachées a identifier les génes impliqués dans la
pathologie Tau. Les chercheurs se sont basés sur différents modeles de lignées cellulaires comme des
cellules issues de neuroblastome surexprimant I'isoforme de la protéine Tau humaine (349,350), et
ont ainsi pu identifier plusieurs kinases impliquées dans I’hyperphosphorylation de Tau associée a la
MA. Des modeles plus complexes sur-exprimant le domaine pro-agrégant de la protéine Tau ont
également été développés dans le but d’identifier les facteurs responsables de |'agrégation intra-
cellulaire de la protéine Tau (351). D’autres chercheurs ont quant a eux utilisé une construction
génétique ol les compartiments N- et C-terminaux non fluorescents de la protéine Venus sont
fusionnés a la protéine Tau et co-exprimés dans une cellule. La fluorescence de Venus n’apparait que
lorsque la protéine Tau s'assemble, témoignant de I'agrégation de la protéine (339). Différents groupes
ont développé des modeles cellulaires de neurones dérivés d'iPSCs pour le criblage de candidats-
médicaments capables de contrecarrer la pathologie Tau. Une étude a notamment évalué I'impact de
composés sur l'agrégation de Tau par des méthodes HCS combinée avec la technique d’Alpha-LISA
(352). D’autres ont cherché a identifier des molécules capable de diminuer son expression dans des
neurones humains induits (353), ou la phosphorylation de la protéine Tau (354,355). Kant et al ont
notamment réalisé le criblage de plus de 1684 composés dans un modele de neurones humains dérivés
d’iPSCs de patients porteurs de formes familiales de MA, et identifié six composés susceptibles de

réduire I'accumulation de Tau phosphorylée dans ce modéle (355).

c. L’HCS pour I’étude des synapses

La perte des synapses est percue comme I'un des éléments centraux dans la physiopathologie
de la MA et se trouve étre le parametre le plus fortement corrélé au déclin cognitif (197). Plusieurs

études a haut-contenu ont ainsi cherché a identifier les facteurs déterminant la connectivité
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synaptique, la formation et le maintien des synapses. Différents types de marqueurs peuvent étre
envisagés afin d’apprécier la connectivité neuronale, allant de la simple visualisation de la morphologie
des neurites par un marquage du cytosquelette, aux analyses plus fines cherchant a distinguer les
compartiments pré- et postsynaptiques (356) (Figure 19). L'ensemble de ces paramétres sont autant

d’enjeux dans le développement de I'analyse de la densité synaptique par I'approche HCS.

i. Etude des neurites

La morphologie des neurones est étroitement liée a leurs fonctions, c’est pourquoi I'étude du
nombre et de la taille des neurites permet d’estimer la connectivité des neurones. Plusieurs types de
modeles cellulaires ont ainsi pu étre utilisés pour évaluer ce phénotype en HCS : des lignées SH-SY5Y
différenciées (357—-360), des cultures primaires de neurones de rats ou de souris (361,362), ou encore
des neurones humains issus d’iPSCs (363-366). Les neurites, mises en évidence par
I'immunomarquage de la protéine MAP2, peuvent étre analysées au travers de leurs longueurs, de

leurs nombre de points de ramification, ou de la densité du réseau neuronal (356).

ii. Etude de la densité synaptique

Les propriétés des synapses, telles que leurs nombres et leurs localisations, peuvent
également affecter la fonction neuronale globale. Des chercheurs ont ainsi pu mettre en évidence le
role de plusieurs genes dans le développement des synapses, en étudiant la colocalisation des
protéines Synapsine et PSD95 dans des neurites marqués par la GFP (367). Dans des cultures primaires
de neurones, la mesure de multiples phénotypes tels que le nombre, I'aire, et la forme des synapses
excitatrices et inhibitrices, mise en évidence respectivement par I'immunomarquage des protéines
Synapsin-1 et Gephyrin, a également permis d’identifier de nouveaux genes impliqués dans la
régulation de la synaptogénése (368). Les modeéles développés dans ces deux études avaient
cependant pour limite I'utilisation de cultures cellulaires d’un format classique (lamelle en verre ou
plague 96-puits, et non plaque 384-puits), ce qui diminue considérablement la rapidité d’analyse et la
capacité de cribler de larges banques. Plus récemment, des modeles plus pertinents de neurones
dérivés d’iPSCs ont également été adaptés a I'étude du phénotype synaptique par approches a haut-
contenu (369). Cette étude a néanmoins pour défaut de n’étudier la densité synaptique qu’a travers
le marquage unique d’une protéine présynaptique (la Synapsine), or ce type de marquage possede une

sensibilité limitée due au risque de marquage de synapses immatures ou non-fonctionnelles.
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Figure 19 : Imagerie HCS pour I’étude de la connectivité neuronale. Différents types de marquages et
de mesures peuvent étre envisagés afin d’apprécier la connectivité neuronale. A. Mesure de la
morphologie et de la complexité des neurites par marquage du cytosquelette. B. Mesure de la
densité d’un marqueur unique pré- ou post-synaptique. C. Mesure de la densité de synapse par
étude de la co-localisation entre un marqueur pré- et un marqueur post-synaptique. Cette derniére
méthode représente la technique de marquage et de quantification la plus précise. (356)

De nombreux modeles de criblages cellulaires permettent ainsi d’évaluer de maniere rapide
et automatisée, I'impact de multiples composés sur les phénotypes caractéristiques de la MA telles la
pathologie amyloide, la pathologie Tau, ou la perte synaptique. Ces différentes approches pourraient
notamment étre mises a profit pour identifier les génes réellement responsables de I'association avec
le risque de développer la MA au sein des loci identifiés par les GWAS, ainsi que pour évaluer la fonction

de ces genes dans différents processus physiopathologiques de la MA.
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PARTIE 8 : RECHERCHE DES VARIANTS FONCTIONNELS DANS LES LOCI ASSOCIES AU RISQUE DE
MALADIE D’ALZHEIMER

Si I""objectif initial des études d'association pangénomiques est d'identifier les genes associés
au risque de développer la pathologie, il s’agit ensuite de déterminer les variants fonctionnels
responsables des associations observées, ainsi que les mécanismes biologiques par lesquels ils
interviennent dans le développement de la maladie. En reliant les variants fonctionnels et les génes
cibles aux phénotypes moléculaires, cellulaires et pathophysiologiques de la maladie, la recherche
génétique permet d’aider la médecine a élaborer des stratégies plus efficaces de prévention et de
traitement des maladies. Les analyses post-GWAS visant a mieux comprendre I'implication des génes
dans ['étiologie de la MA permettent en effet I'identification de nouvelles potentielles cibles
thérapeutiques et d’envisager la possibilité d’une prise en charge adaptée au patrimoine génétique de
I'individu. Cependant, bien que des milliers de variants modulant le risque de MA aient été identifiés
par les études d’association pangénomiques, les mécanismes moléculaires par lesquels ils agissent
sont encore largement méconnus. Les analyses post-GWAS visent a identifier les variants génétiques
causaux de la MA au sein de ces génes, en se basant sur différentes approches en fonction de Ila

localisation des variants associés au risque.

1) Analyse des variants codants

Les variants génétiques non-synonymes des régions codantes peuvent modifier la séquence
d'acides aminés de la protéine. Parmi ceux-ci, les variants non-sens entrainant I'apparition d’un codon
stop prématuré sont généralement considérés comme a I’origine d’une perte de fonction. lls peuvent
en effet conduire a une élimination des transcrits aberrants par le Non-sens mRNA Mediated Decay
(NMD) et/ou a la formation de protéines tronquées, trés probablement dysfonctionnelles. Les effets
des variants faux-sens, qui entrainent la substitution d’'un acide aminé par un autre, sont quant a eux
plus difficiles a évaluer. lls peuvent affecter non seulement le repliement de la protéine et sa stabilité,
mais aussi son expression, son adressage cellulaire, son activité, ou son affinité de liaison (370).
L'impact de ces variants faux-sens peuvent aller de I'absence d'effet sur la fonction de la protéine a un
dysfonctionnement significatif, mais peut également renforcer la fonction initiale de la protéine voire
méme conduire a I'acquisition d'une nouvelle fonction. Etant donné que la structure tridimensionnelle
d'une protéine détermine sa fonction, une variété d’outils in silico permettent de prédire la
pathogénicité des variants faux-sens, tels que Polyphen2 ou SIFT (371,372). Ces algorithmes de
prédiction in silico sont parfois intégrés au sein d’'un méme outil de prédiction, comme VEP (Variant
Effect Predictor), qui permet un gain de temps lorsque de nombreux variants sont identifiés dans le
locus d’intérét et permet de prioriser les variants pour lesquels les prédictions données par les

différents algorithmes convergent. Si les logiciels de prédiction bioinformatiques suggerent un effet
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fonctionnel du ou des variant(s) en question, il convient ensuite de confirmer cette prédiction par la
mise au point d’un essai biologique adapté a I'évaluation de la fonction de la protéine codée par le
géne d’intérét dans des cellules porteuses ou non du variant suspecté pour étre fonctionnel. Dans le
cadre de la MA, ce type d’approche a notamment été utilisée pour caractériser les conséquences
fonctionnelles de variants non-synonymes R47H de TREM2 et P522R de PLCG2.

Pour identifier I'impact de la mutation R47H associé a un risque augmenté de MA sur la
fonction de la protéine TREM2, les chercheurs ont sur-exprimé le gene TREMZ2 porteur ou non du
variant dans une lignée cellulaire HEK293 et une lignée cellulaire de microglie murine (373). La
présence du variant R47H était associé a une diminution de la sécrétion de TREM2 soluble, suggérant
que TREM2 muté était retenu dans la cellule. Le mutant TREM2 R47H a également montré une
expression réduite dans la fraction membranaire des cellules microgliales, et a été associé a une

altération de la phagocytose dans ces cellules.

Le variant génétique P522R du gene PLCG2 a quant a lui était associé a une diminution du
risque de MA (259). PLCG2 catalyse I'hydrolyse du PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en
DAG (diacyl-glycerol) et en IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate), ensuite dégradé en IP1 (inositol 1-
phosphate), et conduit a une augmentation du calcium intra-cellulaire. Pour déterminer I'effet du
variant sur la fonction enzymatique de la protéine, les chercheurs ont utilisé des cellules COS7 et
HEK293 surexprimant la version sauvage ou mutée de PLCG2 (374). En quantifiant la production d’IP3
par un essai radio-actif, la quantité d’'IP1 par dosage ELISA, et les variations de calcium intra-cellulaire
visualisés par le FURA-2-AM, ils ont ainsi pu montrer un effet hypermorphe de la mutation P522R sur

la fonction de I'enzyme PLCG2.

1)} Analyse des variants non-codants

De par son effet fonctionnel probable, I'identification d’un variant non-synonyme associé au
risque de développer la MA encourage son étude approfondie par des analyses in silico et in vitro.
Cependant, la majorité des variants identifiés par les GWAS sont localisés en dehors des régions
codantes pour les protéines, ce qui indique que le mécanisme sous-jacent est trés probablement une
régulation d’expression génique. Les variants régulateurs peuvent avoir des effets modestes qui
pourraient modifier la fonction des genes de maniere plus subtile par de multiples mécanismes
impliguant notamment |'épissage de I'ARN, la liaison de facteurs de transcription, la méthylation de

I'ADN et le recrutement de micro-ARNs.

Une autre difficulté, inhérente a la caractérisation des variants fonctionnels, est que la plupart
des associations identifiées font partie d'une large région de variants corrélés entre eux. En effet, les

variants proches les uns des autres peuvent étre en fort déséquilibre de liaison (DL), c’est-a-dire qu’ils
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sont génétiquement liés et systématique co-transmis de génération en génération. Le variant causal
peut ainsi se trouver n'importe ou dans le bloc de DL qui peut s'étendre sur plus de 100 kb et contenir
plus de 1 000 variants (375). Toutefois, des projets de séquencage a grande échelle tels que les projets
International HapMap, 1000 Genomes, ou TOPMed ont largement caractérisé le génome de
nombreuses populations, ce qui a permis une meilleure définition de ces blocs et I'amélioration de la

résolution des signaux GWAS (255,376-378).

Afin de prioriser les variants potentiellement fonctionnels au sein des loci associés a la MA
dans les études d’association pangénomiques, plusieurs méthodes ont été développées. Elles
integrent (i) des analyses statistiques permettant une cartographie fine des variants potentiellement
fonctionnels, (ii) des méthodes permettant de mettre en évidence un enrichissement en éléments
fonctionnels dans les séquences génomiques encadrant les variants génétiques associés, et (iii) des
analyses de co-localisation qui se basent sur I’'hypothese qu’un signal GWAS qui colocalise avec un trait
moléculaire quantitatif (QTL) est probablement fonctionnel (Figure 20). La hiérarchisation des variants
localisés dans les régions associées au risque de MA est essentielle pour permettre la conversion des
associations statistiques en genes cibles, et fournir des hypothéses reliant les signaux GWAS a la

physiopathologie de la maladie.

a. Priorisation des variants par analyses statistiques

Classiquement, les résultats d’'une GWAS sont présentés sous forme d’un Manhattan Plot qui
permet de représenter les associations observées pour tous les variants génétiques testés (représentés
par des points) selon leur position le long des 23 chromosomes (représentés par les chiffres sur I'axe
des abscisses). Les niveaux d’association sont exprimés sur I'axe des ordonnées en indiquant les p-
valeurs exprimées en logarithmique négative. Le plus souvent, une association est jugée significative
au seuil de 5x10°2 (soit -LogP>8), c’est-a-dire le seuil retenu aprés correction pour tests multiples (i.e,
p=0,05/nombre de variants génotypés). Puis chaque région du génome présentant une association
significative est visualisée en détails par un Locus Zoom afin d'identifier les genes de la région, et
analyser la structure du DL local estimée par le r2. Comme les variants en fort DL font présenter une
méme significativité pour ces tests d’association avec le risque de développer la maladie, des
méthodes supplémentaires sont nécessaires pour distinguer parmi eux, les variants probablement

fonctionnels. Un certain nombre de méthodes ont été mises au point pour prioriser ces variants.

Afin de limite le nombre de variant candidats potentiellement fonctionnels, une premiere
approche consiste a considérer tous les variants dépassant un certain seuil de déséquilibre de liaison
avec le variant le plus significativement associé au risque de maladie, appelé variant sentinelle, comme

potentiellement causaux. D’autres analyses statistiques, les analyses conditionnelles Bayésiennes,
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permettent d’évaluer le nombre de signaux indépendants au sein d’un locus associé a la maladie. Ces
analyses consistent a tester une nouvelle fois I'association de chaque variant du locus avec la maladie
par régression logistique aprés ajustement sur le variant sentinelle. Si I’association persiste, le variant
en question peut étre considéré comme un signal indépendant et donc d’intérét potentiel pour les

analyses fonctionnelles.

A l'aide de ces méthodes, les régions identifiées par les études GWAS peuvent étre affinées a

un nombre réduit de variants.

b. Priorisation des variants localisés dans des régions annotées comme fonctionnelles

La deuxieme étape consiste a prioriser les variants associés de facon indépendante au risque
de MA sur la base des annotations fonctionnelles du génome obtenues grace au développement des
techniques de séquencage. Les projets axés sur la compréhension de la fonction du génome non-
codant ont débuté principalement avec le projet ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), qui agrége
des informations sur la méthylation de I’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones, sur
la liaison des facteurs de transcription, ou encore sur les sites d’hypersensibilité a la DNAse (DHS ou
DNase I-hypersensitive site), fournies par des analyses de ChiP-seq, DNAse-seq, et ATAC-seq dans de
nombreux types cellulaires (379). Deux consortiums ultérieurs, le FANTOMS5 et le NIH Roadmap
Epigenomics Consortium, ont également participé a cette initiative. FANTOMS5 a permis de dresser des
cartes des transcrits, des facteurs de transcription, des promoteurs et des enhancers dans différents
types de cellules (380). Le NIH Road-map Epigenomics Consortium s'est quant a lui concentré sur la
cartographie de la méthylation de I'ADN, des modifications des histones et de I'accessibilité de la

chromatine (381).

Ces différentes informations permettent de mettre en évidence les régions
transcriptionnellement actives du génome, et on peut s'attendre a ce que les variants génétiques
situés dans ces éléments fonctionnels soient plus susceptibles de perturber I'expression de ces génes.
De nombreux outils permettent d'annoter facilement les variants génétiques en fonction de leur
localisation génomique et de leurs conséquences fonctionnelles potentielles. Ces approches
complétent les techniques statistiques décrites ci-dessus, car elles apportent des sources
d'information indépendantes sur ce que chaque variant est susceptible de provoquer sur le plan
biologique, plut6t que sur la solidité des preuves génétiques. Les outils Variant Effect Predictor (VEP)
d'Ensembl et ANNOVAR peuvent tous deux étre facilement intégrés dans des pipelines d'analyse et
présentent I'avantage d’agréger les annotations fonctionnelles provenant de différentes bases de

données (382,383).
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Il est également possible de combiner ces annotions fonctionnelles avec d’autres données
basées notamment sur la conservation évolutive du génome. En effet, les régions génomiques les plus
conservées au cours de I'évolution sont celles qui sont probablement le plus soumises a des
contraintes fonctionnelles. L'inclusion des données de conservation permet donc de classer les
variants sur la base de la contrainte évolutive. Les outils in silico d’annotation des variants ou de
prédiction fonctionnelle qui incluent ce type d’analyses sont par exemple ANNOVAR et HaploReg
(383,384). De puissants modeles d’apprentissage informatique tels que genome-wide annotation of
variants (GWAVA) (385), combined annotation-dependent depletion (CADD) (386), et DeepSEA (387)
integrent a la fois des données fonctionnelles et des données de conservation pour constituer des
algorithmes de prédiction de la fonctionnalité des variants non-codants. Certains de ces outils ont été
utilisés afin de hiérarchiser les variants pathogénes associés a la MA par I'attribution d’un score et ainsi
de sélectionner les variants potentiellement fonctionnels pour des analyses in vitro ou in vivo dans des

modeles adaptés (388).

c. Priorisation des variants par analyses de co-localisation des traits moléculaires
quantitatifs (QTL)

Les approches de profilage -omiques peuvent étre utilisées pour étudier les bases génétiques
de la variation de phénotypes ou traits moléculaires. Dans ces analyses, le locus génomique sous-jacent
a la variation du trait mesuré est appelé locus de trait quantitatif ou QTL. Ces études menées chez
I'homme a des niveaux moléculaires ont considérablement accru nos connaissances sur les
conséquences fonctionnelles des variants génétiques. L'essor des analyses génomiques,
transcriptomiques et protéomiques a donné lieu a des dizaines d'études de cartographie des profils
d’expression des genes (eQTL), des protéines (pQTL), des métabolites (mQTL), de la méthylation de
I'ADN (mQTL), ou encore de |'épissage des exons (sQTL) au sein de multiples types cellulaires (389).

L'analyse de colocalisation consiste a identifier si deux jeux de données d’association
partagent un ou plusieurs variants génétiques causaux. Ici, on cherche a identifier les variants
génétiques associés au risque de MA qui sont colocalisés avec les variants considérés comme QTL,
c’est-a-dire dont le génotype est associé a un trait moléculaire, qu’il s’agisse d’un transcrit, d’une
protéine, d’'un métabolite ou d’'une modification épigénétique. Pour chaque variant, il est ainsi possible
de calculer une probabilité postérieure de causalité (PIP pour Posterior Inclusion Probability) qui,
lorsqu’elle est significative, indique que le variant considéré est un variant causal commun aux deux
jeux de données d’association (i.e. GWAS et QTL).

i. eQTL
Les loci génomiques qui sous-tendent la variation de I'expression des genes, aussi appelés loci

de traits quantitatifs d'expression (eQTL), peuvent fournir des informations fonctionnelles cruciales.

85



Sur la base de la distance physique entre I'eQTL et le géene affecté, I'eQTL peut étre classé comme cis-
eQTL ou trans-eQTL. Un cis-eQTL se rapporte a un variant influencant I'expression d'un gene qui se
trouve a proximité, tandis que les trans-eQTL sont des paires variant-géne qui sont plus éloignés I'un
de l'autre, pouvant parfois méme se trouver sur des chromosomes différents. Les trans-eQTL peuvent
affecter des genes qui n'avaient pas été identifiés auparavant par les GWAS et leurs études revét un
intérét important pour déterminer les voies moléculaires reliant un variant génétique a I’'expression

d’un géne, et potentiellement a la physiopathologie d’une maladie.

ii. pQTL et mQTL

Les études eQTL se sont révélées tres utiles en génomique fonctionnelle, mais pour obtenir
une image compléte des processus cellulaires impliqués, il faut utiliser d’autres approches -omiques,
et évaluer I'impact potentiel des variants au niveau des protéines et des métabolites. En effet, il existe
plusieurs autres mécanismes par lesquels un variant fonctionnel pourrait influencer le risque de
maladie notamment par le biais d'effets sur la traduction ou la stabilité de la protéine, sans effet sur
I'ARNm. Jusqu'a 1/3 des variants qui sont associés a des modulations aux niveaux de protéines (pQTL),
n’influence pas les niveaux d'ARNm de ces méme genes (390). Avec le développement des
technologies a haut débit, comme la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de
masse, un nombre croissant de protéines et de métabolites peuvent étre quantifiés. L'étude de I'effet
de variants génétiques a de multiples niveaux moléculaires permet de fournir une vue d'ensemble des

effets des variants génétiques associés a la maladie.

iii. Une régulation tissu-spécifique

Les variants génétiques peuvent réguler I'expression des genes de maniere différente en
fonction du type de cellule, du tissu, et de I'environnement. Bien que la plupart des cis-eQTLs montrent
une association concordante entre différents échantillons, une certaine proportions de variants exerce
un effet spécifique en fonction du type cellulaire (391). Le programme Genotype-Tissue Expression
(GTEx) du Broad Institute vise a créer un atlas public complet de I'expression et de la régulation des
génes dans de multiples tissus humains (392). Il est également possible de consulter plus
spécifiguement les banques d’expression d’ARNm dans les cerveaux des patients atteints de MA
disponibles sur le portail AMP-AD knowledge pour savoir si un géne localisé a proximité ou a distance
d’un variant associé au risque présente une expression différente entre cerveaux sains et cerveaux
atteints de MA (393). Ces études sont néanmoins limitées par le fait que certains types de tissus,
comme le tissu cérébral, sont difficiles a obtenir, ce qui complique I'obtention d’'un nombre

représentatif d’échantillons porteurs des variants génétiques d’intérét.
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iv. Les études TWAS

Un autre moyen d'obtenir des informations sur les traits quantitatifs complexes consiste a
tester directement I'association entre un variant et I'expression des génes, c'est-a-dire a identifier les
génes qui sont exprimés a un niveau significativement différent chez les cas par rapport aux témoins
dans les types de cellules liés a la maladie. Néanmoins, la réalisation de telles études est en pratique
limitée par la nécessité de disposer du profil d’expression génique de tissus ou cellules provenant de
centaines de milliers d’individus atteints ou non de la MA. Il est néanmoins possible de prédire les
profils d'expression génique spécifiques a un type de cellule sur la base des génotypes (389). Les études
d'association a I'échelle du transcriptome (TWAS) exploitent les informations des catalogues GWAS et
eQTL pour prédire le transcriptome des cas et des témoins, ce qui permet d'associer directement les

variants génétiques et I'expression des génes.

Les TWAS utilisent des cartes eQTL spécifiques aux tissus comme ensembles de données de
référence pour constituer des modeles prédictifs qui utilisent le génotype d'un individu comme donnée
d'entrée et estiment le niveau d’expression des genes pour chaque génotype comme données de
sortie. Comme les TWAS associent directement les variants a I'expression des geénes, elles ont
I’avantage de mettre en évidence la direction des effets, et permettent de déterminer si le variant est

responsable d’une diminution d’expression d’un gene, ou de son augmentation.
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A. Liste de variants associés a la maladie B. Priorisation des variants par analyse :
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Figure 20: L’étude des variants non-codants. A. Représentation des variants identifiés comme
associés au risque de maladie par les études GWAS sous forme de Manhattan plot. B. Méthodes de
priorisation des variants non-codants. Ces méthodes integrent (i) des analyses statistiques
permettant une cartographie fine des variants potentiellement fonctionnels, notamment par les
méthodes Bayésienne (ii) des méthodes permettant de mettre évidence un enrichissement en
annotations fonctionnelles dans les séquences génomiques des variants et (iii) des analyses de co-
localisation qui se basent sur I’hypothése qu’un signal GWAS qui colocalise avec un trait moléculaire
guantitatif (QTL) est probablement fonctionnel (394).

Ces analyses eQTL et TWAS permettent d’identifier les variants génétiques modulant
I’'expression d’un gene. Cependant, elles ne suffisent pas a comprendre la chaine compléete

d’événements.

d. Comment le variant génétique influence-t-il I’expression génique ?
Un variant peut conduire a influencer I'expression génique par de multiples mécanismes, par
exemple en modifiant la méthylation de I’ADN, I'épissage d’un transcrit, la fixation d’un facteur de

transcription, ou la fixation de micro-ARNSs.

Les analyses mQTL permettent d’étudier la corrélation entre un variant génétique et la
méthylation de I'ADN. L'épissage de I'ARNm peut également étre régulé par des variants présents dans
les sites donneurs, accepteurs ou régulateurs d’épissage, introniques ou exoniques, et les études sQTL
peuvent permettre d’identifier les variants responsables d’un épissage alternatif influengant en aval,
la diversité qualitative des protéines produites dans un type cellulaire donné. Lorsqu’un variant
génétique associé a la MA est ainsi suspecté d’influencer I'épissage d’un transcrit, cette hypothése

peut étre explorée expérimentalement par des expériences in vitro de minigénes rapporteurs.
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Les études ChlIP-Seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing), qui permettent I’étude des
interactions ADN/protéine a I’échelle du génome, ont quant a elle permis de dresser une carte des
régions transcriptionnellement actives caractérisée par la présence de modifications post-
traductionnelle des histones, ainsi que de définir les différents sites de liaison de I’ADN pour les
facteurs de transcription. En consultant les bases de données ChlIP-Seq fournies dans ENCODE,
Roadmap ou FANTOM, il est ainsi possible de déterminer si le variant génétique se situe dans une
région régulatrice de I'expression des genes. De plus, certains outils de prédiction bioinformatiques
permettent d’évaluer, in silico, le potentiel des variants génétiques a modifier la fixation de facteurs
de transcription via I'analyse de motifs. Ce type d’analyse se base sur des modeles de motifs de fixation
des facteurs de transcription observés de facon expérimentale, et permet ainsi d’évaluer la capacité

d’un variant a fixer un facteur de transcription de fagon différentielle selon les alléles.

Plus récemment, la mise a disposition de données de capture de la conformation de la
chromatine a I'échelle du génome (HiC) permet également d’analyser si la séquence génomique
encadrant le variant d’intérét interagit physiguement avec une autre région génomique localisée a
distance. Ces données ont notamment été intégrées a |'algorithme de prédiction fonctionnelle nommé

GWAS3D.

Pour finir, les variants peuvent moduler la fixation des micro-ARNs. Plusieurs études ont
montré que les micro-ARNs exprimés dans le systéme nerveux central jouaient un réle important dans
la différenciation neuronale et la plasticité synaptique (395). De plus, on sait qu’il existe une
dérégulation des micro-ARNs dans les cerveaux des patients atteints de MA, et que cette dérégulation
est fortement corrélée a la densité des plaques amyloides des tissus adjacents (396). Les micro-ARNs
ciblent les ARNm en reconnaissant leurs séquences complémentaires dans les 3'UTR. Les variants
peuvent affecter les fonctions répressives des micro-ARNs en modifiant la séquence complémentaire
des ARNm cibles. L'influence des variants sur la liaison des micro-ARNs peut étre prédite a I'aide de
différents outils bioinformatiques tels que miRNASNP (397) et mrSNP (398). Dans ce contexte, une
étude in silico systématique de la régulation par les micro-ARNs des génes identifiés par GWAS a été
menée au laboratoire. Plus particulierement, cette analyse a cherché a identifier dans les 3’"UTR de ces
génes, des variants associés au risque de développer la MA capables de modifier la fixation de micro-
ARNSs (399). Les analyses réalisées ont ainsi permis de mettre en évidence I'impact potentiel du variant
génétique rs7143400 situé dans la région 3’UTR du géne FERMT2. Ce variant, qui consiste en la
substitution d’une guanine (G) par une thymine (T), est associé a un risque augmenté de développer

la MA (OR=1.09 [1.04-1.15]), et crée un site de liaison parfait pour le micro-ARN 4504 (miR-4504).
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) Validation expérimentale de la fonctionnalité des variants

Les analyse in silico des variants associés a la maladie décrites précédemment permettent de
faire des hypothéses quant a la fonctionnalité de ces variants. Néanmoins, la validation expérimentale
in vitro/vivo reste nécessaire pour démontrer la réalité de ces mécanismes et établir une relation de

cause a effet entre les variants et la maladie (400).

a. Etudes de l'interaction géne-facteur de transcription, et géne-géne

Comme mentionné ci-dessus, la grande majorité des variants GWAS non codants sont situés
dans les éléments fonctionnels qui sont souvent occupés par des facteurs de transcriptions, et peuvent
réguler des génes a grande distance par I'intermédiaire de boucles chromatiniennes. Des techniques
classiques de biologie moléculaire telles que retards sur gels (Electrophoretic Mobility Shift Assays ou
EMSA) ou l'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) sont ainsi largement utilisées pour évaluer
les effets des variants génétiques sur la fixation de facteurs de transcription. Les techniques de capture
de la conformation de la chromatine permettant d’étudier I'interaction physique entre 2 séquences
génomiques (3C) permettent quant a elles d’étudier I'effet potentiel d’un variant sur I'expression d’un
géne situé a distance. Ainsi, la mise en évidence par 3C d’un contact physique entre un élément
régulateur distal porteur d’'un variant génétique et un promoteur, peut étre considérée comme un
argument en faveur d’une fonction régulatrice de la séquence contenant le variant d’intérét, cette

fonction régulatrice étant susceptible de varier selon les alléles.

b. Analyses de génes rapporteurs luciférase

Les analyses de genes rapporteurs offrent quant a elles la possibilité de mesurer directement
I'effet fonctionnel d'un variant sur le niveau d'expression génique. Elles consistent a cloner la séquence
régulatrice contenant le variant d’intérét en amont d'un promoteur et d’un gene rapporteur luciférase
dans des plasmides qui seront ensuite transfectés dans des cellules eucaryotes, et a comparer
I’expression du géne rapporteur dans les cellules exprimant la version mutée du plasmide par rapport
a celles exprimant la version sauvage correspondante. Etant donné que certains éléments régulateurs
sont spécifiques a un type cellulaire, il convient de préter attention aux choix du modele dans lequel
les variants d’intérét sont testés. Les prédictions in silico détaillées précédemment peuvent suggérer
le type de cellule dans lequel un variant peut exercer un effet régulateur, et aider au choix du modele

cellulaire approprié.

Plutot que de tester I'effet de chaque variant associé a la MA un a un par des analyses de génes
rapporteurs individuelles, plusieurs groupes ont mis au point des essais MPRA (Massively Parallel
Reporter Assays), dans lesquels des milliers de variants peuvent étre testés en une seule expérience

(401). Brievement, les MPRA consistent a cloner en masse des dizaines voire des centaines de milliers
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de séquences régulatrices candidates porteuses de variants d’expression associés au risque de
maladie. Les MPRA utilisent le séquencage de nouvelle génération, pour mesurer simultanément
I’expression de ces milliers de constructions de génes rapporteurs dans le méme échantillon. L'élément
régulateur porteur du variant d’intérét est incorporé dans la région non traduite d'un gene rapporteur
porteur d’un code barre oligonucléotidique, et I'expression du gene rapporteur avec son code barre
est ensuite mesurée par RNAseq. L'ADN du vecteur est également séquencé et l'activité de chaque
variant est alors exprimée sous la forme du rapport ARN/ADN. Des études MPRA ont notamment
permis d’évaluer I'effet de 5706 variants sur I'expression des genes, et d’identifier 320 variants
fonctionnels au sein de 27 génes associés a la MA (402). La plupart des études MPRA sont réalisées
dans des cultures de lignées cellulaires, mais certains chercheurs sont parvenus a le transposer a des
modeles murins. Par exemple, une librairie de MPRA a été intégrée avec succes dans un vecteur AAV9
capable d'une transduction neuronale efficace, et les activités d'environ 3500 éléments cis-régulateurs

ont été évaluées dans le cortex cérébral de souris (403).

L'analyse de I’expression d'un géne rapporteur luciférase est une méthode relativement
simple et rapide a mettre en place, mais cette construction synthétique exogene ne rend pas compte
de la complexité des mécanismes cellulaires impliqués dans la régulation de I'expression génique.

Ainsi, il reste essentiel de pouvoir confirmer I'impact des variant sur I'expression endogéne du géne.

c. Etude de I'impact de la régulation du géne par le variant sur les phénotypes
associés a la MA

Plusieurs études ont cherché a établir un lien fonctionnel entre les niveaux d'expression du
géne causal et les phénotypes liés a la maladie, mais bon nombre de ces études reposent sur des
approches de surexpression, ou d’inactivation compléte d’un gene. Les techniques d’éditions du
génome par CRISPR/Cas9 permettent quant a elle d’introduire directement le variant d’intérét au sein
du génome de la cellule, et d’entrainer des modifications d’expression du gene plus subtiles et plus
physiologiques. Elle est ainsi devenue I'approche la mieux appropriée pour déterminer les effets

phénotypiques des modifications de I'expression de génes spécifiques d’un allele.

i. Latechnologie CRISPR-Cas9

Le systéme CRISPR/Cas9 se compose de deux éléments : (i) la nucléase Cas9, et (ii) 'ARN guide
(Figure 21). Ce dernier est lui-méme constitué d’un crRNA (crispr RNA) constitué de 20 bases
complémentaires a la cible génomique a éditer, reliées par une boucle a un tracRNA (trans-activating
crRNA) dont la structure tertiaire en double brin permet la liaison a la Cas9. La technologie CRISPR/Cas9
est une méthode d’ingénierie génétique qui permet de modifier et d’éditer le génome avec une grande

précision (404). L’endonucléase Cas9 est amenée par I’ARN guide jusqu’a sa cible, et reconnait tout
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d’abord une séquence spécifique de 3 nucléotides NGG (nucléotide-guanine-guanine) appelée
protospacer adjacent motif (PAM), puis se lie a I’ADN par I'intermédiaire de ’ARN guide. L'exigence
d'une séquence PAM limite largement les régions génomiques pouvant étre ciblées par les systémes
CRISPR/Cas9. Afin d'élargir le champ des régions génomiques ciblées, les chercheurs ont congu de
nouvelles protéines Cas de maniére a ce qu'elles puissent reconnaitre un panel de PAM plus large. La
protéine Cas9 induit ensuite une cassure double brin trois bases en amont du PAM. En présence d’une
séquence d’ADN donneur, cette séquence pourra étre réparée par recombinaison homologue
(homology directed repair ou HDR). La recombinaison homologue est un mécanisme de réparation
endogene fidele, permettant I'échange de fragments d’ADN entre des doubles brins possédant des
séquences identiques. L'apport d’'un ADN donneur porteur, soit de I'alléle fréquent, soit de 'alléle a
risque, permettra d’obtenir des cellules éditées isogéniques ne différant que pour les génotypes d’un

variant d’intérét.
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Figure 21 : Edition du génome par CRISPR/Cas9. L’ARN guide composé d’un crRNA et d’un tracRNA
s’associe avec la nucléase Cas9 et entraine une cassure double-brin de la séquence génomique
complémentaire a I’ARN guide. En présence d’'un ADN donneur, cette cassure peut étre réparée par
recombinaison homologue et conduire a I'édition précise du génome (405).
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Malgré de nombreuses applications potentielles en génétique fonctionnelle, les outils
d'édition du génome CRISPR/Cas ont encore leurs limites (394). Tout d'abord, I'efficacité de I'édition
du génome dépend fortement d'une multitude de facteurs, dont le type cellulaire et la méthode de
transfection/transduction des éléments du systéme CRISPR/Cas. De plus, lorsque le systeéme CRISPR
reconnait des séquences homologues a la séquence cible, des mutations hors-cible peuvent se

produire.

La production par technologie CRISPR Cas9 de lignées cellulaires isogéniques ne différant que
pour les alleles d’un variant d’intérét permet d’étudier de maniere directe I'impact de variants sur
I’expression endogéne du géne associé, et sur différents phénotypes associés a la MA. Cette approche
peut s’appliquer facilement aux lignées cellulaires cancéreuses ou immortalisées, mais ce modele ne
s’avere pas trés représentatif de la physiopathologie humaine. Les cultures primaires de cellules sont
plus pertinentes mais leur difficulté de transduction, et leur impossibilité a s’expandre constituent des
limites importantes. Les iPSCs, qui peuvent étre différenciées en divers types cellulaires, constituent
ainsi un modele de choix pour étudier les conséquences moléculaires des variants génétiques et
évaluer leurs impacts sur des phénotypes cellulaires en lien avec la MA. De nombreuses études ont
intégré les technologies d'édition du génome aux études basées sur les iPSCs afin d'étudier les

fonctions des variants et des genes dans la MA (406).

ii. L’édition par CRISPR/Cas9 de cellules iPSCs pour I’étude des variants
génétiques associés a la MA

Les premiéres études mettant a profit les technologies d’édition du génome par CRISPR/Cas9
et les modeles cellulaires dérivés d’iPSCs ont cherché a caractériser I'impact des mutations
responsables de formes familiales de la MA. En 2016, Paquet et al. ont introduit des mutations de I’APP
et de PSEN1 dans des iPSCs humaines par la technique CRISPR/Cas9 et montré des niveaux plus élevés
d'AB dans les neurones induits mutants par rapport aux controles isogéniques (407). En étudiant un
large panel de plus de 15 mutations familiales de la MA dans les méme deux genes, Kwart et al. ont
mis en évidence un mécanisme commun d’accumulation du fragment B-CTF par I'intermédiaire de
dysfonctions lysosomales (408). Ortiz-Virumbrales et al. ont quant a eux rapporté que les lignées
cellulaires porteuses de la mutation N141I de PSEN2 présentaient une augmentation de I’AP1.40/1-42 €t
une perturbation de I'activité électrique dans des neurones cholinergiques dérivés d'iPSCs, normalisée

apres la correction par CRISPR/Cas9 de la mutation (409).

L'utilisation de modele iPSCs a également pour avantage de permettre I'étude de I'effet des
variants génétiques dans différents types cellulaires. Oksanen et al. ont par exemple étudié I'effet des
mutations du géne PSEN1 dans un modele d’astrocytes dérivés d’iPSCs (410). Les astrocytes porteurs

de la mutation présentaient une production plus importante d’AB, une sécrétion altérée des cytokines,
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et une dyshomeéostasie calcique. En utilisant le méme modele d’iPSCs, Oikari et al. ont quant a eux
étudié l'impact de ces mutations sur la formation de la barriere hémato-encéphalique dans des cellules
endothéliales cérébrales induites (411). Les cellules endothéliales mutantes montraient une

expression anormale des protéines des jonctions serrées et des jonctions adhérentes.

La méme stratégie d’édition du génome de cellules iPSCs a pu étre mise a profit pour étudier
I'effet des variants génétiques des formes sporadiques de MA. Plusieurs chercheurs ont notamment
cherché a caractériser 'effet de I'allele €4 de I'APOE, qui représente le premier facteur de risque
génétique des formes communes de MA. Wadhwani et al. ont étudié I'effet de I'allele €4 dans des
iPSCs provenant de deux patients atteints de la MA, par rapport a 'alléle €3 insérée par CRISPR/Cas9
dans les méme cellules (412). Les cellules €4 présentaient une augmentation de la phosphorylation de
Tau par rapport aux cellules €3, ce qui contribuaient a la dysrégulation du calcium et a la mort cellulaire.
Lin et al. ont quant a eux évalué I'impact de I’alléle €4 dans un modele plus complexe d’organoides 3D,
et ont montré que l'alléle €4 conférait un risque plus important de développer la MA en perturbant la

clairance de I'AB par les astrocytes et les cellules microgliales (413).

L'effet de certains autres variants génétiques identifiés par les études GWAS comme facteurs
de risque génétiques de la MA ont également été évalués dans ces mémes modeles cellulaires. A titre
d’exemples, une étude basée sur un modele d’astrocytes induits a partir d’iPSCs a notamment montré
que l'allele a risque du variant rs11136000 du gene CLU fixait préférentiellement la protéine TDP-43,
augmentant ainsi I'expression de CLU et favorisant I'inflammation (414). Dans des modeles de cellules
microgliales induites a partir d’iPSCs, Cosker et al. ont montré que la présence du variant R47H du gene
TREM2 empéchait la réponse normale de la microglie aux dommages cellulaires, et contribuait a la
progression de la MA (415). Enfin, une étude montre que les cellules microgliales porteuses du variant
protecteur P522R du géne PLCG2 générées par CRISPR/Cas9 possédent une plus grande capacité de
clairance de I'AB (299).

iii. Les avantages de I'utilisation de modéles cellulaires iPSCs pour modéliser la
MA

Les modeles cellulaires issus d’iPSCs offrent I'opportunité unique d’étudier in vitro les cellules
issues de patients atteint de MA, et récapitulent bien les différents aspects de la pathologie. Une étude
a notamment examiné la corrélation de la pathologie de la MA dans des neurones corticaux d'iPSCs,
par rapport aux données cérébrales des mémes patients (416). Les corrélations étaient tres
convaincantes entre les niveaux d’AB provenant du lysat cellulaire des neurones iPSCs et le nombre de
plagues neuritiques observées dans les cerveaux des patients. Il existait également une bonne
corrélation entre les niveaux de protéine Tau phosphorylée produits par les neurones corticaux dérivés

d’iPSCs détectés par I'anticorps AT8 et les niveaux de protéine Tau phosphorylée trouvés dans les
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cerveaux des patients correspondants. En plus des pathologies amyloide et Tau, les modéles d’iPSCs
récapitulent bien les déficits synaptiques et neuronaux retrouvés dans les cerveaux des patients
atteints de MA. Plusieurs études ont fait état d'une diminution de la longueur des neurites et de la
ramification dendritique dans les neurones dérivés d’iPSCs issus de malades (417). Les neurones issus
d’iPSCs modélisant la MA présentent également une réduction des synapses, et une altération de

I'excitabilité (418,419).

La plupart des études réalisées jusqu'a présent se sont concentrées sur I'étude des neurones
corticaux dans des cultures en 2D. Cependant, au cours des derniéres années, des progrés ont été
réalisés dans la création de systémes plus complexes pour recréer la MA en utilisant des cultures
cellulaires multiples, soit en 2D (co-cultures ou cultures triples), soit en utilisant des organoides
cérébraux cultivés en suspension en 3D (420,421). L'émergence de cultures triples en 2D contenant
des neurones, des astrocytes et de la microglie permet d'obtenir des phénotypes de neurones plus
matures et permet d'étudier les événements liés au systeme immunitaire. Néanmoins, il manque
encore des éléments dans ces cultures, notamment le systeme vasculaire. Les organoides présentent
qguant a eux plusieurs types cellulaires et peuvent s'auto-organiser a partir des progéniteurs résidant

en leur sein. Ces cultures 3D permettent ainsi de mimer la complexité du parenchyme cérébral.

Certaines limites subsistent tout de méme dans le domaine des cultures iPSCs, notamment les
conditions expérimentales longues pour créer des neurones matures et les colts élevés des milieux
qui limitent leur utilisation systématique (417). Malgré cela, les iPSCs restent un excellent modeéle
cellulaire pour appréhender les mécanismes complexes de la MA, et représentent une approche de

choix pour étudier I'impact des variants génétiques associé au risque de développer la maladie.
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OBJECTIFS DE LA THESE

La majorité des formes de MA sont dites sporadiques et résultent de l'interaction entre
facteurs environnementaux et facteurs génétiques. Bien que le principal facteur de risque soit I'age, la
part de risque attribuable aux facteurs génétiques (60%-80%) se montre particulierement importante
pour une maladie multifactorielle (243). Le développement des études d’association pangénomiques,
menées notamment au laboratoire, ont d’ores et déja permis I'identification de nombreux loci associés
au risque de MA (86). La perte synaptique étant I'aspect neuropathologique précoce de la MA le mieux
corrélé au déclin cognitif, I'nypothése que nous nous proposons de tester est que la diminution de
densité synaptique observée au cours du développement de la MA pourrait dépendre, au moins en

partie, de facteurs génétiques.

Pour évaluer au mieux I'impact des déterminants génétiques de la MA sur la perte synaptique,
il est nécessaire de réaliser I'analyse de tous les génes identifiés dans les études GWAS. Or, la validation
fonctionnelle d'un si grand nombre de génes par des approches classiques de biologie cellulaire s’avere
longue et fastidieuse. Le criblage a haut-contenu (HCS), qui permet I'analyse systématique de données
multiparamétriques au niveau cellulaire en combinant les techniques de microscopie a fluorescence
automatisée et d’imagerie quantitative, semble étre une approche adaptée pour répondre a cette
problématique. De plus, méme apres avoir élucidé la fonction des génes associés au risque de MA, il
reste encore a identifier les variants fonctionnels de ces génes, et les mécanismes moléculaires reliant

ceux-ci au développement de la pathologie.

Dans ce contexte, I'objectif principal de mes travaux de these a été de mettre en évidence
I'implication potentielle des génes et des variants associés au risque de MA sur la densité synaptique.
Mes travaux se sont articulés selon trois axes, résumés ci-apres. Dans un premier temps, j’ai développé
une méthodologie de criblage HCS afin d’évaluer I'effet de la sous-expression de génes associés au
risque de MA sur la densité synaptique, par transduction lentivirale d’'une banque de shARNs dans des
cultures primaires de neurones hippocampiques de rats. Ces travaux ont donné lieu a une publication,
intitulée "High-content screening of synaptic density modulators in primary neuronal cultures", dans

la revue Current Protocols in Neuroscience, en tant que premier auteur.

Dans un deuxieme temps, j’ai mis a profit ce modele pour étudier I'impact sur la densité
synaptique, d’une banque de 198 shARNs ciblant les génes associés au risque de développer la MA par
les études GWAS. De maniere surprenante, I'un des genes dont la sous-expression impactait le plus
négativement la densité synaptique était le géne PLCG2, dont la fonction neuronale était jusqu’ici
inconnue. Je me suis donc ensuite attachée a caractériser de maniére plus précise I'impact de ce géne

sur I'activité électrique neuronale, et sur des phénotypes classiquement associés a la MA comme le
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métabolisme de I’APP ou la phosphorylation de Tau, dans un modele de neurones humains issus
d’iPSCs. Ces travaux ont donné lieu a la rédaction d’un article intitulé « Revealing the impact of the
Alzheimer genetic risk factor PLCG2 on synaptic functions and Alzheimer-related pathophysiological

hallmarks », que je signe en co-premier auteur.

Pour finir, un autre criblage HCS évaluant I'impact de I'ensemble des génes (n=18107) sur le
métabolisme de I’APP, mis en place avant mon arrivée au laboratoire, avait permis d’identifier le gene
FERMT2 comme un modulateur potentiel de la pathologie amyloide (277). Tout comme le géne PLCG2,
la sous-expression de FERMT2 par un shARN a montré un impact négatif sur la fonction synaptique et
I'activité électrique neuronale. Or des résultats issus d’analyses bioinformatiques suggéraient que le
variant rs7143400 localisé dans la région 3’UTR du gene pouvait étre associé a une diminution du
risque de développer la maladie par un effet potentiel sur la fixation de micro-ARNs (399). Dans le but
de caractériser le réle fonctionnel du variant rs7143400 de FERMT2, j’ai mis en place une approche
d’édition du génome de cellules HEK293 par CRISPR/Cas9 et évalué I'impact de ce variant sur la
régulation de I'expression du gene par le miR-4504, et sur le métabolisme de I’APP. Ces travaux ont
donné lieu a la publication d’un article original intitulé "Alzheimer's genetic risk factor FERMT2 (Kindlin-
2) controls axonal growth and synaptic plasticity in an APP-dependent manner", dans la revue

Molecular Physchiatry, en tant que deuxieme auteur.

Dans leur globalité, mes travaux de these ont participé a (i) I'identification de plusieurs génes
impliqués dans la perte synaptique observée dans les stades précoces de la MA, et (ii) de mieux
comprendre limplication des variants des genes PLCG2 et FERMT2 dans les mécanismes

physiopathologiques a I'origine de cette maladie.
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RESULTATS

Article 1: HIGH-CONTENT SCREENING OF SYNAPTIC DENSITY MODULATORS IN PRIMARY
NEURONAL CULTURES

Audrey Coulon?, Dolores Siedlecki-Wullich?, Chloé Najdek!, Carla Gelle!, Anne-Marie Ayrall, Florie Demiauttel, Erwan
Lambert!, Alexandre Vandeputte?, Priscille Brodin2, Tiago Mendes?, Jean-Charles Lambert?, Devrim Kilincl, Julie Dumont?,
Julien Chapuis!?3

1Univ. Lille, Inserm, CHU Lille, Institut Pasteur de Lille, U1167 - RID-AGE - Facteurs de risque et déterminants moléculaires des
maladies liées au vieillissement, Lille, France

2Univ. Lille, CNRS, Inserm, CHU Lille, Institut Pasteur de Lille, Center for Infection and Immunity of Lille (CIIL), Lille, France.

3Corresponding author: julien.chapuis@ pasteur-lille.fr

1) Contexte bibliographique et objectifs

La grande majorité des variants génétiques associés a la MA identifiés dans les études GWAS
sont responsables d'une modulation des niveaux d'expression des genes associés. En 2019, I'ensemble
des études génétiques avait permis d'identifier 45 loci associés a un risque augmenté de développer
la MA (269), et la finalisation récente du projet EADB a rendu possible I'identification de 31 loci
supplémentaires (86). Au total, 76 loci regroupant plusieurs centaines de génes ont ainsi été associés
au risque de MA. La perte de synapses étant |'aspect neuropathologique le mieux corrélé au déclin
cognitif, nous avons souhaité évaluer le potentiel réle synaptique de ces nombreux génes. Des travaux
antérieurs du laboratoire décrivait une méthode permettant d’évaluer la densité synaptique de
cultures primaires de neurones de rat par immunofluorescence d’un marqueur pré-synaptique et d’un
marqueur post-synaptique (291). Cependant, étant donné le grand nombre de facteurs génétiques que
nous souhaitions étudier, il était nécessaire de transposer ce modeéle a une méthode de criblage a
haut-contenu (HCS). Dans ce cadre, mon travail a donc consisté a adapter I'étude de la densité
synaptique a la culture en plagues 384-puits, et a automatiser I’acquisition et I'analyse des images pour

les rendre compatibles avec une approche HCS.

)] Résultats

J'ai mis au point un modeéle HCS basé sur l'utilisation de cultures primaires de neurones
hippocampiques de rats cultivés en plaque 384-puits, permettant d'induire la sous-expression des
génes par transduction de vecteurs lentiviraux exprimant des shARNSs. Le criblage a été réalisé en deux
temps, en utilisant deux banques de shARNs : la premiére ciblant les genes identifiés jusqu'en 2019
(n=105), et la deuxieme ciblant les génes nouvellement identifiés dans le cadre du consortium EADB
(n=93). Pour limiter le risque de faux-positifs, le criblage a été réalisé trois fois a partir de trois cultures

indépendantes, avec chaque shARN présent en quadriplicat, et a deux multiplicity of infection (MOI).
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Les synapses sont visualisées par la co-localisation de la protéine pré-synaptique Synaptophysine et du
marqueur post-synaptique Homer1. Le processus d’analyse d’images et de données a été entierement

automatisé, et les résultats du controle qualité démontrent la fiabilité de notre modeéle.

) Commentaires

L'intérét de ce travail repose sur deux principaux facteurs :

(i) L’automatisation et la miniaturisation de I'essai permettent I’étude simultanée d’un
grand nombre de genes

L'approche initialement développée par le laboratoire pour étudier la densité synaptique
consistait en une analyse morphologique basée sur la réalisation d’'immuno-marquages a partir de
neurones primaires cultivés sur lames ou en systemes microfluidiques (278,291). Mon travail a permis
la mise au point des conditions de culture et I'automatisation des étapes d’immuno-marquages en
format 384-puits tout en assurant le maintien de I'intégrité de la culture neuronale et des synapses,
qui sont des structures particulierement fragiles. Le grand avantage de cette approche miniaturisée et
automatisée est bien entendu sa capacité a évaluer I'impact de plusieurs centaines de genes en une
seule plaque, la ol I'analyse d’une dizaine de conditions différentes prenait plusieurs semaines avec

les méthodes précédemment utilisées.

(ii) L'analyse de la co-localisation de deux marqueurs pré- et post-synaptique permet

d’estimer de maniére fiable la densité synaptique de cultures neuronales

Bien que la résolution des microscopes HCS ait été fortement améliorée au cours de la derniere
décennie, la visualisation de petites structures comme les synapses (<100 nm) nécessite de travailler
avec le plus fort grossissement disponible et complique I'acquisition d’images. La détection des
synapses matures est également fortement améliorée par I'analyse de la colocalisation d'un marqueur
présynaptique et d'un marqueur postsynaptique (plutét que d’un marqueur unique), mais rend
I'analyse d'images fastidieuse. En optimisant le nombre et le positionnement des images acquises par
microscopie automatisée, nous avons pu valider le fait que ces marquages, associés a la qualité des
images, étaient suffisamment performants pour estimer le nombre de synapses dans les cultures
primaires de neurones de rats. Les scripts d’analyse d’images que nous avons développés permettent
une mesure robuste de la densité synaptique, de maniéere rapide et automatisée, et peuvent ainsi étre
utilisés dans le cadre de la recherche sur les maladies oll une perte de synapses est observée. Outre le
criblage de banques de shARN, la méthodologie HCS mise en place pourrait étre également transposée

au criblage d’agents d’intéréts thérapeutiques potentiels pour les maladies neuro-dégénératives.
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Published in the Neuroscience section

The synapse, which represents the structural and functional basis of neuronal
communication, is one of the first elements affected in several neurodegener-
ative diseases. To better understand the potential role of gene expression in
synapse loss, we developed an original high-content screening (HCS) model
capable of quantitatively assessing the impact of gene silencing on synaptic
density. Our approach is based on a model of primary neuronal cultures (PNCs)
from the neonatal rat hippocampus, whose mature synapses are visualized by
the relative localization of the presynaptic protein Synaptophysin with the post-
synaptic protein Homer 1. The heterogeneity of PNCs and the small sizes of the
synaptic structures pose technical challenges associated with the level of au-
tomation necessary for HCS studies. We overcame these technical challenges,
automated the processes of image analysis and data analysis, and carried out
tests under real-world conditions to demonstrate the robustness of the model
developed. In this article, we describe the screening of a custom library of 198
shRNAs in PNCs in the 384-well plate format. © 2023 The Authors. Current
Protocols published by Wiley Periodicals LLC.

Basic Protocol 1: Culture of primary hippocampal rat neurons in 384-well
plates

Basic Protocol 2: Lentiviral shRNA transduction of primary neuronal culture
in 384-well plates

Basic Protocol 3: Immunostaining of the neuronal network and synaptic mark-
ers in 384-well plates

Basic Protocol 4: Image acquisition using a high-throughput reader

Basic Protocol 5: Image segmentation and analysis

Basic Protocol 6: Synaptic density analysis

Keywords: automated microscopy e high-content screening e neurons
« shRNA « synapses
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INTRODUCTION

Failure to correctly regulate the number and distribution of synapses is a neuropatholog-
ical feature shared by a variety of neurological and psychiatric disorders, such as autism
(Monteiro & Feng, 2017), epilepsy (Wong & Guo, 2013), schizophrenia (Gigg et al..
2020), amyotrophic lateral sclerosis (Fogarty, 2019), Parkinson’s disease (Bellucci et al.,
2016), and Alzheimer’s disease (AD) (DeKosky & Scheff, 1990). Identifying chemical or
biological modulators of synaptic density may contribute to the understanding of patho-
physiological mechanisms and to the identification of new therapeutic targets. Thus, our
objective was to develop a medium-throughput assay to assess the impact of each cur-
rently known AD genetic risk factor (Bellenguez et al., 2022) on the synaptic density of
primary neuronal cultures (PNCs).

In this context, high-content screening (HCS) of a library of short-hairpin RNAs
(shRNAs) that individually target each of these genetic risk factors provides a powerful
approach to systematically analyze their impact on synaptic density. Compared to high-
throughput screening (HTS), which evaluates the activity of thousands of compounds in
parallel in miniaturized biochemical or conventional cellular assays, HCS provides more
biologically complex information through the use of fluorescence microscopy, multi-
plexing, and sophisticated image analysis at the cellular or sub-cellular scale. HCS can
therefore be useful for studying diseases where the disease-associated cellular pheno-
types are known but the underlying molecular mechanisms are not fully characterized.
such as AD. To understand the implications of a quantitative analysis of synaptic density
using HCS, several critical points should be considered. First, although the resolution of
HCS/HTS microscopes has been strongly improved over the last decade, visualization
of small structures such as synapses (<100 nm) requires one to work with the highest
magnification available. Another important consideration is that the detection of mature
synapses has been strongly improved by analyzing the colocalization of a presynaptic
marker and a postsynaptic marker (Nieland et al., 2014: Verschuuren et al., 2019), even
though this makes the image acquisition and analysis cumbersome. Second, these auto-
mated approaches require a robust and reproducible assay to overcome additional limita-
tions, such as the complexity of the neuronal network and the heterogeneity in synaptic
density in primary cultures. Third, the choice of synaptic markers used is also a critical
point because antibodies may show non-uniform labeling (Verstraelen et al., 2020). Last,
the majority of HCS methodologies aiming to visualize synapses are usually developed in
the 96-well plate format, which limits screening capacity and/or increases the associated
costs.

We recently developed an image analysis workflow that permits us to identify synapses
by the proximity-based assignment of postsynaptic puncta to presynaptic puncta (Kil-
inc et al., 2020). The workflow is based on the detection of fluorescent puncta following
immunolabeling of the endogenous synaptic proteins Synaptophysin and Homerl, and
the automated analysis of their relative localization. Here, we adapted this workflow to
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the 384-well plate format and used it in the HCS of a lentiviral shRNA library target-
ing 198 AD-associated genes (Bellenguez et al., 2022). The screen was organized in two
parts: (i) the 105 genes we reported in 2019 (Kunkle et al., 2019) and (ii) the 93 genes
we reported in 2022 (Bellenguez et al., 2022). The assay is reproducible and robust and
therefore constitutes a promising medium-throughput screening tool to identify new com-
pounds of potential therapeutic interest in neurodevelopmental and neurodegenerative
discases.

In this article, we describe (i) the culture of primary hippocampal neurons in
384-well plates (Basic Protocol 1), (ii) their transduction with lentiviral shRNAs (Basic
Protocol 2), (iii) the immunolabeling of synaptic and structural markers (Basic
Protocol 3), (iv) image acquisition using a high-throughput reader (Basic Protocol 4),
(v) the automated image analysis process (Basic Protocol 5), and (vi) synapse density
quantification (Basic Protocol 6).

CULTURE OF PRIMARY HIPPOCAMPAL RAT NEURONS IN 384-WELL
PLATES

This protocol is adapted from a classical protocol of primary hippocampal neuron culture
(Kaech & Banker, 2006; see Current Protocols article: Mendes et al., 2020). The aim of
HCS is to study the effect of a large number of compounds or genes in a limited time.
To increase experimental efficiency, the cell culture needs to be miniaturized. Cells are
grown in 384-well plates with a surface area of 8 mm? per well. To enable individual
cells to be imaged and analyzed, cell density must be relatively low, cell culture must
be homogeneous throughout the well, and cells must not form aggregates. A frequent
problem with HCS is the edge effect, i.e., a phenotypic difference between cells seeded
in the center of the plate and those seeded at the edge, which can lead to high inter-well
variability. To avoid this problem, we chose not to seed cells in the wells at the edge
of the plate, but to fill these wells with Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS).
These cultures are maintained for up to 21 days in vitro to ensure sufficient maturation
for the formation of a dense neuronal network and functional synapses. The screening of
up to 107 lentiviral shRNAs, at two different multiplicity of infection (MOI) values, with
each shRNA present in technical quadruplicate, requires the preparation of four 384-well
plates with primary hippocampal neurons plated in 308 wells (Fig. 1).

B 6 7 8 9101112151415 16 17 78 19 20 2127 23 34

D DPBS
D shRNA bank
) shsyp

hNT
D non-transduced

MOZErRCc—IOTMMOO®E>

4

Figure 1 High-content screening (HCS) plate map. Non-transduced wells (NT), non-targeting
shRBRNA (shNT), and shRNA targeting Synaptophysin (shSyp) are used as technical controls for
transduction. The plate map is designed to semi-randomly distribute the control wells in the 384-
well plate.
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Materials

10 pg/ml poly-d-lysine (PDL; Sigma, cat. no. P6407) dissolved in 0.1 M borate
buffer (see recipe)

1x DPBS

PO Wistar rat pups

Dissection buffer (see recipe), 4°C

2.5% (w/v) trypsin (Gibco, cat. no. 15090-046), 37°C

5 mg/ml DNase I (Sigma, cat. no. DN25; diluted in water)

Dissociation medium (see recipe), 37°C

Culture medium (see recipe), 37°C

Trypan blue

384-well cell culture microplates (Greiner Bio-One, cat. no. 781091)
16-channel pipet (Finnpipette F1, Thermo Scientific, cat. no. 4661090N)
Surgical scissors (Fine Science Tools, cat. no. 14007-14)

15- and 50-ml tubes

Petri dishes

Forceps (Dumont #5; Fine Science Tools, cat. no. 11254-20)
Inverted binocular microscope

Agitator (Fisher Scientific, cat. no. 13490577) or similar

Standard tabletop centrifuge

Counting chamber

50-ml sterile reservoirs (Clearline, cat. no. 097803)

NOTE: All protocols involving animals must be reviewed and approved by the appropri-
ate Animal Care and Use Committee and must follow regulations for the care and use of
laboratory animals.

NOTE: All solutions and equipment coming into contact with cells must be sterile, and
proper sterile technique should be used accordingly.

NOTE: All culture incubations are performed in a 37°C, 5% CO, tissue culture incubator
unless otherwise specified.

Coat 384-well plates
1. One day before primary culture, coat 384-well cell culture microplates (excluding
edge wells: rows A and P, columns 1 and 24) with 15 pl PDL per well and incubate
overnight at 37°C and 5% CO,. Fill edge wells with 100 .l of 1x DPBS.

Coated plates can be stored <1 week at 37°C.

2. On the day of primary culture, wash the plates twice with 40 ul of 1x DPBS per
well using a 16-channel pipet and then keep them with 1 x DPBS in the incubator.

Dissect hippocampi
3. Put the PO Wistar rat pups on ice. Decapitate the pups with surgical scissors and
keep the heads in a 50-ml tube containing ice-cold dissection buffer.

On average, one pup vields 1 million hippocampal cells. For four PNC plates, 6 to 8
brains are needed.

All the dissection steps should be performed on ice.

4. Transfer a head into a Petri dish filled with ice-cold dissection buffer. With a pair of
forceps, pinch the skin at the front of the head and pull it to the back of the head.
Open the skull from the back to the front of the head with a pair of forceps and
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carefully lift the brain with another pair of forceps to transfer it into a second Petri
dish filled with ice-cold dissection buffer.

Repeat with each of the heads, dispatching the brains into different dishes.

Put one of the dishes under an inverted binocular microscope at 10x magnifica-
tion and separate the two hemispheres of the brain. Lay each hemisphere with its
ventral side up and pinch the olfactory bulb backward to pull out the meninges.
Flip the hemisphere with its ventral side down and carefully peel the meninges
off.

. Dissect the hippocampus from each cortex and transfer to a 15-ml tube fully filled

with ice-cold dissection buffer.
Repeat steps 6 and 7 for each brain before proceeding to the next step.

For optimal neuronal culture, dissection should be done in <30 min. We recommend
dissecting no more than 15 brains in one preparation.

Dissociate and plate neurons

9.
10.

11.

12.

13.
14.

16.
17.

18.

19.

20.

‘Wash the hippocampi three times with 10 ml ice-cold dissection buffer.

Remove all the dissection buffer and add 0.25 ml pre-warmed 2.5% trypsin per brain.
Incubate for 10 min on an agitator or similar placed in the tissue culture incubator.

During the incubation, add 12.5 pl of 5 mg/ml DNase I in 10 ml pre-warmed disso-
ciation medium per brain.

Remove as much trypsin as possible using a 1000-pl pipet tip and then add the 10
ml of dissociation medium with DNase. Invert each tube three times, letting the
hippocampi sediment between inversions.

Wash the hippocampi three times with 10 ml pre-warmed dissociation medium.

Remove all the dissociation medium and add 2 ml pre-warmed culture medium.
Mechanically dissociate the tissue using a 1000-ul pipet tip by gently pipetting up
and down 30 times.

All pieces of tissue should be dissociated, and the suspension should be turbid but homo-
geneous. Try to avoid generating bubbles and do not dissociate the tissue more than 40
times to avoid damaging the cells.

. Centrifuge 8 min at 200 x g at room temperature.

Remove the supernatant and resuspend the cells in 2 ml pre-warmed culture medium.

Dilute 10 1 cell suspension in 40 pl pre-warmed culture medium and 50 pl trypan
blue.

Count the cells using a counting chamber.
Each brain is expected to provide 1 x 10 cells. Cell death should not exceed 10%.
Dilute the cell suspension in pre-warmed culture medium to 100,000 cells/ml.
For four PNC plates, dilute 5.6 x 10° cells in 56 ml culture medium.

Pour the cell suspension into a 50-ml sterile reservoir and add 40 pl to each well
within rows B to O and columns 2 to 23 using a 16-channel pipet.

Resuspend the cell suspension in the reservoir by pipetting up and down every 5 to 8
columns using the 16-channel pipet.
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21. Incubate the screening plates overnight in the tissue culture incubator and proceed
directly to Basic Protocol 2.

LENTIVIRAL shRNA OF PRIMARY NEURONAL CULTURE IN 384-WELL
PLATES

The choice of experimental controls is crucial in HCS, as controls help to ensure data
quality and reliability. Controls should be chosen to produce an easily detectable and re-
producible response. As a positive control, we choose to use an shRNA targeting Synap-
tophysin (shSyp), resulting in a decrease in the expression of the corresponding pro-
tein. The negative control used is a non-targeting ShRNA (shNT). The transduction is
performed at 1 day in vifro (DIV 1) according to the plate map (Fig. 1). Each shRNA is
present in technical duplicates in each plate, and two plates are transduced for each MOI,
namely MOI2 and MOI4. These numbers are arbitrary and can be adapted to other HCS
applications. Our plate map allows for testing the impact of the under-expression of a
maximum of 107 genes of interest in technical quadruplicates at two different MOls.

Materials

1000x polybrene (Hexadimethrine bromide 4 mg/ml: Sigma, cat. no. 107689-10G)

Culture medium (see recipe)

Four screening plates, containing rat postnatal hippocampal cultures at DIV1 (see
Basic Protocol 1)

Lentiviral shRNA bank source plate, containing lentiviral shRNAs targeting genes
of interest and lentiviral control SIRNAs shNT (Merck, MISSION® shC002V)
and shSyp (Merck, MISSION® NM_009305 TRCN0000379864)

384-well plates (for intermediate dilutions; Brand, cat. no. 701355)

16-channel pipet (Finnpipette F1; Thermo Scientific, cat. no. 466 1090N)

NOTE: Use sterile pipet tips with filters (Finntip 50; Thermo Scientific, cat. no.
94052060).

NOTE: All culture incubations are performed ina 37°C, 5% CO; tissue culture incubator
unless otherwise specified.

Change medium in the screening plates
1. Dilute 6.7 pl of 1000x polybrene in 10 ml culture medium (0.67 x polybrene) and
warm it to 37°C.

2. Warm culture medium to 37°C.

(98]

. Allocate two screening plates each for transduction at MOI2 and MOI4 (four plates
total).

4. For each MOI4 screening plate, remove 40 pl medium from each well and add 10
pl fresh pre-warmed culture medium from step 2.

Execute this step column by celumn to avoid drying of the cells.

5. For each MOI2 screening plate, remove 40 pl medium from each well and add 15
ul fresh pre-warmed culture medium containing 0.67 x polybrene from step 1.

Execute this step column by column to avoid drying of the cells.

6. Store the screening plates in the incubator until the intermediate plates are ready
(see steps 7to 11).
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Figure2 Workflow for lentiviral transduction of primary neuronal cells with the shRNA bankin the
screening plates. Lentiviral shRNAs from the source plate are diluted in the intermediate plate to
reach a transduction unit of 1.6. 10° VP/ml and used for transducing cells cultured in two screening
plates at MOI4 and two screening plates at MOI2. All these steps are performed using a 16-channel
pipet. shNT: non-targeting shRNA; shSyp: shRNA targeting Synaptophysin; PNC: primary neuronal
culture; PB: polybrene; NBA: Neurobasal-A Medium; DPBS: Dulbecco’s phosphate-buffered saline.

Prepare intermediate plates
7. To dilute the lentiviruses from the source plate into the intermediate plate to reach
a transduction unit of 1.6 x 10° viral particles per milliliter (VP/ml). calculate the
volume of the medium required separately for each shRNA in the bank (Fig. 2).

The volume in the intermediate plate should be between 70 ul and 280 ul per well.

There is inherent variation in the virus titer received fromthe producer. For screening, the
virus titer needs to be uniform throughout the plate (for a given MOI). The intermediate
plate is where the lentiviruses are diluted to a common transduction unit before they are
added to the screening plates. A minimum 70 ul lentivirus suspension is needed to screen
an shRNA in quadruplicate (two plates per MOI and two wells per plate) at MOI2 and
MOI4. Here, a total of 10 ul x 4 =40 ul is needed for MOI4 plates and a total of 5 ul x
4 =20 pl is needed for MOI2 plates, plus 10 ul dead volume, resulting in 70 ul. One well
of a 384-well plate can safely receive a maximum of 280 ul, considering the tip volume.

For example, for a lentivirus bank where the titer varies between 1.3 x 107 VP/ml and
4.3 x 107 VP/nl, one can dilute 9 pl shRNA into a total velume varying from [9 ul x
(1.3 x 10°/1.6 x 10°) =] 73 ul to [9 ul x (4.3 % 107/1.6 x 10° =] 242 pl. Similarly,
one can dilute 10 ul ShRNA into a total volume varying from [10 ul x (1.3 x 107/1.6 x
10°) =] 81 pl to [10 ul % (4.3 x 107/1.6 » 10°) =] 268 ul. Diluting 8 ul of the ShRNA
with the lowest titer would result in a final volume of [8 ul x (1.3 x 107/1.6 x 10°) =]
65 ul, which is not desirable because it is <70 ul. On the other hand, diluting 11 ul of the
ShRNA with the highest titer would result in a final volume of [11 ul x (4.3 x 107/1.6 x
10°) =] 295 pl, which is beyond the 280-ul safe well capacity.

These calculations will have to be repeated for each lentivirus bank and for the number
of technical replications and MOI(s) chosen by the user.

8. For each shRNA, round the volume of medium required to dilute the lentivirus sus-
pension (equal to the final volume calculated in step 7 minus the volume of the
lentiviral suspension) to the nearest 10 pl.
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Following one of the examples in step 7, if one decided to dilute 10 ul shRNA at a titer of
1.3 % 107 VE/ml, the rounded volume for this shRNA would be 81 ul — 10 ul = 71 pl ~
70 ul.

9. Thaw the lentiviral shRNA bank source plate.

The source plate is ideally packaged in the 384-well plate format with a minimum volume
of 15 wl and a minimum transduction unit of 107 VPAnl.

10. Dilute 40 pl of 1000x polybrene in 20 ml pre-warmed culture medium to obtain
2 x polybrene. Using a single-channel pipet, fill the wells of a 384-well plate (the
intermediate plate) with the different volumes of medium calculated in step 7 for
each shRNA. Fill the non-transduced wells with 100 pl pre-warmed culture medium.

11. Using a 16-channel pipet, transfer the volume of shRNAs from the source plate to
the corresponding wells of the intermediate plate.

It is important for the quality of the sShRNA bank that a multichannel pipet is used to
minimize the time required for dilution after thawing. This can only be assured by fixing a
set volume of lentivirus suspension, regardless of the titer. This, however, requires that the
medium volume for each shRNA should be calculated and added to the wells in advance
(see step 10).

Transduce cells with lentiviruses

12. Transfer 10 pl lentivirus suspension at 1.6 x 10° VP/ml from each well of the inter-
mediate plate to the corresponding well and its duplicate in the two MOI4 screening
plates (see step 6).

13. Transfer 5 pl lentivirus suspension at 1.6 x 10° VP/ml from each well of the inter-
mediate plate to the corresponding well and its duplicate in the two MOI2 screening
plates (see step 6).

14. Incubate screening plates for 6 hr in the tissue culture incubator.
15. Add 20 pl fresh pre-warmed NBA medium to each transduction well (40 ml in total).

16. Incubate the screening plates in the tissue culture incubator until DIV21 and then
proceed directly to Basic Protocol 3.

IMMUNOSTAINING OF THE NEURONAL NETWORK AND SYNAPTIC
MARKERS IN 384-WELL PLATES

This HCS approach is based on the immunolabeling of a presynaptic protein (Synapto-
physin) and a postsynaptic protein (Homer1) and the quantitative analysis of their relative
positions. This strategy has recently been shown to have sufficient sensitivity to detect
the changes in synaptic connectivity induced by exposing neurons to cell-secreted Ap
oligomers at physiologically relevant concentrations (Kilinc et al., 2020). To ensure an
efficient and reproducible immunolabeling process in 384-well plates, washing steps are
automated using a robotic platform. To reduce the damage to fixed cells, the position of
the distribution/aspiration heads is optimized and the flow rate is reduced. Automated
steps of the protocol need to be adapted to the material available to the user. Addition of
primary and secondary antibody mixes, however, is done manually to avoid waste due to
the relatively large dead volume.

Materials

Four screening plates, containing transduced rat hippocampal cultures at DIV21
(see Basic Protocol 2)

49 (v/v) formaldehyde in DPBS

0.3% (v/v) Triton X-100 in DPBS
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2.5% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in DPBS with 0.1% (v/v) Triton X-100
Primary antibodies:
Chicken anti-Homer1 (Synaptic Systems, cat. no. 160006)
Guinea pig anti-Synaptophysin (Synaptic Systems, cat. no. 101004)
Mouse anti-MAP2 (Synaptic Systems, cat. no. 188011)
1x DPBS
Secondary antibodies:
Donkey anti-chicken Alexa 488 (Jackson ImmunoResearch, cat. no.
703-545-155)
Goat anti-guinea pig Alexa 555 (Life Technologies, cat. no. A21435)
Donkey anti-mouse Alexa 647 (Jackson ImmunoResearch, cat. no.
715-605-151)

16-channel pipet (Finnpipette F1; Thermo Scientific, cat. no. 4661090N)

Aluminum sealing tape (Dutscher, cat. no. 106570, or similar)

PlateHUB rotating plate-storage carousel (Agilent, model G5500-23447)

Plate washer associated with liquid handler (BioTek, model EL406)

‘Wash_Primary.pro and Wash_Secondary.pro programs (see Supporting
Information)

VWorks automation control software (Agilent)

Aspirate. LHC and Aspirate-Dispense.LHC subroutines (see Supporting
Information)

Direct Drive Robot (Agilent)

NOTE: Use sterile pipet tips with filters (Finntip 50; Thermo Scientific, cat. no.
94052060).

Fix, permeabilize, and saturate the cells

1.

3.

Using a 16-channel pipet, carefully remove the culture medium from each of the
four screening plates and add 20 ul of 4% formaldehyde in DPBS per well. Incubate
for 15 to 20 min at room temperature.

Execute this step column by column to avoid drying and harming the neurons.

Use the 10-channel pipet in steps 1 to 7.

. Remove formaldehyde and wash for 10 min with 40 ul DPBS per well.
. Remove DPBS and permeabilize the cells using 20 pl of 0.3% Triton X-100in DPBS

per well for 5 min.

. Remove Triton X-100 and saturate the cells using 20 pl of 2.5% BSA in DPBS with

0.1% Triton X-100 per well.

Incubate 2 hr at room temperature.

Incubate screening plates with primary antibodies

6.

7
8.
9

Prepare the primary antibody mix by diluting primary antibodies 1:500in 1 x DPBS.

. Remove buffer from step 4 and add 15 pl primary antibody mix to each per well.

Seal all plates with aluminum sealing tape and incubate overnight at 4°C.

. Bring assay plates from 4°C to room temperature, remove their seals, and place them

on PlateHUB cassette 1 of the PlateHUB rotating plate-storage carousel.

. Plugabottle of 1 x DPBS bottle to the plate washer associated with the liquid handler

and install the distribution heads.
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Figure 3 Automation of the washing steps forimmunostained screening plates. (A) VWorks work-
flow for primary or secondary washes. (B) Gantt chart adjusted for the washing of four plates twice.

To minimize damage to the sample, we set the positions of the heads as follows: X-offset:
0.46 mm left of center; Y-offset: 0.74 mm back of center; Z-offset for aspiration: 3.18 mm
above carrier; Z-offset for dispensing: 15.22 mm above carrier. Dispensing is preceded
by two pre-dispensing steps of 10 ul/tube.

11. Run the program Wash_Primary.pro on the VWorks automation control software
by defining the number of plates (four in our case), which allows automated plate
transfers by the Direct Drive Robot:

a. Pick a plate, remove its lid, and place it on plate washer.

b. Aspirate the buffer from each well and add 40 11 DPBS per well.

c. Remove the plate from plate washer, replace its lid, and move it to plate pad.
Incubate for 10 min.

d. Repeat steps 11a to 11c. During incubation, prepare the secondary antibody mix
by diluting secondary antibodies 1:500 in 1 x DPBS.

e. Pick a plate, remove its lid, and place it on plate washer.

. Aspirate the buffer from each well.

g. Remove the plate from plate washer, replace its lid, and move it to PlateHUB
cassette 7.

—

When step 1lg is finished for the last screening plate, this completes program
Wash_Primary.pro. This program runs steps 1la to 1lg in an automated fashion for
each plate (Fig. 3). This program autematically calls the Aspirate LHC and Aspirate-
Dispense.LHC subroutines for the BioTek plate washer to perform the buffer aspiration
and the PBS-dispensing steps, respectively.

Incubate screening plates with secondary antibodies
12. Each time a plate is placed on PlateHUB cassette 7, move it to the bench and add 15
ju! secondary antibody mix per well using a 16-channel pipet.

Proceed as quickly as possible to avoid drving and damaging the sample.
13. Seal all plates with aluminum sealing tape and incubate 2 hr at room temperature.

14. Run program Wash_Secondary.pro on VWorks by defining the number of plates
(four in our case):
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Synaptophysin

Figure 4 Representative images of MAP2, Homer1, and Synaptophysin staining acquired with
IN Cell Analyzer 6000.

16.

a. Repeat steps 1la to 11c twice.

b. Pick a plate, remove its lid, and place it on plate washer.

c. Aspirate the buffer from each well and add 40 .1 DPBS per well.

d. Remove the plate from plate washer, replace its lid, and move it to PlateHUB
cassette 7.

When step 14d is finished the last assay plate, this completes program
Wash_Secondary.pro. This program runs steps 14a te 14d in an automated fashion
for each plate (Fig. 3). This program automatically calls Aspirate. LHC and _Aspirate-

Dispense. LHC subroutines for the BioTek plate washer to perform respectively the buffer

aspiration and the PBS dispensing steps. All automated plate transfers are done by the
Direct Drive Robot.

. Remove DPBS bottle from the plate washer and wash tubes, pumps, and distribution

heads.

Proceed immediately to image acquisition (see Basic Protocol 4) for the first plate
and store other plates at 4°C.

IMAGE ACQUISITION USING A HIGH-THROUGHPUT READER

Imaging three wavelengths at sufficiently high spatial resolution (0.1083 pm/px in our
case) should produce satisfactory presynaptic and postsynaptic signals, as well as imag-
ing of the somatodendritic network (Fig. 4).

Materials

Immunostained screening plates (see Basic Protocol 3)
IN Cell Analyzer 6000 (GE Healthcare; or similar automated confocal microscope)

. Once immunostaining is completed (see Basic Protocol 3), pick an immunostained

screening plate and proceed to setting up the image acquisition parameters (steps 2
to 8).

Keep the other plates at 4°C.

. When using the IN Cell Analyzer 6000 (GE Healthcare) for the first time, select (or

define) the plate used (in our case, Greiner pclear 384-well plate 781091). Select
the lowest-magnification objective available and verify that the autofocus range in

Current Protocols

111

BASIC
PROTOCOL 4

Coulon et al.

11 of 24

T

ST pre sums [ &G 235 *[£7 07/ 1/97] 90 £remqr] saTmQ) ATy ‘ST A SR 4] 106 T=H/700 T 01/10p mmaSe Ly ARt mo-sosojo s may sy rary pepeofeiog] ‘01 ‘EC0T ‘66T11

b

T3 Laqy o (s

‘ssmzor] swoTHm,) 2.AnEATy SqESNdde s £q paLrai0S are sANE YQ B Jo SeML 107,



BASIC
PROTOCOL 5

Coulon et al.

12 of 24

11.
12.

different wells of the plate is sufficiently large. Adjust the plate thickness parameter
if necessary.

Plate thickness varies between different production batches and affects the microscope
autofocus function.

A similar automated confocal microscope may be used.

. Inthe Dashboard tab, select the highest-magnification objective (in our case, Nikon

60 x /0.95, Plan Apo, Corr Collar 0.11-0.23, CFI/60 Lambda), set binning as 1 x
1, and set laser autofocus power level at 50%. Additionally, select the following
acquisition wavelengths: Cy5 (642/706 nm) for MAP2, dsRed (561/605 nm) for
Synaptophysin, and FITC (488/525 nm) for Homer]1.

. For all channels, set image mode as “maximum intensity projection” and set Z-slice

number as 3. Deselect open aperture and set laser power to 100% and aperture to
1.05.

. For each channel, define laser intensity as 100% and set up the autofocus offset and

exposure time.

In our setup, i.e., with the antibody concentrations and incubation periods described,
the exposure times were 200 ms for Cy3, 200 ms for FITC, and 150 ms for dsRed. The
autofocus offsets varied between 0.5 and 1.5 pum. Exposure times and autofocus offsets
need to be verified for each acquisition batch.

. Define the wells to be imaged: 308 wells from B2 (top left corner) to 023 (bottom

right corner).

. In the Field tab, define number of fields per well as 16, acquisition sequence as

“horizontal serpentine”, and spacing between fields as X: 100 pym and Y: 100 pm.
Position the fields in the center-right portion of the well.

. In the Z-Stack setup tab, define the Z Step as 0.5 um. Position the 3D focus at the

center slice.

. Save image acquisition parameters in a .xaqp file.

10.

Insert the first plate in the IN Cell microscope and start automated imaging.

The imaging time per plate (308 wells; 16 fields per well; 3 wavelengths; 3 Z slices) is
<7 hr.

Repeat step 10 for the remaining plates. Store imaged plates at 4°C.

When the last plate imaged, proceed to Basic Protocol 5 to transfer the images to
the Columbus server for image segmentation and analysis.

IMAGE SEGMENTATION AND ANALYSIS

Image segmentation is an essential step for defining the synaptic puncta. Considering
the large number of images acquired, this process needs to be done automatically (or
semi-automatically) with specialized software. In this protocol, we will describe the im-
age analysis conducted in Columbus software, but the commands can be adapted to any
software with similar capabilities (Fig. 5).

Materials

Columbus Image Data Storage and Analysis System, version 2.7 or above (Perkin

Elmer; or similar software)

Data from Basic Protocol 4
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1. Identify MAP2 area:

Cy5 channel Network
2. Identify Homer1 spots:

FITC channel Find spots Select population Homerl

3. Identify Synaptophysin spots:

dsRed channel i Select population Syp

Figure 5 Image segmentation and analysis using Columbus software. MAP2 staining was used
to define the somatodendritic network area, and Homer1 and Synaptophysin spots were detected
within the network area. At the “select population” step, spots that did not satisfy the defined criteria
(red spots) were excluded from final results (green spots).

Identify and measure MAP2 areas

1.

Open “Import” under the Workflow menu in the Columbus Image Data Storage and
Analysis System, select Import Type as “InCell XDCE/TIF", select source folder
(where images and .XDCE files are stored), define the name of the screen/imaging,
and start importing data from Basic Protocol 4.

Giving the same screening name to each of the imported plates will save them into the
same folder.

Select “Image Analysis”, select an “Assay Plate™ under the “Data Tree”, and select
an shNT control well from the “Image Selection™ menu.

Columbus uses an “Image Analysis” interface with building blocks that are used for
image segmentation. This interface contains two default building blocks: Input Image
and Define Results. All other building blocks need to be added between these twe build-
ing blocks and validated. The next steps describe how to set up the image analysis in
Columbus software. Alternatively, you can import the HCS_Synapse.aas program (see
Supporting Information) and only proceed to the training for spot identification (steps 9
and 13) before analyzing images of full plates (steps 24 and 25).

In the Input Image building block, select “Maximum Projection™ for Stack Pro-
cessing and “None” for Flatfield Correction.

Add a Find Image Region building block with “Channel” = “Cy5”; “ROI” =
“None™; “Method” = “Common Threshold”. As second-tier inputs, define “Thresh-
old” as 0.40 and “Area cut-offs” as 0 and deselect “Split into Objects” and “Fill
Holes™ options. Name “Output Population” and “Output Region™ as “Network™.

Depending on your images, “Threshold” can be adjusted in order to better delineate
MAP?2 areas.
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5. Adda Calculate Morphology Properties building block with “Population” = “Net-
work™"; “Region” = “Network™; “Method” = “Standard”. As second-tier inputs, se-
lect “Area (in pm”)”. Name “Output Properties” as “Network”.

6. Add a Calculate Intensity Properties building block with “Channel” = “Cy5™;
“Population™ = “Network™; “Region” = “Network™; “Method” = “Standard”. As
second-tier inputs, select “mean” and “sum”. Name “Output Properties™ as “Inten-
sity Network™.

Identify and quantify Homerl spots
7. Add a Find Spots building block with “Channel” = *FITC”; “ROI" = “Network™;
“Population” = “Network™; Region = “Network”; “Method” = “C”. As second-tier
inputs, set “Radius” to “< 0.1”, “Contrast” to “> 0", “Uncorrected Spot to Region
Intensity” to “> 0", “Distance” to “> 0.75 pm”, and “Spot Peak Radius” to “0.21
pm”. Select “Calculate Spot Properties”. Name “Output Population” as “Homer
Spot”.

8. Add a Calculate Intensity Properties building block with “Channel” = “FITC”;
“Population” = “Homer Spot”; “Region” = “Homer Spot™; “Method” = “Stan-

dard”. As second-tier inputs, select “mean”, “sum”, “max”, “90% quantile fraction”,
and “contrast”. Name “Output Properties” as “Intensity Spot FITC".

9. Add a Select Population building block with “Population” = “Homer Spot™;
“Method” = “Linear Classifier”. As second-tier inputs, select “2” as “number of
classes” and select the following fields: “Relative Spot Intensity™; “Corrected Spot
Intensity”; “Uncorrected Spot Peak Intensity”; “Spot Contrast”; “Spot Background
Intensity™; “Spot Area [px2]”; “Region Intensity”; “*Spot to Region Intensity”; “In-
tensity Spot FITC Mean”; “Intensity Spot FITC Maximum”; “Intensity Spot FITC
Sum”; “Intensity Spot FITC Quantile 90%; “Intensity Spot FITC Contrast”. Name
“Output Population A” as “Homerselect” and “Output Population B” as “fake”.
Choose an shNT control well and click on “Train...”. Select “Class A: green” and
click on spots that one could consider as true Homerl spots. Select “Class B: red”
and click on spots that one could consider as falsely identified Homer1 spots. Train
the computer by selecting at least 10 spots for each class in at least 10 images from
different shNT control wells. Once satisfied with the selection, accept and exit the
training.

10. Add another Select Population building block with “Population” = “Homerselect™;
“Method” = “Filter By Property”. As second-tier inputs, set “Intensity Spot FITC
mean” as “>1500". Name “Output Population™ as “Homer1".

Depending on your images, adjust the threshold (set as 1500) to optimize the identifica-
tion of Homerl spots.

Identify and quantify Synaptophysin spots

11. Add a Find Spots building block with “Channel” = “dsRed”; “ROI" = “Network™;
“Population” = “Network™; Region = “Network™; “Method” = “C”. “Radius” to
“< 0.17, “Contrast” to “> 0", “Uncorrected Spot to Region Intensity” to “> 07,
“Distance” to “> 0.75 pm”. and “Spot Peak Radius” to “0.21 pm”. Select “Calculate
Spot Properties”. Name “Output Population” as “Syn Spot™.

12. Add a Calculate Intensity Properties building with “Channel” = “dsRed"; “Popu-
lation” = “Syn Spot™; “Region” = “Syn Spot™; “Method” = “Standard”. As second-
tier inputs, select “mean”, “sum”, “max”, “90% quantile fraction”, and “contrast”.
Name “Output Properties” as “Intensity Spot dsRed”.
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13.

14.

Add a Select Population building block with “Population” = “Syn Spot™; “Method™
= “Linear Classifier”. As second-tier inputs, select “2” as “number of classes™ and
select the following fields: “Relative Spot Intensity™; “Corrected Spot Intensity™;
“Uncorrected Spot Peak Intensity”; “Spot Contrast”; “Spot Background Intensity”;
“Spot Area [px2]”; “Region Intensity”; “Spot to Region Intensity”; “Intensity Spot
dsRed Mean™; “Intensity Spot dsRed Maximum™; “Intensity Spot dsRed Sum™; “In-
tensity Spot dsRed Quantile 90%™; “Intensity Spot dsRed Contrast”. Name “Output
Population A” as “Synselect” and “Output Population B” as “fake(2)”. Choose an
shNT control well and click on “Train...”. Select “Class A: green™ and click on spots
that one could consider as true Synaptophysin spots. Select “Class B: red™ and click
on spots that one could consider as falsely identified Synaptophysin spots. Train the
computer by selecting at least 10 spots for each class in at least 10 images from
different shNT control wells. Once satisfied with the selection, accept and exit the
training.

Add another Select Population building block with “Population” = “Synselect™;
“Method” = “Filter By Property”. As second-tier inputs, set “Intensity Spot dsRed
mean” as “> 1100”. Name “Output Population™ as “Syn1”.

Depending on vour images, adjust the threshold (set as 1100) to optimize the identifica-
tion of Synaptophysin spols.

Define Results

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

In the Define Results building block, select “List of Qutputs” as “Method”. Open
“fake™, “fake(2)”, “Homerselect”, and “Synselect” input fields to confirm that noth-
ing is selected. In “Population: Homer Spots™ and “Population: Syn Spots”™ input
fields, select only “Number of Objects™. In “Population: Homer1” and “Population:
Syn1” input fields, select “Number of Objects™, set “Apply to all” as “Individual Se-
lection™, and select “ALL” for “Intensity Spot Mean”, “Intensity Spot Maximum”,
and “Intensity Spot Sum”. In “Population: Network™ input field, deselect “Num-
ber of Objects™, set “Apply to all” as “Individual Selection”, and select “ALL” for
“Network Area” and “Intensity Network Sum”.

For steps 17 to 21, remain in the same Define Results building block, add “Formula™
as “Method” and confirm that “a/b™ is set as “Formula”.

Select “Syn1 - Number of Objects” as “Variable A” and “Network - Network Area
[wm2] Mean” as “Variable B”. Name “Output Population” as “Syn1 density”.

Select “Homer] - Number of Objects” as “Variable A” and “Network - Network
Area [pum2] Mean” as “Variable B”. Name “Output Population™ as “Hom1 density”.

Select “Homer1 - Number of Objects” as “Variable A” and “Synl - Number of Ob-
jects” as “Variable B”. Name “Output Population” as “Hom1/Syn1”.

Select “Synl - Number of Objects” as “Variable A” and “Syn Spots - Number of
Objects” as “Variable B”. Name “Output Population™ as “Syn1/Syn”.

Select “Hom1 - Number of Objects” as “Variable A" and “Homer Spots - Number
of Objects” as “Variable B”. Name “Output Population” as “Hom1/Hom".

In the Object Results building block, select “ALL” for “Homerl™, “Syn1”, and
“Network™ populations. Select “None” for the other population.

. Save Columbus script via “Save Analysis to Disk™.
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Analyze images of full plates

24. Open “Batch Analysis™ under the Workflow menu, select the measurement to ana-
lyze (i.e., “Assay Plate” subfolder) and the analysis script in “Data Tree”, and start
analysis.

Repeat this step for all assay plates. Analysis of each plate takes 4 hr.

25. Open “Export” under the Workflow menu and select the measurement folder (auto-
matically generated by Columbus) in “Data Tree”. In the “Select Export Options”
tab, select “Export to Disk” as “Method”, designate an “Export Folder”, select “Ex-
cel (txt)” as “Results”, and choose “Generate Subfolders” and “Include Header™.

Repeat this step for all assay plates. Export of each plate takes 30 min.

SYNAPTIC DENSITY ANALYSIS

Columbus generates tabulated data that contains information for each detected synaptic
spot, for each field in each well in each plate. To analyze this massive amount of tabu-
lated data, we have generated a custom Matlab algorithm that extracts data from .txt files
in stored specific folders into matrices that contain network area and network staining
intensity per field, as well as xy-position and staining intensity for all Synaptophysin and
Homer! spots. The algorithm first excludes fields with no presynaptic or postsynaptic
spots detected. It then identifies outlier fields within a well in terms of network area or
network staining intensity. After excluding the outlier fields, the algorithm runs a subrou-
tine to calculate, for each Homer! spot, its Euclidian distance to all Synaptophysin spots
in the same field. Each Homer1 spot is then assigned to the nearest Synaptophysin spot
with a pre-determined cut-off distance. In control cultures, the fraction of Synaptophysin
spots with at least one Homer1 spot assigned linearly increases with increasing cut-off
distance, until it starts to reach a plateau. We thus select a cut-off distance in the linear
portion of the curve and apply it to all images in the screen. The ultimate read-out of the
screen, synapse density, is then defined as the area density of Synaptophysin spots with
at least one Homer! spot assigned.

Materials

Columbus results (see Basic Protocol 5)

Matlab, version R2017b or above (Mathworks; or similar numerical analysis
software)

Matlab code HCS_CPCB_annotated.m (see Supporting Information)

Microsoft Excel (or similar spreadsheet software)

Copy Columbus results to a local folder and run Matlab code
L. For each plate, copy Columbus results (.txt files) into the “data” folder of the
Matlab environment (or similar numerical analysis software) and run Matlab code
HCS _CPCB_annotated.m.

Columbus resulls will be stored in three text files per well: one each for MAP2 network,
Synaptophysin spots, and Homerl spots.

2. Set the initial parameters in the Marlab code: “cutoffs™ stands for the different cut-
off distances in micrometers; “fieldnum™ stands for the number of fields acquired
per well; and “resolution” stands for the pixel resolution of images in pm/px.

The length of the cut-off distances vector is arbitrary and can be 1. The code acquires
well names from .ixt file names using the following command:

wellnames (k) = strrep(strrep (eraseBetween (eraseBetween (My
FolderInfo (k*3+2) .name, *Syn’,*."), *[’, "txt’), ‘Syn.
yeaulE. ; ), TIEXET; *);
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Table 1 Matlab Output Parameters

Output parameter Definition

1 Number of Syn spots (x 1000)

2 Number of Homer! spots (x 1000)

3 % of Synaptophysin spots assigned by any Homer1 spot
4 Mean distance of assignments

5 Mean number of assignments per Synaptophysin spot

6 Mean distance of assignments (pum)

7 % of Homer1 spots assigned to any Synaptophysin spot
8 Network area (um?”)

9 Network intensity

10 Number of fields remaining after removing outliers

11 Synaptophysinl — Intensity Spot dsRed Sum

12 Homerl — Intensity Spot FITC Sum

Table 2 Column Headers of the display.mat File

Row Column Well ~ Number Output parameter ‘Output parameter mean Output parameter SD  Output parameter SD
names  of fields mean
(10) Cutoft I~ Cutoff2  Cutoff... Cutoff I~ Cutoff 2 Cutoff...
I2e@ed 1t 12 3 567 3 S0&T wn s o 1028 90 10 120 8% 6 7308 & o

If the output file name format of Columbus changes, adapt the Matlab command to the
new name needed.

The code will exclude fields with no Homerl spots or Synaptophysin spots by looking at
the corresponding network file.

For each well, the code will exclude fields with network area outside median + 2 me-
dian absolute differences (MADs), as wells as fields with mean network intensity outside
median = 2 MADs.

3. Back up the three output files generated by the Matlab code (batchres.mat, dis-
play.mat, and wellnames.mat) by associating them with the screen name.

The results are first written in BATCHRES, a 4D matrix with the following dimensions:
wellnum x fieldnum x cutoffnum x 12, corresponding to the number of wells to be an-
alyzed, number of fields per well, length of the cut-off distances vector, and number of
output parameters (Table 1).

The well-averaged summary data are then stored in DISPLAY, a 2D matrix with the fol-
lowing dimensions: wellnum x n, where n = 13 + 8 x length of the cut-off distances
matrix. The DISPLAY matrix stores, for each well, the number of fields that are remain-
ing dfter removing outlier fields and the mean and standard deviation (per well) of six
output parameters that are independent of the assignment cut-off distance (1, 2, 8, 9,
11, 12) and four output parameters that vary with the assignment cui-off distance (3, 5,
6, 7).

Extract Matlab results to Excel and conduct post-analysis
4. Open wellnames.mat in Matlab and copy the only column to column C of a new
Microsoft Excel file.

5. Open display.mat in Matlab and copy table into columns D to CJ of the Excel file.

6. Insert three lines at the top of the sheet and label the columns as in Table 2.
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% of Synaptophysin spots
assigned by any Homer1spot

0 1 2 3

Cut-off distance (um)

Figure 6 Plot of the percentage of Synaptophysin spots assigned by at least one Homer1 spot
as a function of cut-off distance. The red line indicates the linear part of the curve. For this set of
experiments, 1 um is chosen as the cut-off distance.

10.

12.

18

18.

. Calculate the p-score of the plate: § =

. Complete columns A and B with the column number and the row number corre-

sponding to each well and use these columns to sort the wells from B2 to 023.

. Use column CK to associate each well with its respective shRNA (e.g., shNT, shSyp.

shGeneX).

HshNT — MshSyp
2 3
vt FO05hsyp

standard deviation of Syp density for control wells treated with shNT and shSyp.
Analyze only the plates with a p-score > 1.

, where p and o are the mean and

Use the data from non-transduced wells to calculate the mean of “% of Synapto-
physin with no Homer assigned” for each cut-off. Plot % of Synaptophysin spots
assigned by at least one Homerl spot as a function of cut-off distance (Fig. 6).

The curve should reach a plateau. For the rest of the analysis, use a single cui-off value,
located before the upper end of the linear part of the curve (typically 1 um).

. Add a column to calculate “Synapse density” for each well.

Synapse density = Y% Synaptophysin assigned x Synl density.

Copy the results of all shNT control wells into a new Excel tab and calculate the
means for each parameter.

Copy the results of all wells to a new Excel tab and normalize them using the means
calculated in step 12.

. Repeat steps 4 to 13 for each plate.
. Copy the normalized results from each plate into a new Excel file.

. Exclude the wells with shRNA-induced toxicity, as defined by normalized Network

Area < 0.4 (<40% of control average).

. Pool the data for the entire screen and discard shRNAs for which there are fewer

than two values.

Identify shRNAs that have the strongest effect on synapse density.

REAGENTS AND SOLUTIONS
Borate buffer (pH 8.5), 0.1 M

1.55 g boric acid (Sigma-Aldrich, cat. no. B9645-500G)
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2.375 g sodium tetraborate
400 ml ultrapure H,O

Stir for 4 hr at room temperature to dissolve sodium tetraborate
After reagents dissolve, pH should be stable at 8.5

Bring to 500 ml with ultrapure H,O
Filter-sterilize
Store <4-6 weeks at 4°C

Culture medium

2 ml 50x B27 supplement (Gibco, cat. no. 17504001)
250 pl 100x GlutaMAX (Gibco, cat. no. 35050038)
Bring to 100 ml with Neurobasal-A Medium (Gibco, cat. no. 10888022)

Filter-sterilize
Store <4 days at 4°C

Dissection buffer

2.5 ml 20x penicillin/streptomycin (Gibco, cat. no. 1507063)

5 ml 1 M HEPES (Gibco, cat. no. 15630056)

5 ml 100 mM sedium pyruvate (Gibco, cat. no. 11360039)

50 ml 10x Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Gibco, cat. no. 14185045)

Bring to 500 ml with ultrapure H,O
Filter-sterilize
Store <6 weeks at 4°C

Dissociation medium

0.25 ml 20x penicillin/streptomycin (Gibco. cat. no. 15070063)

0.4 ml 1 x MEM vitamins (Gibco, cat. no. 11120037)

0.5 ml 100x GlutaMAX (Gibco, cat. no. 35050038)

1.5 ml 20% (w/v) d-glucose (Sigma, cat. no. G8270)

5 ml fetal bovine serum (FBS; Gibco, cat. no. 10270106)

Bring to 50 ml with minimum essential medium (MEM) without glutamine (Gibco,

cat. no. 21090022)
Filter-sterilize
Store <4 days at 4°C

COMMENTARY

Background Information

Quantification of synaptic density can help
decipher the mechanisms of synaptogenesis,
synaptic plasticity, and synaptic loss observed
in neurodevelopmental and neurodegenerative
disorders. Here, we describe an HCS method
that we applied to assess the impact of an
shRNA library targeting 198 AD-associated
genes on synaptic density to test the hypoth-
esis if synapse loss driven by genetic risk fac-
tors plays a role in AD pathophysiology.

HCS combines automated imaging and
quantitative data analysis in a high-throughput
format suitable for large-scale applications.
However, accurate assessment of synaptic
density in an HCS pipeline requires ma-
ture neuronal cell cultures, adequate meth-
ods for imaging synapses, and a reliable ap-
proach to quantify synaptic density. Several

Current Protocols

HCS approaches have been developed, but
most of them encountered (i) limited scal-
ability due to the use of low-density (90-
well) assay plates (Berryer et al., 2023; Jiang
et al., 2020; Nieland et al., 2014), (ii) diffi-
culties in maintaining native synaptic proper-
ties in vitro using transfection-based overex-
pressed synaptic proteins (Green et al., 2019),
and (iii) challenges in identifying and quan-
tifying functional/mature synapses due to the
use of a single presynaptic or postsynaptic
marker (Berryer et al., 2023 Spicer et al.,
2017). Although several open-source meth-
ods for synaptic quantification have been de-
veloped. such as SynQuant (Wang et al.,
2020), Synapse] (Moreno Manrique et al.,
2021), SynPAnal (Danielson & Lee, 2014),
and ALPAQAS (Berryer et al., 2023), the
HCS method we describe here is one of the

119

Coulon et al.

19 of 24

T

sy ey pepeoiie] 01 ‘£T0T 6611

T00 T 017109/

) SERR]) STOTTpER) pae sums | 2 235 “[£707/0 /9] 0 Aremry samg) ATy, ST A SHSIAAT) 41 106 T

b

TeTYg ey m

‘samraor smomTm ) s.inrery SjqEStdile s A patTatod are sEIME V) #5030 SeTL 103 L



Coulon et al.

20 0f 24

few that use automated imaging of fluores-
cently labeled endogenous presynaptic and
postsynaptic markers in mature primary neu-
rons cultured in 384-well microplates, as well
as a semi-automated image analysis work-
flow to quantify synapses by the proximity-
based assignment of postsynaptic puncta to
presynaptic puncta. Process automation en-
sures the throughput, accuracy, and repro-
ducibility of our HCS, and as proofof concept,
we generated data showing that our method
robustly identifies modulators of synaptic
density through unbiased screening of 198
shRNAs targeting AD-associated genes.

The present approach permits us not only
to identify modulators of synaptic density but
also to screen potential therapeutic molecules
for neurodevelopmental or neurodegenerative
diseases. Our future directions include the
use of human induced pluripotent stem cell—
derived neurons to analyze the convergent or
divergent mechanisms of synaptic develop-
ment and alteration between humans and ro-
dents, as well as the use of patient-derived
pluripotent stem cells for in vitfro modeling of
neurological diseases.

Critical Parameters

Before transducing the shRNA lentiviral li-
brary (Basic Protocol 2), it is recommended to
check the quality of the PNC (Basic Protocol
1). If the cells have not adhered well to the
substrate or if the neuronal network appears
fragmented and/or vacuolated, it is preferable
not to proceed with transduction because it is
highly likely that the neurons will not survive.
During the 21 days of neuronal maturation, no
change of medium is needed, but it is recom-
mended to check the level of culture medium
and to add medium in the event of excessive
evaporation. In our screening model, we chose
to use a large number of positive and negative
controls per screening plate. After optimiza-
tion, the number and the semi-random distri-
bution of control wells proved necessary to en-
sure the quality of our approach. As the cellu-
lar model we used is a neonatal rat neuronal
culture model, it is necessary to verify that
the lentiviral shRNA library used targets the
rat genome. This article presents the optimal
conditions for immunolabeling (Basic Proto-
col 3), but it is possible to adapt the protocol
according to the needs of the user. Formalin
use for fixation and natural donkey serum as a
blocking agent are perfectly acceptable alter-
natives. Before starting image acquisition on a
full plate (Basic Protocol 4), it is always ad-
visable to check the quality of immunolabel-

120

ing in several randomly selected wells located
in different parts of the plate. Immunolabeling
is highly sensitive to the ambient temperature,
and image acquisition takes place at room tem-
perature. For this reason, the reading of a plate
should never exceed 8 hr of acquisition, and
plates should always be stored at 4°C. Mon-
itoring the temperature of the microscope is
recommended to ensure that it does not over-
heat during plate reading, which would de-
crease the signal quality in parts of the plate.
Once the image analysis has been completed,
it is recommended to quickly check the qual-
ity of the acquisition using the Columbus soft-
ware. To do so, one can obtain heat maps for
the following parameters: Syn1 density, Hom1
density, and Network Area - Mean per Well.
For Homl density and Network Area, values
must be homogeneous within the plate (no
edge or gradient effects). Synl density val-
ues should follow the same plate layout as the
positive controls. After complete data analy-
sis (Basic Protocols 5 and 6), any plate with a
B-score below 1 should be excluded from the
final results.

Troubleshooting
See Table 3 for a list of potential problems,
possible causes, and suggested solutions.

Understanding Results

To reduce the risk of false negatives and
false positives, we performed our screen three
times using three independent neuronal cul-
tures. Transduction of shSyp at MOI2 and
MOI4 decreased the average Synaptophysin
density by 69 &+ 12% and 85 £ 7%, respec-
tively. Strictly standardized mean difference
(SSMD) was assessed through the p-score us-
ing positive and negative controls from each
plate. Due to the inherent heterogeneity of our
phenotype, a plate should be considered suit-
able for analysis when its f-score is > 1 (Zhang
etal., 2007). Among the 11 plates in our HCS
study, we obtained a range of B-scores from
1.31 to 2.88 (Table 4), indicating a good level
of reproducibility of our model. The synap-
tic density observed for each shRNA from
the bank needs to be normalized by the mean
synaptic density of the shNT controls from the
same plate to overcome any potential inter-
plate variability in terms of cell culture, im-
munocytochemistry, and image acquisition.

Time Considerations

To simplify the experimentation, we rec-
ommend preparing culture medium, coating
solutions, and the intermediate dilution plate
on the days prior to neuronal culture. Medium
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Table 3 Troubleshooting Guide for High-Content Screening of Synaptic Density Modulators in Primary Neuronal Cultures

Problem

Possible cause

Solution

Cell death after seeding

Cell death after lentiviral
shRNA transduction

Staining shows a
fragmented network

Weak staining intensity

High background signal

Edge effect

Decrease in fluorescence
intensity over time during
acquisition

B-score is <1

Dissection and/or
dissociation took too
long

Cell density is too low
MOTI is too high

Cells dried

Over-fixed or
over-permeabilized
cells

‘Washing steps are too
rough
Over-fixed cells

Non-permeabilized
cells

Antibody concentration
is too low

Insufficient blocking

Insufficient washing
steps

Antibody concentration
is too high

Medium evaporates
faster in the border

wells than in the center
wells

Increase in ambient
temperature

Plates were left at room
temperature

Positive control is not
efficient

Inter-well variability is
too high

Image analysis is not
optimal

Dissection should be performed in <30 min. We recommend
not to dissect more than 15 brains in one preparation.

Increase the cell density (>100,000 cells/ml). Homogenize
well before seeding to avoid inter-well variability.

Decrease the MOI

Never let the cells go without 1 x DPBS or medium. When
changing medium, always proceed column-by-column to avoid
drying of the cells.

Decrease the time of fixation and/or permeabilization

Decrease the flow rate of the washer for automated
aspiration/dispensation steps

Decrease the time for fixation

Increase the time for permeabilization

Use a higher concentration of antibodies or increase the time
for incubation

Increase the saturation time or consider changing the blocking
agent to 5% natural donkey serum

Add one more washing step or increase the time for washes
Use a lower concentration of antibody

Check the medium level once or twice a week and add some
medium if necessary. Do not seed cells in the border wells;
instead, fill them with 1 x DPBS.

The acquisition temperature must be recorded and controlled
all along. Plates should always be kept at 4°C and imaged one
after the other to avoid inter-plate variability.

Always keep the plates at 4°C. Imaging should be done within
<3 days. Plates should be imaged within <8 hr.

Avoid freeze-thawing of the lentiviral shRNAs to avoid a
decrease in the lentivirus titer

Check for pipetting errors. In Basic Protocol 3, using an
automatic pipet with a stepper mode (Thermo Scientific, cat.
no. 46300200) can decrease the inter-well variability.

In the Columbus “Select Population™ building block, train the
computer on additional images from different wells

and coating solutions can be stored <1 week at
4°C. The first day is devoted to PNC (~3 hr:
Basic Protocol 1). Dissection should be car-
ried out as quickly as possible (<30 min) to
ensure optimum quality. The second day is de-
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voted to transducing the lentiviral shRNA li-
brary (Basic Protocol 2). Transduction itself
takes ~2 hr, followed by a 6-hr-long incu-
bation period before the addition of the cul-
ture medium. Tt then takes 21 days for the

Coulon et al.

21 of 24

T

ory pepeortiaq ‘01 "£C0T 66111

00T 017109/

ST P suns | &g 235 *[£7 07/ 1/97] 10 Aremqry saTg) ATy, ST A SHIT) 4 106 T

b

T3 ey w

‘ssmzor] swoTHm,) 2.AnEATy SqESNdde s £q paLrai0S are sANE YQ B Jo SeML 107,



Coulon et al.

22 0f 24

Table 4 p-scores of Different Plates After
Transduction at MOI2 or MOI4

B-score
MOI2 MOI4

Plate 1 2.26 3.9

Plate 2 1.66 1.67
Plate 3 1.38 1.61
Plate 4 2.14 2.67
Plate 5 2.05 1.33
Plate 6 2.82 2.33
Plate 7 1.94 235
Plate 8 1.86 2.67
Plate 9 1.31 2.46
Plate 10 1.33 1.6

Plate 11 1.56 2.02

Mean + SD 185+ 046  2.24+0.72

development of the neural network and the
maturation of synapses. During these 21 days,
the level of medium must be regularly moni-
tored (1 to 2 times a week). Day 21 is devoted
to cell fixation, saturation, and incubation with
primary antibodies (Basic Protocol 3). These
steps take 3 hr, including 2 hr of incubation.
Day 22 is devoted to washing and incubation
with secondary antibodies, followed by image
acquisition. This immunostaining also takes 3
hr, including 2 hr of incubation. Image acquisi-
tion (Basic Protocol 4) must be carried out im-
mediately after immunolabeling and usually
takes 8 hr per plate. Each plate must be read
immediately, one after the other. Data analysis
in Columbus (Basic Protocol 5) takes a vari-
able amount of time, depending on the train-
ing time required for successful spot detec-
tion. Approximately 10 hr is required for one
screening (four plates). Data analysis in Mat-
lab (Basic Protocol 6) takes ~6 hr per screen-
ing plate.
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1) Contexte bibliographique et objectifs

L’approche par criblage a haut-contenu décrite précédemment m’a permis d’évaluer I'impact
d’une banque de shARNs ciblant 198 génes associés au risque de MA sur la densité synaptique de
cultures de neurones hippocampiques de rats. Les méthodes HCS, et en particulier celles basées sur
I'interférence ARN, comportent cependant un risque de résultats faussement positifs, et doivent faire
I'objet d’étapes de validation afin de s’assurer de la fiabilité des effets observés. De plus, notre
approche HCS se concentre uniguement sur I'étude morphologique des synapses, au risque de négliger
de potentiels changements fonctionnels de I'activité électrique neuronale. Il a notamment été montré
que l'activité spontanée dans les cultures de neurones primaires ne corréle pas linéairement avec la
densité synaptique (422). Pour ces différentes raisons, jai mis en place des approches
complémentaires permettant de valider la spécificité de la sous-expression des genes sélectionnés par

I"approche HCS, et d’étudier leurs impacts sur I’activité électrique des neurones.

) Résultats

Notre approche de criblage HCS a permis d’identifier 9 génes associés au risque de MA
influencant le nombre de synapses dans un modele de culture primaire de neurones de rat : 5 génes
dont la sous-expression induisait une diminution de la densité synaptique (USP6NL, PSMC3, PLCG2,
CSNK1G1, et CYB561), et 4 genes dans la sous-expression induisait une augmentation de la densité

synaptique (SNX1, ICA1L, OPLAH, et NCK2).

Pour ces 9 génes, j'ai (i) validé que la transduction des shARNs utilisés dans le criblage
entrainait bien une diminution de I'expression de la protéine, (ii) étudié par technique de
fractionnement leurs niveaux d’expression dans les compartiments pré- ou post- synaptiques, et (iii)
évalué I'impact de leurs sous-expression sur I'activité électrique spontanée par Micro-Electrode Array

(MEA).
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De maniére intéressante, I'un des génes dont I'effet sur la densité synaptique et I'activité
électrique neuronale était le plus important était le gene PLCG2. Ce géne code pour une phospholipase
C qui catalyse la synthése des seconds messagers DAG (diacyl-glycerol) et IP3 (myo-inositol 1,4,5-
trisphosphate), contrélant notamment ’lhoméostasie du calcium intracellulaire. Le réle du géne PLCG2
dans la MA est documenté, en raison de l'effet protecteur du variant P522R associé a (i) une
augmentation modérée de I'activité phospholipase (374) et (ii) un effet bénéfique dans la clairance des
peptides amyloides par les cellules microgliales (299). Outre ce variant hypermorphe, I'équipe de
Mikko Hultinen (Kuiopo, Finlande) avec laquelle nous collaborons, a identifié deux nouveaux variants
rares du géne PLCG2, nommés Q816X et R953X, conduisant a I'introduction de codons stop prématurés

et associés a une augmentation du risque de MA (Figure 22).

138 320 477 531 646 772 849 928 1061
N PH EF TIM-X ! nSH2 || cSH2 SH3|! TIM-Y C2 C
134 294 454 509 617 735 827 907 1027 1187 _
L | I— | L J L 1l 1
Peckstrin Catalytic Regulatory domain Catalytic Ca2+ binding
domain domain (auto-inhibitory) domain domain

Figure 22 : Localisation des variants P522R, Q816X, et R953X de PLCG2. La protéine PLCG2 est
composée de plusieurs domaines. Le variant P522R associé a une diminution du risque de MA (en bleu)
est situé a proximité du domaine auto-inhibiteur de PLCG2. Les variants Q816X et R953X associés a
une augmentation du risque de MA (en orange) sont situés respectivement dans le domaine SH3 et le
domaine catalytique de la protéine.

La caractérisation d’un cerveau d’une patiente atteinte de MA et porteuse de la mutation
R953X a permis d’associer la présence du codon stop prématuré a une réduction importante de
I’expression de PLCG2 au niveau protéique (M. Hultinen, communication personnelle). Afin de mieux
comprendre comment les variants génétiques a I'origine d’une diminution d’expression de PLCG2
influencent le développement de la MA, nous avons analysé par des approches in vitro et ex vivo,
I'impact d’'un shARN dirigé contre PLCG2 sur la densité synaptique, I'activité électrique neuronale, le

métabolisme de I’APP, et la phosphorylation de Tau.

Les transcrits de PLCG2 étant retrouvés dans le gyrus denté chez la souris (374), une
collaboration avec I'équipe du Dr. Christophe Mulle (Interdisplinary Institute For Neuroscience,
Bordeaux) a permis d’étudier I'effet de la sous-expression de Plcg2 dans le gyrus denté de souris sur la

morphologie des dendrites (Figure 23).

126



shRNA scrambled / R

3-4months @
lin=4 )

o From Gageet al., 2012
AT ¢ Surgery Sacrifice Sectioning Immunostaining Imaging
>l 3 * LV injection inDG « Transcardial perfusion * 40pm thick slices * Anti- GFP; NeuN « Epifluorescencent

« Immersion fixation in vibratome « Confocal

Days —

31

Figure 23 : Etude de la sous-expression de Plcg2 dans le gyrus denté de souris sur la morphologie des
dendrites. Des vecteurs lentiviraux exprimant un shARN contréle ou un shARN ciblant Plcg2, associé a
un marquage GFP, sont injectés dans I’"hippocampe de souris males adultes. Aprés 27 jours, les souris
sont anesthésiées et perfusées. Des sections de cerveaux sont réalisées a I'aide d’un vibratome et
marquées par immunofluorescence pour la GFP et NeuN (un marqueur neuronal). Les images acquises
au microscope confocal permettent I'analyse de la taille et de I’arborisation des dendrites.

Les résultats montrent que l'inhibition de Plcg2 dans le gyrus denté des souris conduit a la
diminution de la taille et de la complexité de I'arborisation dendritiques au niveau des neurones

granulaires.

Afin de mieux comprendre le lien entre le gene PLCG2 et la MA, j’ai développé un modele de
culture mixtes de neurones et d’astrocytes humains issus d’iPSCs exprimant de facon stable un shARN

dirigé contre ce gene (Figure 24).
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Figure 24. Modéle de culture mixtes de neurones et d’astrocytes humains dérivés d’iPSCs exprimant
un shARN dirigé contre PLCG2 (shPLCG2) ou un shARN contréle (shNT, Non-Targeting). Aprés
I'induction des iPSCs en NPCs (Neural Progenitor Cells), un vecteur lentiviral exprimant le shNT ou le
SshPLCG2 et une cassette de sélection est transduit dans les cellules. Une fois la sélection par
antibiotique et I'expansion des cellules réalisées, les NPCs exprimant stablement le shARN sont
différentiées en cultures humaines astrocytaires (hiAs) et neuronales (hiNs). L'impact de la sous-
expression du gene PLCG2 dans ce modele a été évalué par immunofluorescence, western-blot, alpha-
LISA, et MEA.
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Nos résultats montrent que la sous-expression de PLCG2, mimant l'effet des variants
génétiques Q816X and R953X, induit une importante diminution de la densité synaptique et de
I'activité électrique neuronale, ainsi qu’une augmentation de la sécrétion d’AB, et de la

phosphorylation de la protéine Tau, par un mécanisme susceptible d’'impliquer GSK3p.

) Commentaires

Nos résultats ont notamment permis de :

(i) Montrer que I'effet de PLCG2 dans la MA n’est pas uniqguement médié par les cellules
microgliales.

L'expression de PLCG2 étant principalement microgliale, les études post-GWAS se sont
concentrées uniquement sur I'étude des fonctions de ce géne dans ce type cellulaire. Pour autant,
notre approche de criblage HCS a montré un effet de la sous-expression de Plcg2 dans des cultures
primaires de rats néo-nataux ou la microglie n’est pas présente, et nos expériences de fractionnement
synaptique montrent une expression de Plcg2 dans les compartiments pré- et post- synaptiques. En
inhibant I’expression de Plcg2 dans les neurones du gyrus denté de souris, ou dans des cultures mixtes
astrocytaires et neuronales humaines, nous avons mis en évidence un réle jusqu’ici inconnu du gene

PLCG?2 dans les fonctions synaptiques et neuronales, qui n’est pas médié par les cellules microgliales.

(ii) Préciser les mécanismes par lesquels des variants génétiques a 'origine d’une perte de

fonction de PLCG2 dans les neurones pourraient impacter la physiopathologie de la MA.

Nos expériences basées sur I'expression d’'un ARN interférent afin de sous exprimer PLCG2
permettent de mimer les conséquences de la présence des variants a risque Q816X et R953X. Nous
avons ainsi pu suggérer que la présence de ces variants de PLCG2 augmente le risque de MA par un
impact délétere sur la densité synaptique et I'activité électrique neuronale, la production de peptides
amyloides, ainsi que la phosphorylation de la protéine Tau, par un mécanisme probablement médié

par GSK3p.

\Y)] Expériences complémentaires

Dans ce contexte, d’autres expériences en cours visent a valider I'impact de la sous-expression
de Plcg2 dans le gyrus denté des souris sur les fonctions synaptiques par des mesures
électrophysiologiques de patch-clamp ex vivo. Ces analyses permettront entre autres d’évaluer
I'impact de Plcg2 sur les propriétés intrinseques neuronales ainsi que sur I'amplitude et la fréquence

des courants excitateurs post-synaptiques.
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Par ailleurs, puisque nos résultats ont été obtenus a partir de cultures mixtes astrocytaires et
neuronales humaines, nous ne pouvons pas exclure que la sous-expression de PLCG2 dans les
astrocytes n’ait pas d’'impact sur les effets observés. En conséquence, nous développons actuellement
un nouveau modele de culture purement neuronale via I'expression d’ASCL1. L’expression du géne
ASCL1 dans les progéniteurs neuronaux facilite en effet leurs différenciations, et permet I'obtention
de culture de neurones humains pures (423). Des astrocytes humains exogénes peuvent ensuite étre
ajoutés a ces cultures pour soutenir la maturation des neurones. Ce modele cellulaire nous permettrait
de sous-exprimer PLCG2 uniquement dans les neurones ou dans les astrocytes, et de déterminer le

type cellulaire médiant les effets précédemment décris.

Pour finir, d’autres expériences sont actuellement en cours afin d’évaluer de maniere directe les
effets du variant protecteur P522R, et des variants délétéres Q816X et R953X de PLCG2 sur les
phénotypes associés a la MA. La ré-expression du géne PLCG2 porteur des différents variants dans les
progéniteurs neuronaux shPLCG2 permettra d’évaluer I'impact de ces variants fonctionnels sur la

densité synaptique, le métabolisme de I’APP, et la phosphorylation de Tau.
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ABSTRACT

Synaptic dysfunction/loss is one of the earliest brain pathologies in Alzheimer's disease (AD) and the
strongest marker of cognitive decline. However, little is known about the role that genetic risk factors
for Alzheimer's disease may have on synaptic loss. Here, we developed a high-content screening to
characterize the effect of 198 AD genetic risk factors on synaptic density in rat primary neuronal
cultures, selecting 9 genes with strong effects. Among these 9 genes, we also determined that 5 of
them were able to influence the electrophysiological properties of rat primary neurons using multi-
electrode arrays. We decided to further analyze PLCG2, which was initially proposed to modulate AD
risk through microglial functions. We showed that shRNA-mediated silencing of Plcg2 in the mouse
dentate gyrus reduces the size and complexity of dendritic arborization and the spine density of
granule cells. We also demonstrated that PLCG2 silencing in human iPSC-derived neurons and
astrocytes negatively affects synaptic density and electrical activity in a microfluidic device, extending
our findings to a human model. In addition, we observed significantly increased AR production and Tau
hyperphosphorylation in cells silenced for PLCG2, through a mechanism that probably involves GSK3
activation. Taken together, these findings suggest a novel role for PLCG2 in the etiological mechanisms
of AD and highlight the need for characterization of unknown pleiotropic functions prior to the
development of relevant therapeutic approaches against targets such as PLCG2.

Key words: Alzheimer’s disease, PLCG2, synapse, neuron, gene variant

130



INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by intracellular aggregation of abnormally
hyperphosphorylated Tau protein and extracellular accumulation of amyloid beta (AB) in plaques.
According to the “amyloid cascade hypothesis”, A aggregation is an early triggering, toxic condition
that can induce Tau aggregation and neuronal death. However, while recent clinical studies using anti-
AB therapies in principle support this hypothesis?, this one has been called partly into question? and
has been regularly modified to reflect advancements in our understanding of AD3*. It is now well
accepted that this hypothesis appears to be overly simplistic and fails to account for the intricacy and
heterogeneity of the pathophysiological processes involved in the common forms of the disease.
Interestingly, the proportion of risk attributable to genetic susceptibility factors for AD has been
estimated to be between 60% and 80% in twin studies®. Consequently, defining the genetic component
of these common forms is one way of gaining a better understanding of the fundamental disease
processes in order to generate complementary/alternative hypotheses integrating additional factors.
Thanks to the development of genome-wide association studies (GWASs) and high-throughput
sequencing, the AD genetic landscape has been considerably improved over the last fifteen years with
the characterization of 76 loci associated with the AD risk®®. However, it can be difficult to identify the
functional genes and variants within these loci and to understand how they mechanistically contribute
to AD pathogenesis. These points are important challenges of the post-GWAS era and strong efforts
are developed to decipher the link between AD genetics and pathogenesis. To date, enrichment
pathway analyses and biological studies have directly linked AD risk genes to APP metabolism,
pathophysiological processes linked to Tau, immunity and microglia, a cell-type that was previously
neglected in the context of AD pathophysiology®*2. In view of the “amyloid cascade hypothesis” limits
and the complexity suggested by the new genetic landscape, several non-exclusive hypotheses have
been put forward. For example, the “cellular phase” hypothesis postulates feedback and anticipation
reactions between all the various cell types in the brain®. The “genetically driven synaptic failure”
model is based on specific synaptic fragility/sensitivity to pathological triggers, depending on genetic
risk factors®® of which for several of them, synaptic functions have already been assigned such as BIN1,
FERMT2, PTK2B or CD2AP¥*1 The later fits with key clinical observations that synapse dysfunction/loss
is (i) one of the earliest pathological hallmarks in the brain before hippocampal neuronal death and (ii)
the strongest marker of cognitive decline (for a review, see'®%).

Within this background, we decided to specifically address the potential synaptic functions of the
genes located in the loci associated with AD risk as reported in °. For this purpose, we developed a
high-content screening (HCS) allowing us to systematically analyze the impact of the under-expression
of a large number of genes in the AD loci on synaptic density and to reveal potential functions of these
genes on synaptic functions.

RESULTS

HCS identifies GWAS-defined genes as potential modulators of synapse density

In order to determine whether AD genetic risk factors may contribute to synaptic functions, we
developed a HCS approach to systematically characterize the impact of GWAS-defined genes on
synaptic density, i.e., more than 300 genes associated with the risk of developing AD in 76 loci (see
supplementary data). From this gene list, we then developed and screened a lentiviral shRNA library
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targeting 198 genes that we selected as expressed in brain cells (according to publicly available RNAseq
datasets). This screen was realized in 384-well plates using rat hippocampal primary neuronal cultures
(PNCs) and cells were transduced at day in vitro (DIV) 1 using two multiplicities of infection (MOI 2 and
4). Non-targeting shRNA (shNT) and shRNA against Synaptophysin 1 (shSyp) were used as controls for
transduction. Immunofluorescence was conducted against SYP (a pre-synaptic marker), HOMER1 (a
post-synaptic marker) and MAP2 (somatodendritic marker). Synaptic density was then assessed by a
high-content analysis workflow by assigning each post-synaptic structure to the nearest pre-synaptic
structure as previously published?.. In three independent experiments, we selected the genes that had
the strongest effect on synaptic density (the top and bottom 5%). Under-expression of five AD-risk
genes was associated with lower synaptic density whereas under-expression of four was associated
with higher synaptic density (figure 1). Of note, we validated in PNCs the impact of shRNAs on protein
levels for the 9 genes selected (figure 2a-b). In conclusion, high-content screening allowed us to
identify several genes located within the loci associated with AD risk that may influence synaptic
density in rat PNCs.

GWAS-defined genes and especially PLCG2, impacts electrophysiological properties of PNCs

We first determined whether proteins encoded by the 9 genes selected above could be detected in
synaptosomes purified from PNCs (supplementary figure 1). We observed their presence in the PSD95
fraction, in the non-PSD95 fraction, or in both fractions with the exception of OPLAH that is mostly
cytosolic and CYB561 that we did not detect.

We then analyzed the impact of their under-expression on electrophysiological properties of PNCs
using multiple electrode arrays (MEAs). Mean spike and burst frequencies were used as read-outs for
neuronal activity at DIV21 (figures 2c and 2d, respectively). As a positive control, under-expression of
Syp showed an impact in both read-outs. Similar to Syp under-expression, Usp6nl, Psmc3 and Plcg2
underexpressions significantly decreased spike and burst frequencies at DIV21. These results are of
particular interest since PLCG2 was believed to be almost only expressed in microglia and, as a
consequence, this AD risk gene was almost exclusively investigated in this cell type?*?>. We thus
focused on PLCG2, which is also expressed in glutamatergic neurons as evidenced by (i) recent, publicly
available Allen Brain single-nuclei (sn) RNAseq datasets from human brains (https://portal.brain-
map.org/atlases-and-data/rnaseq) and (ii) in-house snRNAseq datasets from human brain organoids
(supplementary figure 2).

Plcg2 silencing in mouse dentate gyrus reduces dendritic arborization complexity and spine density
of granule cells

PLCG2 transcript is highly expressed in the dentate gyrus (DG), in mouse and human?®. The DG is the
main gateway from the entorhinal cortex inputs to the hippocampus; it sends its axonal projections to
CA3 through mossy fibers (Mf)?’, which is essential for the rapid encoding of episodic memory, a
feature which is affected at early stages of AD. In mouse models of AD, synaptic plasticity in the DG or
at its output Mf-CA3 synapses are severely affected?®%. In order to explore the impact of silencing
PLCG2 gene on the morphological properties of DG granule cells, lentivirus encoding either a shRNA
against PLCG2 (LV-shPLCG2-GFP) or a non-targeting control shRNA (LV-shNT-GFP) were injected in the
dorsal hippocampus of adult male mice. A prominent expression of GFP was observed in both
experimental groups in the DG, spanning from the dorsal to ventral hippocampus (-1.46mm to -
2.9mm), even if GFP expression appeared more intense in the shNT than the shPLCG2 injected side
(supplementary Figure 3). In order to explore potential morphological changes in dendritic trees after
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PLCG2 silencing in the DG, we measured total dendritic length, total dendritic volume and total
dendritic surface area (Figure 3a). Total dendrite length was close to show a significant change
(p=0.0501; n=26; figure 3b), whereas total volume and total surface area of granule cell dendrites were
significantly reduced after silencing PLCG2, as compared to the non-targeting counterpart (respectively
p<0.0001; n=26; and p=0.0273; n=26, figure 3 c-d). In addition, we observed a significant reduction in
the spine density on the shPLCG2 injected side compared to the shNT group, regardless of the spine
type (figure 3g) (p<0.0001; n=25; figure 3e-f). In conclusion, in accordance with our results observed
in vitro, PLCG2 under-expression is able to impact synaptic function ex vivo.

PLCG2 silencing in human iPSC-derived neurons/astrocytes negatively impacts synaptic density and
function

We then sought to extend our findings in rodents to an in vitro model based on neurons derived from
human induced pruripotent stemm cells (hiPSCs). After 4 weeks of spontaneous differentiation from
neural progenitor cells (NPCs) transduced with either a shNT (sham control) or a shRNA targeting
PLCG2 (shPLCG2), we obtained a mixed culture of mature human induced neurons (hiNs) and
astrocytes (hiAs) (figure 4a). We validated that the PLCG2 under-expression was effective and, of note,
we confirmed that shPLCG2 did not extinguish PLCG1l expression in this mixed culture by
immunoblotting (figure 4b). We then used custom-designed microfluidic devices to characterize the
impact of PLCG2 silencing on synaptic density in our mixed hiN/hiA cultures. Immunocytochemistry
using antibodies targeting pre- and post-synaptic markers was performed and synaptic density was
assessed by assigning each post-synaptic marker (Homerl) to the nearest pre-synaptic marker
(Synaptophysin 1) as previously described?! (figure 4c). We fully replicated in hiNs/hiAs the results we
obtained in the HCS experiments using rat primary hippocampal neuronal cultures, i.e., PLCG2 under-
expression negatively affects synaptic density (figure 4d-e). Lastly, we developed a custom-designed
microfluidic device coupled with MEA and, once again, we replicated in hiN/hiA mixed cultures the
results we obtained in rat PNCs, i.e., PLCG2 under-expression induced a decrease in spike and burst
frequencies (figure 4f). In conclusion, in accordance with our results observed in the rodent brain,
PLCG2 under-expression impacts synaptic function in vitro in hiNs/hiAs cultures.

PLCG2 silencing in human iPSC-derived neurons/astrocytes increases Tau phosphorylation and AB
production

We next investigated the potential impact of PLCG2 silencing in hiNs/hiAs co-cultures on the different
hallmarks of AD, i.e., quantity and phosphorylation state of Tau and APP metabolism. PLCG2 silencing
was associated with a strong increase in Tau phosphorylation at multiple epitopes in hiN/hiA cultures
(figure 5a-b). Notably, an increase in total Tau expression was also detected (figure 5c¢). Regarding the
impact of PLCG2 silencing on APP metabolism, a significant increase in both APP expression (figure 5c)
and AP secretion (figure 5d) was detected in the mixed cultures under-expressing PLCG2. These data
thus suggest that PLCG2 may be directly involved in the development of the main pathological
hallmarks of AD.

We finally investigated whether the impact of PLCG2 silencing on Tau hyperphosphorylation could be
mediated through the regulation of ERK1/2, GSK3-B, p38/MAPK, AKT and PYK2 kinases, known actors
of Tau phosphorylation (figure 6a-b). No difference in the protein levels or phosphorylation status of
ERK1/2 or p38/MAPK was observed when PLCG2 was under-expressed. However, PLCG2 shRNA-
mediated under-expression increased the levels of phosphorylated forms of PYK2 and GSK3p kinases
at Y402 and Y216 residues, respectively. In contrast, phosphorylation of AKT at S473 was decreased in
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neurons/astrocytes that express a shRNA against PLCG2. Of note, the protein level of GSK3B was also
increased.

DISCUSSION

Functional analyses of several GWAS-defined genes that interact with the amyloid or tau pathologies
showed that many of these genes are involved in neuronal function and synaptic plasticity. To
determine whether additional AD genetic risk factors may contribute to the genetically driven synaptic
failure in AD, we developed an HCS to systematically characterize the impact of the silencing of GWAS-
defined genes on synaptic density. Surprisingly, among the genes with the strongest impact on synaptic
density, PLCG2 appeared as a candidate of particular interest.

PLCG2 is a phospholipase C that catalyzes the synthesis of second messengers DAG (diacyl-glycerol)
and IPs (inositol 1,4,5-trisphosphate) from the membrane phospholipid PIP; (1-phosphatidyl-1D-myo-
inositol 4,5-bisphosphate). DAG activates the calcium dependent protein kinase C (PKC), which
phosphorylates downstream effectors including AKT to activate a variety of cellular functions such as
cell polarity, cell proliferation, learning and memory3°. IP; binds to IPs; receptors on the endoplasmic
reticulum membrane, which induce the release of Ca?* to the cytoplasm.

In AD, PLCG2 has been mostly studied in microglia and shown to be implicated in multiple signaling
pathways, leading to phagocytosis, secretion of cytokines and chemokines, cell survival and
proliferation???>, However, we and others found that PLCG2 was also expressed in neurons and was
localized to both the pre- and post-synaptic compartments231. OQur current results, based on three
distinct experimental models (and different shRNAs), suggest a new role for this AD genetic risk factor
at the synapses. First, shRNA-mediated PLCG2 silencing strongly affected synapse density and
electrophysiological properties in rat hippocampal neurons in vitro. Second, PLCG2 silencing in the
mouse brain resulted in significant reductions in the size and complexity of the dendritic arborization
and in the spine density in DG granule cells. Third, PLCG2 silencing negatively affected synaptic density
and electrical activity in human iPSC-derived neuron/astrocyte mixed cultures. Although we cannot
rule out the possibility that part of the observed impact of PLCG2 under-expression on synaptic density
and/or function stem from neurodevelopmental effects, our data suggest a role of PLCG2 after
neurodevelopment, since PLCG2 silencing significantly altered dentritic arborization in the DG of 4-
month-old mice, which potentially impacted electrophysiological properties of neurons.

In addition to these new putative roles of PLCG2 at the synapses, we also observed that PLCG2 may
promote Tau hyperphosphorylation as well as APP overexpression and AP secretion in neurons,
suggesting that PLCG2 in neurons may directly participate in the development of the main hallmarks
of AD. To better characterize the impact of PLCG2 under-expression on Tau hyperphosphorylation in
neurons, we also investigated several Tau kinases. Interestingly, we observed an increase in GSK3f3
expression and activity through auto-phosphorylation at Y216 in human induced neurons/astrocytes
silenced for PLCG2. In agreement with GSK3p activation, we observed a significant increase in Tau
phosphorylation at T181, S202-T205, T217, T231 and S$396-404 residues which are known
phosphorylation sites of this kinase. In addition, we observed a significant impact of PLCG2
underexpression on phosphorylation-mediated activation of PYK2, a Ca*-sensitive tyrosine kinase
encoded by the PTK2B gene, another AD genetic risk factor that plays important roles in synapse
formation and plasticity as well as in Tau pathology®2. PYK2 is also suspected to regulate neuronal
GSK3pB activity through tyrosine phosphorylation-%>. In human induced neurons/astrocytes, we also
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detected that PLCG2 silencing inhibits AKT phosphorylation at S473, which may explain the increase in
GSK3pB tyrosine phosphorylation observed. Collectively, these data suggest that AKT and PYK2 can be
part of a signaling cascade that mediate the impact of PLCG2 silencing on increased GSK3p activity,
which, in turn, result in Tau hyperphosphorylation, synapse loss and dysfunction®®, as we observed in
neurons. However, further experiments are needed in both in vitro and in vivo models to fully
characterize the molecular mechanisms underlying PLCG2 function in AD pathophysiology.

PLCG2 mediates calcium release from the endoplasmic reticulum via the synthesis of IP3 and neuronal
calcium dyshomeostasis is a pathological feature of AD. Of note, many of the kinases involved in Tau
hyperphosphorylation including AKT, PYK2 and GSK3B are regulated by calcium3?*37-38 and we detected
significant changes in the phosphorylation-mediated activity of these three kinases in human induced
neurons/astrocytes silenced for PLCG2. In this context, we can postulate that PLCG2 silencing may
dysregulate calcium homeostatis by triggering abnormal cytosolic and/or endoplasmic reticulum
calcium levels, potentially explaining downstream effects on Tau hyperphosphorylation and the
synaptic structure and function®. According to this postulate, PLCG2 underexpression may limit
intracellular calcium oscillations that control neurotransmitter release, which can impair the regulation
of excitatory postsynaptic currents and alter hippocampal synaptic plasticity and memory functions®.
Importantly, our results do fit with that we know about the genetic variants in PLCG2 and associated
AD risk. The PLCG2 P522R variant has been described to be protective against AD and functionally
hypermorphic?®. In contrast, rare loss-of-function (LOF) variants in PLCG2 have been associated with
an increased risk of AD in a Finnish population and in the European ADES dataset (unpublished data),
including the Q816X and R953X variants. These two variants lead to a premature stop codon and the
953X allele has been associated with a significant decrease in PLCG2 protein expression in the AD brain,
which can be mimicked by a PLCG2 shRNA (Mikko Hultinen, personal communication).

In conclusion, our results report a new role for the AD genetic risk factor PLCG2 likely in neurons.
Although we cannot rule out a potential role for PLCG2 in astrocytes as well, our results in mouse DG
neurons expressing PLCG2 shRNA on dendritic arborization strongly argue in favor of a direct effect of
PLCG2 at the synapses. Through its role in intracellular calcium homeostasis, PLCG2 dysfunction in
neurons may result in the inactivation of phosphorylation cascades responsible for gene expression
changes that are essential for neuronal survival and synaptic plasticity. Therefore, an overview of the
transcriptome and phospho-proteome changes induced by the PLCG2 gene variants would be
informative for the identification of PLCG2-dependent signaling pathways. Lastly, PLCG2 emerging as
a major genetic risk factor for AD, it appears as a target of interest for drug development. In this
context, knowing which signaling pathways are related to PLCG2, not only in microglia, but also in
neurons, may be important for identifying druggable targets.

METHODS

Primary neuronal culture

Primary hippocampal and cortical neurons were obtained from PO Wistar rats, according to previously
described procedures with minor modifications®!. Culture media and supplements were from Gibco,
ThermoFisher Scientific, unless mentioned otherwise.

Briefly, hippocampi and cortex were isolated, washed with ice-cold dissection medium (HBSS
supplemented with sodium pyruvate, HEPES, and penicillin/streptomycin), and trypsinized 10 min at
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37°C (2.5%). Trypsin was then inactivated with dissociation medium (MEM supplemented with
inactivated FBS, Glutamax, D-glucose (Sigma), MEM vitamins, and penicillin/streptomycin) containing
DNase (5 mg/ml, Sigma). Tissues were then dissociated in culture medium (neurobasal A
supplemented with glutamax and B27) to obtain a homogenous cell suspension, followed by
centrifugation (200 x g for 8 min). Cells were resuspended in culture medium and seeded in plates
precoated with poly-D-lysine (0.1 mg/mL, Sigma) in borate buffer, at a density of 50,000 cells/cm?for
384-well plates (Greiner bio-one), 100,000 cells/cm? for 24-well plates, or 125,000 cells/cm? for 10 cm
culture dishes. For MEA 96-well plates, a 5 uL drop of a 15 000 cells was placed on the top of the
electrodes, and medium was added after a minimum of 5 minutes to allow the cells to attach. For all
types of culture, media was fully replaced after 24 hours and cells were maintained in a tissue culture
incubator at 37°C with 5% CO2 for 21 days.

Human induced neurons and astrocytes co-culture

Culture media and supplements were from Stem Cell Technologies, unless mentioned otherwise.
Available hiPSC cell line (ASE-9109, Applied Stem Cell Inc. CA, USA) was maintained in non-treated cell
culture dishes/plates pre-coated with 10 ug/ml of vitronectin fresh-diluted in Cell Adhere Dilution
Buffer, in mTeSR1 + 5X supplemented medium fully changed daily.

NPCs were generated using the embryoid body method detailed by Stem Cell Technologies and
maintained in complete Neural Progenitor Medium (NPM, supplemented with supplements A and B),
in treated cell culture dishes pre-coated with 0.001% poly-L-ornithine (PLO) diluted in water and 10
pg/mL laminin diluted in PBS 0.01M with Ca2+ and Mg2+. Full media change was performed daily.

To generate NPCs stably expressing shRNAs non-targeting or targeting PLCG2 gene, NPCs were
transduced 4 hours after seeding with lentiviral shRNAs carrying an antibiotic resistance cassette (pLV-
Hygro-U6>scramble_shRNA#1 and pLV-Hygro-U6>hPLCG2_shRNA#1, Vector Builder). Two days after
the transduction, Hygromycin (500 pg/mL, Invitrogen) was added to cell medium and kept until
selection was complete (approximately 10 days).

Mixed cultures of hiNs and hiAs were obtained from shRNA-transduced NPCs after 4 weeks of
spontaneous differentiation. For immunoblotting and immunostaining, 70 000 NPCs/wells were plated
in PLO/Laminin pre-coated 24-well cell imaging plates (Eppendorff, 0030741005). In microfluidic
devices, 40000 NPCs for synaptic density analysis, and 60000 NPCs for electrophysiological
recordings, were seeded in both chambers of pre-coated PLL/Laminin microfluidic chips. Cells were
kept in complete NPM containing 10 uM of Y-27632 ROCK Inhibitor for 24 h, before adding an equal
volume of complete BrainPhys medium (supplemented with N2, SM1, BDNF, GDNF, laminin, dibutyryl-
cAMP, and ascorbic acid). Cells were maintained in a tissue culture incubator at 37 °C with 5% CO2,
and half-media changed was performed bi-weekly during 4 weeks.

HCS shRNA library

A HCS was performed to assess the impact of a lentiviral Mission pLKO,1-shRNA library targeting 198
AD-associated genes on synaptic density. The detailed methodology of our HCS was published
elsewhere (Coulon et al. Curr Protoc, in press). The screening was organized in two parts: (i) 105 genes
reported in 2019%°, and (ii) 93 genes reported in 2022°. These genes were selected using The Allen
Brain Human MTG SmartSeq Dataset (https://portal.brain-map.org/atlases-and-data/rnaseq) to limit
our analysis to genes expressed in brain cells. Non-coding genes, and genes with no homologous in
rats were also excluded. PNC were transduced at Multiplicity of Infection (MOI) 2 and 4, and the HCS
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was performed three times using three independent neuronal cultures. A shRNA targeting
Synaptophysin (shSyp, Mission, NM_009305 TRCN0000379864), and a shRNA non-targeting (shNT,
Mission, shC002V) were used as positive and negative controls, respectively.

shRNA library Transduction

Primary neuronal culture (PNC) were transduced on DIV1 with lentiviral Mission pLKO,1-shRNA vectors
(Merck). Viral constructs were added to pre-warmed supplemented culture media with 4-pg/mL
polybrene (hexadimethrine bromide, Sigma). Culture media was removed and transduction mixture
was added to each well to reach 20 plL final volume for 384-well plates or 250 ul final volume for 24-
well plates. PNC were incubated for 6 h before the same volume of fresh pre-warmed culture media
was added.

Neural Progenitor Cells (NPCs) were transduced on DIVO/1 with lentiviral-shRNA vectors (pLV-Hygro-
U6>scramble_shRNA#1 and pLV-Hygro-U6>hPLCG2_shRNA#1, Vector Builder). Viral constructs were
diluted in cell culture medium and directly added on top of NPCs culture.

Immunostaining

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde (EMS, Hatfield, PA) for 20 min at RT, permeabilized with
0.3% Triton X-100 in PBS for 5 min at RT, and blocked with 5% normal donkey serum (Jackson
ImmunoResearch) and 0.1% Triton X-100 for 1 h at RT. Alternatively, neurons in 384-well plates were
blocked with 2.5% BSA and 0.1% Triton X-100 for 2 h at RT. Cells were washed with PBS at RT between
each step. For 384-well plates, washes were automated using an automated platform (Works
automation control software (Agilent), Direct Drive Robot (Agilent), Plate washer (BioTek, EL406)).
After blocking, neurons were incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies:
Chicken or Guinea-Pig anti-Homer 1 (Synaptic Systems, 160006 and 160004), Guinea-Pig or Mouse
anti-Synaptophysin (Synaptic Systems, 101004 and 101011), Mouse or Chicken anti-MAP2 (Synaptic
Systems, 188011 and 188006), Guinea-Pig anti-GFAP (Synaptic Systems, 173004), Rabbit anti-hTau
(Dako, A0024), Mouse anti-pT231Tau (P. Davies, RZ3). After washes with PBS, cells were incubated 2h
at RT with the following secondary antibodies: Donkey anti-Chicken Alexa 488 or 647 (Jackson
Immunoresearch, 703-545-155 and 703-605-155), Donkey anti-Rabbit Alexa 488 or 647 (Jackson
Immunoresearch, 711-645-152 and 711-605-152), Goat anti-Guinea-Pig Alexa 555 (Life technology,
A21435), Donkey anti-Guinea-Pig Alexa 405 or 594 (Jackson Immunoresearch, 706-475-148 and 706-
585-148), Donkey anti-Mouse Alexa 488 or 594 or 647 (Jackson Immunoresearch, 715-545-151,
711585-151 and 715-605-151).

HCS imaging and image analyses

384-well plates were imaged using IN Cell Analyzer 6000 Cell Imaging System (GE Healthcare) equipped
with a Nikon 60 x 0.95 NA objective and a CMOS camera. 16 images (2048 x 2048 pixels) per well were
acquired in 3 stacks (z-stack interval: 0.5 um) from 3 channels (dsRed, FITC, and Cy5). Customized
image analysis software (PerkinElmer) was used for the image analysis. MAP2 staining was used to
defined network area and Synaptophysin and Homer1 spots were detected within this area. A custom
MATLAB (MathWorks, Natick, MA) process is the used to exclude outlier fields in terms of network
area or staining intensity, and to assigned each Homer1 spots to the nearest Synaptophyin spot with a
1 um cut-off distance. The density of Synaptophysin spots assigned by at least one Homer1 spots is
used to calculate the synaptic density. or each well, data was normalized by the mean of non-
transduced wells from the same plate. Wells with shRNA-induced toxicity, as defined by normalized
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network area < 0.4 were exclude from the analysis. Assay quality was assessed using 3-score calculating

asfi = W, where 1 and o are the mean and standard deviation of Synaptophysin density for
S

shSyp
control wells treated with shNT and shSyp, and only plates with a B-score > 1 were analyzed. After all

screenings were performed, mean and standard error of measurement (SEM) of normalized synaptic
density were calculated for each shRNA that did not affect network quality in at least 2 screenings.
shRNAs that potentially affects synaptic density were determined as those belonging to the top or
bottom 5% tiers.

Microfluidics chip fabrication

Masters of microfluidic devices were fabricated through photolithography as previously described*2.
Devices were cast from polydimethylsiloxane (PDMS, Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI) and
irreversibly bonded to glass coverslips using an O, plasma generator (Diener, Ebhausen, Germany).
Prior to cell culture, devices were sterilized under UV (Light Progress, Anghiari, Italy) for 30 min, and
coated with 0.1 mg/ml poly-L-lysine (PLL, Sigma) diluted in borate buffer (0.31% boric acid, 0.475%
sodium tetraborate, pH = 8.5) and 20 pug/mL laminin (CC095, Sigma-Aldrich) diluted in 0.01M PBS with
Ca?* and Mg?* (Gibco, ThermoFisher Scientific). For MEA recordings, a new microfluidic device was
developed that places two identical yet distinct bicompartment circuits on the same MEA, such that
two experimental conditions could be included in the same experiment/recording (figure 4c). For
quantification of synapses, tricompartment microfluidic devices that isolate the neuronal network
from cell bodies were used (figure 4e)?'. Three devices were employed for each experimental condition
and three independent cultures were performed.

Synapse imaging and analysis

Synaptic compartments of microfluidic chips were imaged via Spinning Disk XLight V3 microscope
(Nikon), using a 60x objective and a z-stack interval of 0.5 um. Images were deconvoluted using
Huygens Professional (Scientific Volume Imaging) and analyzed using Imaris (Bitplane, Zirich,
Switzerland) by reconstructing Synaptophysin and Homerl puncta in 3D. The relative positions of all
puncta were analyzed using the custom MATLAB process described before to evaluate the synaptic
density. Statistically significant outliers were calculated and excluded, using the mean absolute
deviation method (3 MAD).

Synapse fractionation

7x107 cortical neurons were resuspended in a cold buffer containing 0.32 M sucrose and 10 mM HEPES,
pH = 7.4, and were centrifuged at 1000x g for 10 min. The resulting supernatant was concentrated at
12,000x g for 20 min to remove the cytosolic fraction. Then, the resulting pellet was resuspended in a
second solution (4 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH = 7.4) and centrifuged twice at 12,000x g for 20 min.
The new pellet was incubated in a third solution (20 mM HEPES, 100 mM NacCl, 0.5% Triton X-100, pH
=7.2) for 1 h at 4 °C with mild agitation and then centrifuged at 12,000x g for 20 min. The supernatant
collected corresponds to the triton-soluble non-PSD fraction. The remaining pellet was resuspended
and incubated in a buffer containing 20 mM HEPES, 0.15 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% deoxycholic
acid, 1% SDS, pH = 7.5 for 1 h at 4 °C, and then centrifuged at 10,000x g for 15 min to obtain a
supernatant containing the triton-insoluble PSD fraction. The cytosolic, non-PSD, and PSD fractions
were then analyzed by immunoblotting.
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Immunoblotting

Protein quantification was performed using the BCA protein assay (ThermoFisher Scientific). Equal
amounts (5-20 pg) of cell lysate were collected in RIPA buffer (1 M Tris, 1.5 M NaCl, 0.1% NP-40, 10%
SDS, 100 mM sodium orthovanadate, and 0.5% sodium deoxycholate, pH = 7.4) containing protease
inhibitors (Complete mini, Roche Applied Science, Penzberg, Germany), lithium dodecyl sulfate
(ThermoFischer Scientific), and reducing agent (Invitrogen). Samples were sonicated at 60% and
denaturated at 95°C for 5 min. Protein extracts were separated in 4-12% Bis-Tris, or 3-8 % Tris-Acetate
SDS—polyacrylamide gels (NUPAGE, Thermo Scientific) and transferred on to nitrocellulose membranes
(Bio-Rad). Membranes were blocked in SuperBlock (ThermoFisher Scientific) for 1 h at RT, and
incubated with primary antibodies at 4°C overnight. The following day, membranes were incubated
with HRP-conjugated secondary antibodies 2h at RT, and revealed using Immobilon Crescendo
Western HRP Substrat (Millipore) and the Amersham Imager 600 (GE Life Sciences). Optical densities
of bands were quantified using Imagel. The following primary antibodies was used: Chicken anti-
Synaptophysin (Synaptic System, 101006), Guinea-Pig anti-PSD95 (Synaptic System 124014), Chicken
anti-GAPDH (Millipore, AB2302), Rabbit anti-USPENL (ThermoFisher Scientific, PA575944), Mouse anti-
PSMC3 (ThermoFisher Scientific, MA538612), Rabbit anti-CSNK1G1 (ThermoFisher Scientific, PA5-
205268), Rabbit anti-CYB561 (Merck, SAB2100516), Rabbit anti-SNX1 (Abcam, ab134216), Rabbit anti-
ICALL (ThermoFisher Scientific, 16828054), Mouse anti-OPLAH (Santa-Cruz, sc-398205), Mouse anti-
NCK2 (Santa-Cruz, sc-20020), Mouse anti-PLCG2 (Santa-Cruz, sc-5283), Rabbit anti-PLCG1 (Abcam,
ab76155), Rabbit anti-APP (Sigma, A8717), Rabbit anti-hTau (Dako, A0024), Mouse anti-pTauS396/404
(P. Davies, PHF1), Mouse anti-pTauT231 (P. Davies, RZ3), Mouse anti-pTauS202/T205 (ThermoFisher
Scientific, MN1020), Rabbit anti-pTauT217 (ThermoFisher Scientific, 10536653), Mouse anti-pTauT181
(ThermoFisher Scientific, MN1050), Mouse anti-GSK-3BpY216 (BD Bioscience, 612313), Rabbit anti-
GSK-3B (Cell Signaling, 9315), Mouse anti-ERK1/2 (Cell Signaling, 4696), Rabbit anti-phospho- ERK1/2
MAPK (Cell Signaling, 9101), Rabbit anti-Akt (Ozyme, C67E7), Rabbit anti-phospho-Akt(Serd73)
(Ozyme, CST4060), Rabbit anti-PYK2 (Merck, P3902), Rabbit anti-phospho-PTK2B(Y402) (Cell Signaling,
3291), Rabbit anti-38MAPK (Cell Signaling, 9212), Rabbit anti-phospho-p38MAPK(Thr180/Tyr182) (Cell
Signaling, 4511) and Mouse anti-actin (Sigma, A1979). Secondary antibodies used for the immunoblots
were: Goat anti-Chicken HRP (ThermoFisher Scientific, A16054), Goat anti-Guinea-Pig HRP (Jackson
Immunoresearch, 106-035-003), Goat anti-Rabbit HRP (Jackson Immunoresearch, 111-035-003), Goat
anti-Mouse HRP (Jackson Immunoresearch, 115-035-003).

Alpha-LISA measurements

Cell culture media were collected at 4 weeks of differentiation in order to dose secreted AB using
Alpha-LISA assays (Alpha-LISA Amyloid B1-X Kit, AL288C, PerkinElmer) according to the manufacturer’s
instructions. 5 pL of cell medium or standard solution diluted in BrainPhys medium was added to an
Optiplate-96 microplate (PerkinElmer), incubated with 5 pL of 10X mixture of acceptor beads and
biotinylated antibody for 1h at RT, and then by 40 pL of 1.25X donor beads for 30 min at RT.
Luminescence was measured using an EnVision-Alpha Reader (PerkinElmer) at 680-nm excitation and
615-nm emission wavelengths.

Microelectrode array recordings and analyses
PNC were cultured on PDL/Laminin pre-coated MEA 96-well plates (CytoView MEA 96, Axion
Biosystems, USA) and extracellular action potentials were recorded at DIV21 in three independent
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cultures using the MaestroPro (Axion Biosystems, Inc, USA). Signals were recorded for 5 min and
transient potentials were detected using 6 standard deviations adaptative threshold crossing method.
Channels containing detected waveforms were processed for spike waveform classification using
Valley Seeking algorithm in Offline Sorter v3 (Plexon, USA). Bursts were defined as a minimum of 3
spikes in 100 ms. Channels < 0.1 Hz were excluded from the analysis. In separate experiments, hiNs
were cultured in microfluidic devices bound to multi-electrode arrays (256MEA100/30iR-ITO, Multi-
Channel Systems, Germany) and were recorded at 4 weeks of differentiation using the MEA2100-256-
System (Multi-Channel Systems). Signals were recorded for 5 min, at 20 kHz sampling rate, and
transient potentials were detected and extracted using 5.5 standard deviations upward or downward
of the raw signal and a dead zone of 3 ms. Spike bursts were defined as at least 5 spikes within 50 ms.

Morphometric analysis of mouse DG granule cells

4 male control mice (littermates of APP/PS1 mice) aged between 3-4 months old with a body weight
of 36.0+1.4 g, were used in this study. In order to silence the plcg2 gene in mice we have injected
lentiviral constructs expressing either a shRNA against PLCG2 or a non-targeting shRNA, combined with
GFP expressed under the control of the PGK promoter, in the dorsal dentate gyrus through stereotaxic
manipulation. To compare the efficacy of transduction of both LV constructs, we injected in a same
mouse LV-plcg2shRNA and LV- scramble in the ipsi- and contra-lateral sides, respectively. After 27 days,
mice were transcardially perfused and the brain was isolated and post-fixed in paraformaldehyde (PFA,
4%). Next, 40 um thick sections were prepared with vibratome, immuno-stained and imaged for
expression of NeuN and GFP. To analyze the morphology of GFP expressing DG granule cells, we used
a confocal microscope (SP1, Leica Microsystems) to acquire Z-stacks at randomly chosen positions in
the supra or infrapyramidal blade of DG. Images were obtained with a 63X objective (numerical
aperture, NA 1.4) and regular photomultipliers. Spine density was measured in four animals with 13
fields at high magnification with >2X zoom in SP1 confocal, at least 2-3 neurites per field. In order to
analyze the dendritic and spine morphometry we have used neuronstudio (ver. 0.9.92 64 bit)* and
Imagel* for reconstruction as well as analysis.

Statistical analyses:
All the results are presented as meanzSD or meantSEM. Data were analyzed either using Mann—
Whitney nonparametric or a Kruskal-Wallis test when appropriate. A p-value <0.05 was interpreted as

significant.
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Figure 1. High-content screening identified nine AD-associated genes that significantly impact
synaptic density in rat primary neurons

(a-b) Impact of shRNAs against 198 AD-associated genes on synaptic density in rat hippocampal
primary neurons, virally transduced at MOI 2 (a) and MOI 4 (b). Top and bottom 2.5% are shown in
red. (c-d) Representative images of MAP2, SYP and HOMER1 immunostainings following shRNA-
mediated silencing of SYP, PSM(C3, PLCG2, CYB561, SNX1, ICA1L and NCK2 at MOI 2 (c) and of SYP,
CSNK1G1, USP6NL, OPLAH, and NCK2 at MOI 4 (d); Scale bar= 20um. (e) Quantification of synapse
density by the assignment of SYP to HOMER1 spots on MAP2 surfaces. Data are means + SEM, n=3.
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Figure 2. Potential synaptic function of nine AD-associated genes in neurons
(a) Validation of the 9 shRNAs against USP6NL, PSMC3, PLCG2, CSNK1G1, CYB561, SNX1, ICA1L, OPLAH
and NCK2 transduced at MOI 2 in rat hippocampal primary neuron cultures via immunoblotting. (b)

Comparison of protein levels in the 9 shRNAs vs non-targeting control (shNT) transduced

neuron/astrocyte mixed cultures. Data are means + SD, n=3; *p<0.05. (c-d) Impact of the 9 shRNAs on

mean firing rates (c) and burst frequencies (d) in rat hippocampal neurons at DIV21, as measured with

a MEA. Data are median % interquartile, n=3; *p<0.05.
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Figure 3. Plcg2 silencing in the mouse DG reduces dendritic volume and spine density of granule cells
(a) Immunofluorescence images of coronal slices of hippocampus from anterior (-1.46 mm) to
posterior (-2.92 mm) with high magnification images of DG cells as well as their dendritic spines in
shNT and shPLCG2 injected neurites (mean + SEM; n= 13); scale bar= 20um. (b-d) Change in total
dendritic length (b), total dendritic volume (c), and total surface area of dendrites (d) in the two
experimental groups. (e-g) Dentritic spine morphology (e) and density (f) according to the spine type
(g) in shNT and shPLCG2 expressing neurites. Data are means + SEM, n=13.
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Figure 4. PLCG2 silencing in human iPSCs-derived neurons/astrocytes impacts synaptic density and
function

(a) Representative images of hiN/hiA mixed cultures after 4 weeks of spontaneous differentiation from
progenitors stably expressing shNT (control) or a shRNA targeting PLCG2; scale bar=20um. (b) Western
blot showing specific PLCG2 silencing via shPLCG2 in hiNs/hiAs. (c) Immunofluorescence images of
MAP2, SYP and HOMER1 synaptic markers in shNT and shPLCG2 transduced hiNs/hiAs at 4 weeks. (d)
Changes in synaptic marker density between the two conditions. Data are mean + SEM, n=3,
***p<0.01, *p<0.05. (e) Schematics of the MEA-integrated microfluidic device used to measure
neuronal activity. Overlay shows the microfluidic device (blue) and the MEA (red) underneath. R
indicates reference electrodes. Boxed area is 8.4x maghnified. (f) Impact of shPLCG2 on spike and burst
frequencies in hiNs, measured via MEA coupled to microfluidics. n=1 here; n=2 and 3 under analysis.
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Figure 5. PLCG2 silencing negatively affects AD-related Amyloid and Tau pathologies in human
induced neurons/astrocytes

(a) Representative western-blots of APP, total Tau and of Tau phosphorylation at T181, $202-T205,
T217, T231 and S$396-5404 in shNT and shPLCG2 transduced hiNs/hiAs. (b-c) Changes in Tau
phosphorylation levels (b), and in APP and Tau expression (c) in hiNs silenced for PLCG2. Data are
means + SD, n=3, *p<0.05. (d) AR peptide production by shPLCG2 vs shNT-expressing hiNs/hiAs as
measured by Alpha-LISA. Data are means + SEM, n=3, *p<0.05.
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(a) Representative western-blots of ERK1/2, GSK3B, AKT, p38-MAPK and PYK2 and their respective
phosphorylated active forms in shNT and shPLCG2 transduced hiNs/hiAs. (b-c) Changes in total protein
(b) and phospho-protein (c) expression levels in hiNs/hiAs silenced for PLCG2 normalized by shNT-

transduced control levels. Data are means + SD n=3, *p<0.05.
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Supplementary figure 1. PSMC3, PLCG2, SNX1, ICA1L, CSNK1G1, USP6NL, and NCK2 proteins are
expressed in the pre- and/or post-synaptic compartments.
Immunoblotting of PSD95 and non-PSD95 fractions in primary rat hippocampal neurons (at DIV21)
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Supplementary figure 2. PLCG2 transcripts are expressed in human neurons
Levels of expression of PLCG2 transcripts in the human brain (a) and iPSC-derived brain organoids (b),
respectively, based on public (https://portal.brain-map.org/atlases-and-data/rnaseq) and in-house

snRNASeq databases.
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Supplementary figure 3. shRNAs against Plgc2 are expressed in mouse DG granule cells

Expression of GFP in the animals injected with 2.9ul volume of either shNT- (control) or shPLCG2-
lentivirus. Mature neuronal nucleus (NeuN) and GFP are shown in purple and green, respectively.
Plates of the coronal sections from animal no.2372 (a) and 2301 (b) were arranged in anterior to
posterior fashion with the corresponding coordinated as per atlas.
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1) Contexte bibliographique et objectifs

La réalisation d’un autre criblage HCS avant mon arrivée au laboratoire avait permis de mettre
en évidence I'implication du gene FERMT2 dans la modulation du métabolisme de I’APP. Comme pour
le gene PLCG2, FERMT2 avait été identifié par les études GWAS comme facteur de risque génétique de
la MA, et les travaux de thése de Fanny Eysert (premiére auteure de cet article) avaient montré que
I'inhibition de ce gene entralnait une diminution de la densité synaptique et de I'activité électrique
neuronale. Cependant, les mécanismes moléculaires expliquant le lien entre les variants génétiques

de FERMT2 et le risque de développer la MA restaient indéterminés.

Plusieurs études ont montré que les micro-ARNs exprimés dans le systeme nerveux central
jouaient un réle important dans la différenciation neuronale et la plasticité synaptique (395). De plus,
on sait qu’il existe une importante dérégulation des micro-ARNs dans les cerveaux des patients atteints
de MA (396). Dans ce contexte, une étude systématique de la régulation par les micro-ARNs des génes
identifiés par GWAS a été menée au laboratoire (399). Cette analyse a permis de suggérer I'impact
potentiel du variant génétique rs7143400 situé dans la région 3’UTR du géne FERMT2, sur son niveau
d’expression via la fixation différentielle d’un micro-ARN selon les alléles. Ce variant, qui consiste en la
substitution d’une guanine (G) par une thymine (T), est associé a un risque augmenté de développer

la MA, et crée un site de liaison parfait pour le micro-ARN 4504 (miR-4504). De plus, le variant
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rs7143400 est retrouvé associé a un eQTL, c’est a dire que les individus porteurs de I'allele a risque
présentent une expression de FERMT2 significativement diminuée par rapport aux individus non
porteurs.

Dans ce contexte, j'ai tout d’abord évalué I'effet de ce variant sur I'expression d’un géne
rapporteur luciférase. J'ai ensuite généré un modele cellulaire porteur des différents alléles pour le
variant rs7143400, afin d’évaluer son impact sur I’expression endogéne de la protéine FERMT2, ainsi

que sur la modulation du métabolisme de I’APP.

) Résultats

En utilisant la technique d’édition du génome par CRISPR/Cas9, je suis parvenue a mettre en
place un modele de cellules HEK293 porteuses hétérozygotes de I'alléle a risque du variant rs7143400.
Les résultats obtenus dans ce modele m’ont permis de confirmer que I'allele a risque du variant
rs7143400 induisait une diminution significative de I'expression de FERMT2 via la création d’un site de
fixation pour le miR-4504, conduisant ainsi a la modulation du métabolisme de I'APP et de la

production des peptides amyloides (Figure 25).

miR-4504 ™
7 o
's

FERMT2 mRNA rs7143400-T allele

l Métabolisme de 'APP ¢
Expression FERMT2 N ——  production A # — Risque MA 7

Densité synaptique\

Figure 25 : Mécanismes moléculaires reliant le variant rs7143400 du géne FERMT2 au risque de
développer la maladie d’Alzheimer. La présence de I'allele T du variant rs7143400 de FERMT2 crée un
site de fixation pour le miR-4504, et induit ainsi une diminution de I'expression de FERMT2. La sous-
expression de FERMT2 conduit a I'augmentation du métabolisme de I’APP et de la production de petite
AB, ainsi qu’a une diminution de la densité synaptique, renforcant le risque de développer la MA.

) Commentaires

L'intérét de ce travail repose notamment sur :

(i) La caractérisation in vitro d’un variant fonctionnel dans le géne FERMT2 expliquant son
association avec le métabolisme de I’APP et le risque de développer la MA.
(ii) La mise en place de la technique d’édition du génome d’une lignée cellulaire par

CRISPR/Cas9 au sein de I'équipe. Cela a entre autres permis de cerner les points critiques
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dans son développement et sa transposition a d’autres modeles cellulaires plus pertinents
dans le cadre de la MA, comme les neurones dérivant d’iPSCs. La possibilité d’accéder a des
modeles de cellules ne différant que par le(s) variant(s) d’intérét constitue une opportunité
pour pouvoir caractériser le(s) variant(s) réellement fonctionnel(s) dans les genes de
susceptibilité a la MA et disséquer les mécanismes moléculaires les reliant aux phénotypes

cellulaires caractéristiques de la pathologie.
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Abstract

Although APP metabolism is being intensively investigated, a large fraction of its modulators is yet to be characterized. In
this context, we combined two genome-wide high-content screenings to assess the functional impact of miRNAs and genes
on APP metabolism and the signaling pathways involved. This approach highlighted the involvement of FERMT2 (or
Kindlin-2), a genetic risk factor of Alzheimer’s disease (AD), as a potential key modulator of axon guidance, a neuronal
process that depends on the regulation of APP metabolism. We found that FERMT?2 directly interacts with APP to modulate
its metabolism, and that FERMT2 underexpression impacts axonal growth, synaptic connectivity, and long-term potentiation
in an APP-dependent manner. Last, the rs7143400-T allele, which is associated with an increased AD risk and localized
within the 3’'UTR of FERMT2, induced a downregulation of FERMT2 expression through binding of miR-4504 among
others. This miRNA is mainly expressed in neurons and significantly overexpressed in AD brains compared to controls.
Altogether, our data provide strong evidence for a detrimental effect of FERMT2 underexpression in neurons and insight
into how this may influence AD pathogenesis.

Introduction

AD is a neurodegenerative disease characterized by two
main pathological hallmarks: (i) intracellular neurofi-
brillary tangles consisting of hyperphosphorylated Tau
proteins and (ii) extracellular amyloid plaques consisting
of aggregates of P-amyloid (AP) peptides resulting from
the processing of amyloid precursor protein (APP). Three
main proteases (-, p-, and y-secretases) are involved in
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(P- and y-secretases), leading to AP production, and (ii)
the non-amyloidogenic pathway (o- and y-secretases),
which prevents AP generation by cleaving APP within the
Ap sequence [1].

The identification of early-onset autosomal-dominant
AD-linked mutations in the genes for APP and presenilins
(PSENI and PSEN2, part of the vy-secretase), has
placed abnormal APP metabolism at the center of the dis-
ease, further supporting the amyloid-cascade hypothesis
[2, 3]: the overproduction of AP peptides—especially the
longer forms that are thought to be more neurotoxic—may
lead to (or favor) Tau pathology and subsequent
neuronal death.

Although the validity of the amyloid-cascade hypothesis
is debated [4], the importance of APP has recently been
emphasized by the discovery of a rare APP mutation
hampering AP production that lowers AD risk [5]. More-
over, loss-of-function variants in Seortilin-related receptor
(L(DLR class A)), which is a strong regulator of APP
metabolism and AP production, are associated with early-
and late-onset forms of AD [6-8]. Beyond AP production,
the involvement of genetic risk factors, such as APOE and
TREM2 in modulation of AP aggregation and/or degrada-
tion/clearance, has been proposed to be essential in the AD
process [9, 10]. Recent high-throughput genomic approa-
ches have also highlighted APP metabolism in the AD
pathophysiological process: the main actors of APP meta-
bolism, e.g., ADAMI10 and APHIB (part of the y-secretase
complex), have been characterized as genetic determinants
[11, 12], and numerous other genetic determinants have
been described as potential modulators of APP metabolism
(for a review, see ref. [13]).

Among these genetic determinants, FERMT2 has been
identified to be involved in APP metabolism using an
agnoslic, systematic approach, i.e., high-content screening
of 18,107 siRNA pools in HEK293 cells stably over-
expressing an APP fusion protein (mChcrry-APP(‘%M-
YFP) that allows for the quantification of intracellular APP
fragments [14]. Following this initial screening, FERMT2
underexpression was then specifically associated with
increasing levels of mature APP at the cell surface, where
FERMT? facilitates APP recycling, resulting in increased
Ap-peptide production [14].

Little is known about FERMTZ2. This protein localizes to
focal adhesions, where it is proposed to interact with p3
integrin and to be a major actor in integrin activation [15].
FERMT2 has been reported as a key protein involved in
cardiac and skeletal muscle development [16], and has been
involved in cancer progression [17-19]. However, despite
the fact that FERMT2 is a genetic risk factor of AD, the
physiological and/or pathophysiological roles of FERMT2
in the brain have not been identified. Within this back-
ground, we sought to determine how FERMT?2 regulation

impacts APP metabolism and/or AD risk and its involve-
ment in neuronal functions.

Methods
Cell culture

Human HeLa (RRID:CVCL_0030) and HEK293 (RRID:
CVCL_0045) cells were respectively maintained in Eagle’s
minimal essential medium (American Type Culture Col-
lection, Teddington, UK) and DMEM/Ham’s F-12 1:1
medium (Life Technologies, Carlsbad, CA) supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum and 2-mM L-
glutamine, penicillin (10 UYmL)/streptomycin (10 pg/mL).
All cell lines were tested negative for mycoplasma con-
tamination using PCR test (Venor GeM OneStep, Minerva
Biolabs, Germany).

Microfluidic chip fabrication

Masters of multicompartment microfluidic devices were
fabricated through photolithography as previously described
[20]. Polydimethylsiloxane (PDMS, Sylgard 184, Dow
Corning, Midland, MI) pads were replica-molded (2h at
70 °C) and imreversibly bonded to glass coverslips via Oz
plasma (Diener, Ebhausen, Germany). The devices were
placed in plastic Petri dishes, wetted with dH,0, and UV-
sterilized for 30 min.

Primary neuronal culture and viral transductions

Animal housing and experimentation were carried out in
accordance with the French Council in Animal Care
guidelines for the care and use of animals and following the
protocols approved by the Institut Pasteur de Lille ethical
committee. Primary neuronal cultures were obtained from
hippocampus or cortices of postnatal (P0O) rats as described
previously [21]. Briefly, after the dissection of the brains,
hippocampi were washed three imes in HBSS (HBSS, 1-M
HEPES, penicillin/streptomycin, and 100-mM sodium pyr-
uvate, Gibco) and were dissociated via trypsin digestion
(2.5%, 37°C, Gibco) for 7min. Next, hippocampi were
incubated with DNAse (5 mg/mL, Sigma) for 1 min and
washed again in MEM medium supplemented with 10%
SVF, 1% Glutamax, 0.8% MEM vitamins, 0.5% penicillin/
streptomycin, and 0.45% p-glucose (Sigma). With a pipette,
hippocampi were mechanically dissociated and resuspended
in Neurobasal A medium (Gibco) supplemented with 2%
B27 (Gibco) and 0.25% GlutaMax. In total, 200,000 neu-
rons were seeded per well in 24-well plates. In total, 50,000
neurons were seeded in the somatic chamber of microfluidic
devices, precoated with poly-L-lysine (0.1 mg/mL, Sigma)
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in borate buffer (0.31% boric acid, 0.475% sodium tetra-
borate, pH = 8.5). About 0.1% EDTA (in H,0) was added
to the Petri dishes containing microfluidic devices to
minimize evaporation. The culture medium was refreshed
every 3 days. Neurons were maintained at 37°C in a
humidified 5% CO; incubator.

Lentiviral transductions

Lentiviral transductions were carried out at 1 day in vitro
(DIV1) with a multiplicity of infection (MOI) of 10. In the
case of co-transduction, MOI of 5 was used for each lenti-
virus. Briefly, lentiviruses were diluted in culture medium
containing 4-ug/mL polybrene (hexadimethrine bromide,
Sigma) and were added to the cells. After 6 h of transduction,
lentivirus suspension was replaced with fresh medium. The
following lentiviruses were used for transduction: Mission
shRNA vectors (Sigma) shNT (Non-Mammalian shRNA
Control, SHC002), shFERMT2 (TRCN0000191859), shAPP
(TRCNOD00006707), and pLenti6 empty vectors (Mock) or
including human FERMT2%T or FERMT2V cDNA
sequences. LifeAct-Ruby lentivirus (pLenti. PGK Life Act-
Ruby.W: RRID:Addgene_51009) was a kind gift from Rusty
Lansford.

RFLP genotyping

Genomic DNA in the vicinity of the rs7143400 was
amplified by PCR using the following primers 5-GGTT
GGGTGTGAATAGGAAT-3' and 5"-TGCATGCCTGATT
TATTTGG-3' before digestion with Tsp45l enzyme
(Thermo Scientific). Finally, treated PCR products were
analyzed in 2% agarose gel to visualize the cleavage bands.

Designing CRISPR/Cas9 and genome editing

gRNA sequences were predicted by Benchling (http://www.
benchling.com) and cloned into the GeneArt CRISPR OFP
Nuclease Vector (ThermoFisher Scientific) allowing Cas9
and gRNA expression. Homology-directed repair was
induced by co-transfection of 71-pb double-strained DNA
oligonucleotide template, including rs7143400-T allele in
HEK293 cells (Supplementary Fig. 1). HEK293 clones
were isolated by limiting dilution before RFLP genotyping.
Sequence integrity of the FERMT2 3'UTR and predicted
potential off-target sites were validated by Sanger sequen-
cing (Supplementary Fig. 1).

Visualization of miRNA expression at the single-cell
level

To visualize RNA molecules by fluorescence at single-cell
resoluion and quantify gene expression, we used
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ViewRNA Cell Plus Assay kit (ThermoFisher Scientific)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, after
fixation and permeabilization, cells were washed 3x with
PBS containing RNAse inhibitor and were incubated with
probes directed against specific mRNA or miRNA for 2h at
40°C. After washes, probes were amplified, first, in a pre-
amplifier solution, and second, in an amplifier solution, both
for L h at 40 °C. Then, cells were incubated with nucleotide
probes stained with different fluorophores, allowing the
detection of mRNA or miRNA puncta. This approach was
coupled with immunofluorescence experiments described.

miRNA quantification in human brain samples

This study was approved by CHU de Québec—Université
Laval Research Ethics Committee (#2017-3017). Frozen
human brain tissue (0.5-1.2g per sample) was obtained
from the Harvard Brain Tissue Resource Center in Belmont,
USA, the Brain Endowment Bank in Florida, USA, and the
Human Brain and Spinal Fluid Resource Center in Los
Angeles, USA, via NIH Neurobiobank. The cohort of
patients included nondementia controls (n=30) and AD
cases (n=>52) based on neuropathological diagnosis. Upon
receipt of the specimens, frozen postmortem parietal cortex
(BA39) was crushed using a biopulverizer prior to RNA
extraction and analysis.

Total RNA was extracted from brain tissue (Supple-
mentary Table 1) using TRIzol reagent (Ambion, 15596018)
according to the manufacturer’s instructions. miRNA
quantifications were done using the TagMan miR Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystem, Burlington, Canada)
and TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystem,
4324018) following the manufacturer’s instructions. Primers
were purchased from ThermoFisher (miR-4504 ID:
464271 _mat; RNU48 ID: 001006; miR-222-3p ID: 002276).
MiR-4504 and miR-222 levels were normalized to RNU48.
The relative amounts of each mature miRNA were calcu-
lated using the comparative Ct (Z’MC‘) method [22].

Immunoblotting and AB quantification

Equal amounts (10-25 pg) of cell lysate were collected in
RIPA buffer (1-M Tris, 1.5-M NaCl, 0.1% NP-40, 10%
SDS, 100-mM sodium orthovanadate, and 0.5% sodium
deoxycholate, pH=7.4) containing protease inhibitors
(Complete mini, Roche Applied Science, Penzberg, Ger-
many), lithium dodecyl sulfate (LDS), and reducing agent
(Invitrogen). Samples were denaturated and analyzed using
SDS-PAGE and the following antibodies: human FERMT2
(RRID:AB_10727911), APP C-terminal domain (RRID:
AB_258409), actin (RRID:AB_476692), Ap clone 6E10
(RRID:AB_662798), AP clone 4G8 (RRID:AB_662812),
Synaptophysin I (RRID:AB_887824), PSD95 (RRID:
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AB_2619800), and GAPDH (RRID:AB_10615768).
Extracellular culture media were collected in order to dose-
secrete AP using Alpha-LISA assays (Alpha-LISA Amyloid
Pix Kit, AL288C, PerkinElmer) according to the manu-
facturer’s instructions.

Cell-surface biotinylation

HEK293-APP™ YT cells were transfected with PCDNA4.1,
FERMT2%T, or FERMT2?Y (PCDNA4/HisMax, Thermo
Scientific V86420) for 48 h. Next, cell-surface proteins were
biotinylated using sulfo-NHS-SS-biotin (sulfosuccinimidyl-
20(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate) for 30 min at 4 °C
according to the manufacturer’s instructions (Cell Surface
Protein Isolation Kit, Pierce, 89881). Then, cells were lysed
and immunoprecipitated with streptavidin beads. Precipitated
proteins were eluted from the beads with loading buffer
containing 50-mM DTT, heated for 10min at 95°C, and
analyzed by WB.

Co-immunoprecipitation

Equal amounts of protein were collected in co-
immunoprecipitation buffer (10-mM HEPES, 140-mM
NaCl, and 0.5% NP-40, pH =7.4) containing protease
inhibitors (Complete mini, Roche Applied Science) and
phosphatase inhibitor (100-mM sodium orthovanadate)
and incubated with the primary AP antibody clone 4G8
(RRID:AB_662812) overnight, with gentle rocking. Pro-
duction of recombinant C100 fragment was performed as
previously described [23]. Co-immunoprecipitation was
carried out using Pierce Protein A/G magnetic beads kit
(Thermo Scientific, 88802) according to the manu-
facturer’s instructions. Samples with proteins and anti-
body complexes were incubated with 25 pL (0.25 mg) of
A/G magnetic beads previously washed with co-
immunoprecipitation buffer. After 1h of incubation at
4 °C, the magnetic beads were washed 3x, resuspended
with loading buffer (LDS and reducing agent) for 10 min
at RT, and analyzed by WB.

Immunofluorescence and PLA

Cells were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 15 min,
washed 3x with PBS, and permeabilized for 5 min with 03%
Triton X-100. Cells were incubated with 5% normal donkey
serum for 2h at RT before overnight incubation with the
following primary antibodies: human FERMT2 (RRID:
AB_10727911), Kindlin-2 (RRID:AB_2278298), APP C-
terminal domain (RRID:AB_258409), APP A4 clone 22C11
(RRID:AB_94882), Synaptophysin 1 (RRID:AB_887824),
PSD95 (RRID:AB_2619800), Homer (RRID:AB_2631222),
and o-Tubulin (RRID:AB_2210391). The cells were then

washed 3x with PBS and incubated with the following sec-
ondary antibodies raised in donkey (AlexaFluor-conjugated
AffiniPure Fragment 405, 488, 594, or 647, Jackson Immu-
noResearch), 1:10,000 Hoechst 33342, or 1/40 SiR-Actin
probe (SCO001, Spirochrome). Alternatively, Kindlin-2
(RRID:AB_2278298) and APP A4 22CI1 (RRID:
AB_94882) antibodies were used for the proximity-ligation
assay (PLA) according to the manufacturer’s instructions
(Duolink”, Olink Bioscience).

Live-cell microscopy for axon elongation and actin
dynamics

After DIV3, once the axons reached the axonal chamber of
microfluidic devices, the culture medium was replaced with
Neurobasal A without phenol red, supplemented with
GlutaMax, 2% By, and 25-mM HEPES. Phase-contrast
images of growing axons were acquired every 10min for
110 min using Zeiss AxioObserver Z1 microscope equipped
with a Prime 95B Scientific CMOS (Photometrics, Tucson,
AZ) camera and 32x objective. Movies were analyzed using
Fiji MTrack J Plugin [24] to determine the axon-
growth speed.

To visualize filamentous actin (F-actin) dynamics in the
growth cones of elongating axons, neurons were co-
transducted with LifeAct-Ruby at DIVI. At DIVS, growth
cones expressing LifeAct-Ruby were imaged using a Nikon
microscope equipped with Yokogawa spinning-disk system
and a Nikon CFI Apochromat 100x TIRF objective (NA
1.49), in live superresolution mode (66 nm/px). Processed
movies were analyzed using Imaris (Bitplane, Zurich,
Switzerland) surface tracking tool to obtain the speed and
direction of F-actin  puncta undergoing  actin-
retrograde flow.

Synaptosome extraction

To verify the presence of proteins at the synaptic level, we
did a subcellular fractionation as previously described [25].
Briefly, cortical neurons were resuspended in a solution
(0.32-M sucrose and 10-mM HEPES, pH = 7.4) and were
centrifuged at 1000 x g for 10min to remove nuclei and
debris. The supernatant was centrifuged at 12,000 x g for
20min to remove the cytosolic fraction. The pellet was
resuspended in a second solution (4-mM HEPES, 1-mM
EDTA, pH = 7.4) and was centrifuged 2x at 12,000 x g for
20 min. The new pellet was resuspended in a third solution
(20-mM HEPES, 100-mM NaCl, and 0.5% Triton X-100,
pH=7.2) for 1h at 4 °C and centrifuged at 12,000 x g for
20 min. The supernatant collected corresponds to the non-
PSD fraction (Triton-soluble). The remaining pellet was
resuspended in a fourth solution (20-mM HEPES, 0.15-mM
NaCl, 1% Triton X-100, 1% deoxycholicacid, and 1% SDS,
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pH=7.5) for 1 h at 4°C and was centrifuged at 10,000 x g
for 15min to obtain a supernatant containing the PSD
fraction (Triton-insoluble). The different fractions were then
analyzed by WB.

Quantification of synaptic connectivity

To quantify synaptic connectivity. we transducted primary
hippocampal neurons in pre- and/or postsynaptic com-
partments of microfludic devices at DIV1 with lentiviruses
carrying shNT and/or shAFERMT2 (MOI = 10). At DIV14,
cultures were fixed and immunostained against Synapto-
physin I and Homer pre- and postsynaptic markers,
respectively. Synaptic compartments were imaged with
Zeiss LSM880 confocal microscope, using a 63x 1.4-NA
objective and the AiryScan superresolution unit. Images
were analyzed with Imaris software (Bitplane, Ziirich,
Switzerland) by reconstructing Synaptophysin I and Homer
puncta in 3D. The volume and position information of all
puncta were processed using a custom Matlab (Math-
Works, Natick, MA) program. This program assigns each
postsynaptic spot to the nearest presynaptic spot (within a
distance threshold of 1 um) and calculates the number of
such assignments for all presynaptic puncta. The percen-
tage of presynaptic spots not assigned by any postsynaptic
spot was consistently used as a readout of synaptic con-
nectivity [26].

Lentivirus injection

For stereotactic injections, C57Bl6/] mice (RRID:
IMSR_JAX:000664) were anesthetized with 4% iso-
flurane (2L/min) and placed in a stereotaxic frame
(68528, RWD Life Science, Shenzhen, China) in which
the head of the animal was fixed with a pair of ear bars
and a perpendicular tooth bar. During surgical procedures,
1.5% isoflurane (2 L/min) was delivered through a facial
mask via spontaneous respiration. Their body temperature
was maintained between 36.5 and 37.5 °C with a home-
othermic blanket. The head was shaved and Vetedine was
applied. Wounds and pressure points were infiltrated with
lidocaine. A skin incision was made along the sagittal
midline of the scalp. Craniotomy was made to target the
structures of interest. Lentiviruses were injected into the
right and left hippocampus (1.5pL per hemisphere,
0.2 uL/min). After injections, wound clips were used for
skin closure. For the sham group, surgical procedures
were performed without any injection. During the surgery,
the level of anesthesia was regularly verified by testing the
nociceptive hind-limb withdrawal reflex. Subjects were
then allowed to recover in their home cages for at least
7 days before sacrifice for ex vivo electrophysiological
recordings.
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Hippocampal acute-slice preparation

One week after the surgery, sagittal hippocampal brain
slices were obtained using standard brain-slicing methods.
Mice were deeply anesthetized with isoflurane and decapi-
tated. The brain was quickly removed and immersed in ice-
cold preoxygenated artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
containing 124-mM NaCl, 3.75-mM KCl, 2-mM MgS0,, 2-
mM CaCl,, 26.5-mM NaHCO;, 1.25-mM NaH,PQj. and
10-mM glucose, and was continuously oxygenated (pH =
7.4, 27 °C). In all, 350-um-thick slices were prepared using
a Vibratome (VT 10008, Leica Microsystems, Bannock-
burn, IL), and placed in a holding chamber filled with aCSF.
Slices were allowed to recover in these conditions at least 1
h before recording.

Electrophysiological recordings

For electrophysiological recordings, a single slice was
placed in the recording chamber, submerged and con-
tinuously superfused with gassed (95% O, and 5% CO,)
aCSF at a constant rate (2 mL/min). Extracellular field
excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were recorded
in the CAl stratum radiatum using a glass micropipette
filled with aCSF. fEPSPs were evoked by the electrical
stimulation of Schaffer collaterals/commissural pathway at
0.1Hz with a glass-stimulating electrode placed in the
stratum radiatum (100-pus duration).

To test the effect of miRNA-expressing lentiviruses on
basal synaptic transmission, input/output (I/V) curves were
constructed at the beginning of the experiment. The slope of
fEPSPs was measured and plotted against different inten-
sities of stimulation (from O to 100 pA).

Stable baseline fEPSPs were recorded by stimulating at
30% maximal field amplitude for 10min prior to the
beginning of the experiment (single-pulse stimulation every
10s (0.1 Hz)). The same intensity of stimulation was kept
for the remainder of the experiment. For the paired-pulse
facilitation (PPF) protocol, two stimulations were applied
with 50-, 100-, 150-, 200-, 300-, 400-, and 500-ms interval.
For long-term potentiation (LTP) protocol, after a 10-min
stable baseline period, LTP was induced by the following
stimulation protocol: three trains of 100 stimulations at
100 Hz at the same stimulus intensity, with 20-s intervals
between trains. Following this conditioning stimulus, a I-h
test period was recorded where responses were again eli-
cited by a single-pulse stimulation every 10 s (0.1 Hz) at the
same stimulus intensity. Signals were amplified with an
Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices, Union City,
CA) digitized by a Digidata 1550 interface (Axon Instru-
ments, Molecular Devices, San Jose, CA) and sampled at
10kHz. Recordings were acquired using Clampex (Mole-
cular Devices) and analyzed with Clampfit (Molecular
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Devices). Experimenters were blinded to treatment for all
experiments.

Statistical analysis

No statistical methods were used to predetermine sample
sizes; sample sizes were determined according to data
reported in previous publications. All the results are pre-
sented as mean + SD. Statistically significant outliers were
calculated and excluded, using the mean absolute deviation
(MAD) method (+3 MAD). Data were analyzed either using
nonparametric (Mann-Whitney) test or a two-way ANOVA
(Kruskal-Wallis) for multiple comparisons, including
Bonferroni’s correction, as indicated in the figure legends.
For electrophysiological recordings, unpaired t tests were
used to compare groups of hippocampal slides. Data ana-
lysis was not blinded.

Results

FERMT2 expression is dependent on miRNAs
modulating APP metabolism

We used an unbiased screening approach to identify
miRNAs that modulate APP metabolism in a HCS model
that allows for the quantification of intracellular APP
fragments [14]. We screened a total of 2555 mature
human miRNAs in a 384-well-plate format allowing us to
identify 50 miRNAs (top and bottom 1%) with the
strongest impact on APP metabolism (Supplementary
Table 2 and Supplementary Fig. 2). To determine which
genes were potentially regulated by these top 50 hits, we
selected the intersection of predictions resulting from at
least four different algorithms (see “Methods™) and
thereby identified 6009 putative miRNA-target genes. To
further refine the list of predicted genes, we cross-checked
them against a list of 832 genes that we previously
identified to have a major impact on APP metabolism in a
genome-wide siRNA screening [14] (Supplementary
Fig. 3). This resulted in 180 common genes that are
putative targets of 41 miRNAs. To determine if any of
these 180 genes were preferentially regulated by this pool
of 41 miRNAs, we performed 1 million drawing lots of 41
miRNAs among the 2555 tested and compared them
against the list of miRNAs predicted to bind in the 3-UTR
of each of the 180 genes (Supplementary Fig. 3). The AD
genetic risk factor FERMT2 (encoding Kindlin-2) was
among the most significant genes (p value <2.77 x 107
after Bonferroni correction) that strongly modulate APP
metabolism, and whose expression is potentially regulated
by miRNAs that also strongly modulate APP metabolism.
According to our screening, four miRNAs were predicted

to target FERMT2 3’UTR: miR-582-5p, miR-200b-3p,
miR-221-3p, and miR-222-3p (Fig. la).

miRNA-dependent FERMT2 expression and genetic
variation associated with AD risk

Our data indicate that regulation of the FERMT?2 expression
is dependent on miRNAs, and we aimed to assess whether
genetic variations associated with AD risk may modulate
the miRNA-dependent expression of FERMT2. None of the
variants localized within the FERMT2 3/-UTR were pre-
dicted to modify the binding of miR-582-5p, miR-200b-3p,
miR-221-3p, or miR-222-3p to this region (Supplementary
methods). In contrast, we had previously identified an AD-
associated variant (rs7143400), where the minor T allele
creates an 8-mer binding site for miR-4504 within the 3'-
UTR of FERMT2 [27] (Supplementary Fig. 4). This
miRNA was not identified as a hit according to our screen,
maybe due to the absence of rs7143400-T allele in HEK293
cell line (Fig. lc). Of note, there is a strong linkage dis-
equilibrium between 157143400 and the GWAS hit
rs17125924 (R?=0.78), and rs7143400 has a lower minor
allele frequency (MAF=0.09) and subsequently lower
association (p =7.14 x 107%) than 1517125924 (MAF=
0.20, p=6.6x107"). Supporting these predictions, we
observed that miR-4504 led to reduced luciferase expres-
sion only in the presence of FERMT2 3'UTR rs7143400-T
allele, whereas the four other miRNAs were able to induce a
downregulation, regardless of the rs7143400 allele
(Fig. 1b).

‘We then assessed the impact of these five miRNAs on
endogenous FERMT2 expression levels after their trans-
fection in either HEK293%T or rs7143400-mutated HEK293
cell lines (HEK293"7143400-GTy gonerated by CRISPR-Cas9
technology (Fig. 1c¢ and Supplementary Figs. 1 and 5).
Accordingly, transfection of miR-582-5p, miR-200b-3p,
miR-221-3p, or miR-222-3p in HEK293 cells led to
reduced FERMT2 expression whatever their genotype,
while transfection of miR-4504 decreased the endogenous
FERMT?2 expression only in the HEK293"743400-GT op
line (Fig. 1d, e). Similar effects were observed in HeLa cells
that were genotyped to be heterozygous for rs7143400
(Fig. lc—e and Supplementary Fig. 5).

Impact of miRNAs targeting FERMT2 on APP
metabolism

These five miRNAs are thus potential candidates to mod-
ulate APP metabolism through a direct downregulation of
FERMT2. However, these miRNAs can also potentially
target other genes strongly modulating APP metabolism
(Supplementary Table 3). We reasoned that if a candidate
miRNA  affects APP metabolism mainly through
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Fig. 1 Validation of functional miRNAs targeting FERMT2 3’
UTR. a Relative positions of miRNA-target sites on FERMT2 3'UTR.
The target site created by the rs7143400-T allele, which is associated
with AD risk. is shown in red. b Luciferase activity of FERMT2 3’
UTR carrying either the rs7143400-G or the rs7143400-T allele in
HEK293 cells co-transfected with a nontargeting miRNA (miR-NT) or
5 miRNA mimics. Data are expressed relative to the miR-NT. ¢ RFLP
genotyping of HeLa and HEK293 cell lines edited or not for the

downregulating FERMT?2, this candidate miRNA would
have similar effects on APP metabolism as the direct
FERMT?2 downregulation by siRNAs we had previously
demonstrated, i.e., leading to an increase in both intra- and
extracellular by-products of APP [14]. To investigate this
hypothesis, we used the data generated in our HCS
approach (based on HEK293 cell line stably overexpressing
a mCherry-APP695SWT-YFP) in order to quantify intracel-
lular by-products of APP [14, 28], and we also measured Ap
and sAPPa secretion after miR-582-5p, miR-200b-3p, miR-
221-3p, or miR-222-3p transfections.

Only miR-582-5p and miR-222-3p showed similar
effects as FERMT2 downregulation [14], ie., they
increased the levels of intracellular APP metabolites tagged
by mCherrry and YFP, and increased AP and sAPPa
secretion (Fig. 2a, b).

Since the potential effects of miR-4504 would depend on
the presence of the rs7143400 minor T allele, we were not
able to test for its impact in our HCS model. We never-
theless took advantage of HEK293%7'43400-GT ¢ells by co-
transfecting them with miR-4504 and mCherry-APPSWT.
YFP cDNA in order to mimic our HCS model. When
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157143400 via CRISPR-Cas9 (Supplementary Fig. 1). d Endogenous
FERMT2 expression levels were assessed by Western blot using
indicated cell extracts following transient transfection with a non-
targeting miR (miR-NT) or with the indicated miR for 72h. e WB
quantifications from three independent experiments as in d Data given
in mean+ SD. *p< (.05, nonparametric test compared to miR-NT
condition.

compared to HEK293%714340G/G he ransfection of miR-
4504 in HEK293#7WM0GT Jed 1o an accumulation of
intracellular APP mCherry and YFP-tagged metabolites and
an increase in AP and sAPPux secretion (Fig. 2c, d). MiR-
4504 showed similar effects as FERMT2 downregulation,
and this observation further supports that miR-4504 reg-
ulates APP metabolism as a function of the FERMT2
rs7143400 variant.

In conclusion, we characterized that regulation of
FERMT?2 expression by miRNAs impacts APP metabolism,
and potentially in a genetics-dependent manner.

miRNA expression in different hippocampal cell
types and in AD brains

To provide further physiological relevance to our findings,
we first combined classical immunocytochemistry with
RNA hybridization that allows for the detection of miRNAs
at single-copy sensitivity. We observed that miR-200, miR-
222, and miR-4504 were mainly expressed in neurons when
compared to astrocytes (Fig. 3a). We next measured the
expression levels of these miIRNAs in the postmortem brain
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APP metabolism. a Mean fuorescence intensity of intracellular
mCherry and YFP signals obtained after miRNA transfection in
HEK293 cells stably overexpressing a mChcrry-APPMS“T-YFP.
b Quantification of Af} and sAPPx secretion after miIRNA transfection
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¢ Mean fluorescence intensity variation of intracellular mCherry and

samples from 52 AD patients and 30 control subjects. We
observed that the expression levels of miR-200 and miR-
4504 were significantly higher in AD brains than in controls
(Fig. 3b). Collectively, these data suggest that endogenous
FERMT2 expression and its impact on APP metabolism are
dependent on the expression of several miRNAs, two of
which are overexpressed in the brains of AD cases and,
among these two, one impacts APP metabolism in the
presence of a genetic variant associaled with AD risk.

Pathway analyses suggest FERMT2/APP interaction
to be involved in axonal growth

Little is known about the physiological processes that require
the regulation of APP expression and/or its metabolism by
miRNAs. To obtain a list of potential physiological pathways
to be further investigated, pathway-enrichment analysis was
performed using the 41 candidate miRNAs that strongly
modified APP metabolism in our HCS (Supplementary
Table 2). This analysis revealed that the candidate miRNAs
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are predicted to regulate neuronal pathways, such as axonal
guidance (Table la). Since these 41 miRNAs potentially
target 180 genes that strongly modulate APP metabolism
(Supplementary Table 3), we also performed pathway-
enrichment analysis using these 180 genes. This analysis
revealed that these genes are predicted to be involved in
axonal guidance among others (Table 1b). In conclusion, both
miRNAs and genes modulating APP metabolism, e.g.,
FERMT2, potentially play a role in axonal guidance.

APP is already known to be enriched in axonal growth
cones during nervous system development and acts as a co-
receptor for axon guidance and cell migration cues through
its interaction with the extracellular matrix [29, 30]. We
thus investigated the potential involvement of FERMT2 in
axonal growth. Using primary neurons cultured in micro-
fluidic devices that fluidically isolate axons from their cell
bodies, we first observed the colocalization of endogenous
FERMT2 with APP in the growth cones (Fig. 4a). We then
addressed the impact of FERMT2 silencing on axonal
growth cone morphology using lentiviral vectors expressing
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Fig. 3 miRNA expression in primary neuronal cultures and in AD
brains. a Hybridization experiments in rat postnatal hippocampal
neuronal cultures enabling single-copy detection of miRNA combined
with immunocytochemistry against astrocytic (SOX9) and neuronal
(NeuN) markers. Scale bar=20pm. The box plot shows the

either shRNA against FERMT2 (shFERMT2) or a non-
targeting shRNA (shNT). Actin staining revealed that
FERMT?2 underexpression led to a significant decrease in
growth cone area (9.13+0.71 vs. 12.79 + 1.10 um?), as well
as in the angular dispersion of growth cone filopodia during
axonal growth (0.67+0.04 vs. 0.84 £0.02) (Fig. 4b and
Supplementary Fig. 6). Of note, no significant impact on
actin-retrograde flow rate was observed (0.166 +0.003 vs.
0.157 £ 0.002 um/s). These observations suggest a potential
impairment of the exploration behavior of the growth cones
due to FERMT?2 silencing, but not an effect on actin
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quantification of miRNA copy number in SOX9- or NeuN-positive
cells (V> 30 cells for each condition). Black rectangles and red plus
signs indicate sample mean and outliers, respectively. b Relative
miRNA expression levels in temporal lobes of nondemented (CTL)
and AD groups. Mann—Whitney test; **#¥*p < 0.0001.

dynamics per se. FERMT2 underexpression was also
associated with an accumulation of endogenous APP in the
growth cones (1.38+0.11 vs. 0.85+0.08, after normal-
ization by the growth cone area).

By performing PLA, we observed PLA-FERMT2/APP
signals in axonal growth conmes (Fig. 4a), suggesting a
potential function of the FERMT2/APP complex in axon-
growth behavior. To address this, we first tested the possi-
bility that APP and FERMT2 form a protein—protein com-
plex via three complementary approaches: (i) pull down of
endogenous APP from hippocampal primary neuronal
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Table 1 Results of pathway-enrichment analyses.

KEGG pathway p value #miRNAs

(a) The ten most likely canonical pathways identified after pathway-
enrichment analysis of 41 miRNAs that strongly modulate APP
metabolism using DIANA Tools mirPath (v3.0)

Axon guidance 4.70E-08 48
Proteoglycans in cancer 1.82E-06 49
Hippo-signaling pathway 4.10E-06 50
Fatty-acid biosynthesis 8.10E-05 11
Glutamatergic synapse 8.56E-05 48
GABAergic synapse 1.10E-04 48

2.20E-04 46
2.50E-04 45

AMPK-signaling pathway
TGF-beta-signaling pathway

Thyroid hormone-signaling pathway 3.90E-04 48
Adrenergic signaling in cardiomyocytes 5.00E-04 49
KEGG pathway p value #genes

(b) The ten most likely canonical pathways identified after pathway-
enrichment analysis of 132 genes targeted by 41 miRNAs (see
Supplementary Methods for details)

Axon guidance 0.0014 19
Ubiquitin-mediated proteolysis 0.010 16
Circadian rhythm 0.036 8

culture  extracts  co-immunoprecipitated  endogenous
FERMT? (Fig. 4c). (i) Overexpression of FERMT2%" was
also able to pull down the recombinant intracellular domain
of APP (Fig. 4d). (iii) In addition, we generated a
Qi 1WenAA FERMTZ2 mutant (FERMT29™) that was
previously shown to abolish the interaction between the
FERMT2 F3 domain and the NxTY motif of Integrin-p3
(which is also present within the intracellular domain of
APP) [31]. Remarkably, when overexpressed in HEK293
cells, FERMT2?Y was not able to pull down the recombi-
nant intracellular domain of APP. Cumulatively, these
findings support a direct interaction between FERMT2 and
APP. Based on the recently solved crystal structure of
FERMT?2 in complex with the integrin-p3 tail [32], we built
a structural model of the FERMT2/APP complex (Fig. 4e),
supporting our hypothesis that a protein—protein interaction
exists between FERMT2 and APP.

‘We next assessed the biological impact of the FERMT2/
APP interaction on APP metabolism. By performing
extracellular biotinylation experiments, we observed that
FERMT2 overexpression in HEK293-APP™™ cell line
decreased the levels of APP at the cell surface, an effect that
was abolished by the presence of the QW mutation (Fig. 4f).
Further, a dominant negative effect of the FERMT2?W
mutant was observed: its overexpression impacted APP
metabolism similarly to FERMT?2 silencing, i.e., resulting in
increased mature APP at the cell surface and increased Af
production, as previously reported [14]. Altogether, our data

suggest that a FERMT2/APP interaction is necessary for
FERMT?2 to have an impact on APP metabolism.

In order to characterize in-depth the impact of FERMT2
and/or APP expression on axonal growth, we conducted
time-lapse microscopy and measured axon-growth speed at
DIVS5 following lentiviral transduction (shNT, shFERMT2,
or shAPP) of neurons in microfluidic devices at DIVI.
FERMT?2 silencing led to 31.7% increase in axon-growth
speed (Fig. 5 and Supplementary Fig. 6). Conversely, APP
underexpression led to 16.7% decrease in axon-growth
speed. Remarkably, silencing of APP was able to fully
abolish the effect of FERMT2 underexpression on axon-
growth speed, suggesting that APP was required for the
molecular mechanism by which FERMT2 controls the
axon-growth speed. In addition, we observed that
FERMT2?Y mutant overexpression was able to induce
15.9% increase in axon-growth speed (Fig. 5). Since over-
expression of FERMT2%T did not show any impact, these
data also suggested a potential dominant negative effect of
the FERMT2Y mutant and further supported the involve-
ment of FERMT2/APP complex in axonal growth.

FERMT2 is present at the synapse and controls
synaptic connectivity

Next, we investigated the impact of FERMT2 silencing on
neuronal maturation at DIV14. First, co-staining between
FERMT?2 and synaptic markers (Synaptophysin and Homer)
suggested the localization of FERMT2 at the synapse
(Fig. 6a). The presence of FERMT2 in both pre- and post-
synaptic compartments was confirmed by synaptosomal
purification (Fig. 6b). To control shRNA expression sepa-
rately in pre- or postsynaptic neurons, hippocampal neurons
were cultured in microfluidic devices that promote synapse
formation in an isolated chamber [33]. Thanks to the use of
narrow microchannels, these devices spatially isolate neur-
ites from their cell bodies and allow lentiviral transductions
to be conducted in different compartments, thereby allowing
us to silence FERMT2 expression at the pre- and/or post-
synaptic levels (Fig. 6¢ and Supplementary Fig. 6). The
effects of shRNA expression (DIV1) on synaptic con-
nectivity were assessed by confocal microscopy of synaptic
markers (DIV14) followed by three-dimensional image
segmentation and quantification [26]. Underexpression of
FERMT?2 in the presynaptic chamber led to a decrease in
synaptic connectivity, whereas no such effect was observed
when underexpressing FERMT2 in the postsynaptic com-
partment (Fig. 6d). Altogether, our data suggest that
FERMT?2 expression is required for synapse connectivity.
Moreover, PLA-FERMT2/APP signals were colocalized
with Synaptophysin and Homer puncta (Fig. 6e), supporting
the possibility of the involvement of the FERMT2/APP
complex in synapses.
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Fig. 4 FERMT2 directly interacts with APP. a Immunofluorescence
images showing the presence of APP and FERMT?2 within the axonal
growth cone stained with SiR-Actin. The right panel shows the pre-
sence of PLA-FERMT2/APP puncta within the axonal growth cone.
b Impact of lentiviral transduction of nontargeting shRNA (shNT) or
shRNA against FERMT2 (shFERMT2) on growth cone area, angular
dispersion and speed of the actin-retrograde flow, and APP immu-
nostaining. ¢ Co-IP between endogenous APP and FERMT2 from
membrane extracts of hippocampal PNC. Protein extracts were incu-
bated with beads only, a mouse (Ms) antibody against APP (4G8), ora
nonrelevant (NR) antibody. d APP pull-down experiment with wild-

FERMT2 expression regulates synaptic plasticity in
an APP-dependent manner

‘We sought to establish the functional impact of FERMT2
and/or APP silencing on PPF and LTP in ex vivo mouse
(10-week-old male) hippocampal slices, after stereotactic
lentivirus injection allowing for the expression of shNT,
shFERMT2, shAPP, or shFERMT2+shAPP.

Broadly speaking, PPF arises due to increased presynaptic
Ca®t, which leads to the release of neurotransmitter in two
distinct waves. In this situation, two action potentials in the
presynaptic cell produce two excitatory postsynaptic poten-
tials (EPSPs) in the postsynaptic cell: the first action potential
produces the first EPSP, but the second action potential pro-
duces an EPSP that is larger than the EPSP produced by the
first. PPF modulation therefore highlights a modulation in
presynaptic neurotransmitter release [34]. Using this readout
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type (WT) or mutated (QW) FERMT2. Protein extracts from HeLa
cells overexpressing FERMT2YT or FERMT?Y were incubated with
recombinant APP C-terminal fragment (C100). e The domain orga-
nization of FERMT2 protein (upper panel). Q614A/MW615A (QW)
mutation was reported to abolish the interaction of F3 domain of
FERMT?2 with the NxTY motif. The structural model of the FERMT2-
APP complex (lower panel) was built by homology using the crystal
structure of the FERMT2-Integrin-fi3-tail complex [32]. f The impact
of FERMT2 on APP metabolism in HEK293-APP*"™ cells is
reverted with the overexpression of FERMT2?Y compared to
FERMT2%'. Scale bar = 5 pm. Mann-Whitney test; *p < 0.05.

as a proxy for presynaptic function, we observed a significant
decrease in PPF in shFERMT2-infected mice compared to
shNT-infected control mice (Fig. 7a). This PPF impairment
however was rescued when APP was also downregulated
(shAPP+shFERMT?2 group).

In separate experiments, tetanic stimulation was delivered
to the Shaffer collaterals (SC) in order to induce LTP in
hippocampal slices (Fig. 7b). Tetanic stimulation of the SC
resulted in a robust, long-lasting potentiation of the fEPSP
slope in slices from mice infected with shNT and with shAPP,
whereas LTP was impaired in slices from shFERMT2-
infected mice. This suggests that an LTP deficit was observed
in hippocampal slices infected with shFERMT2, but not in
those infected with shAPP (Fig. 7¢, d). Remarkably, this
deficit was abolished when both APP and FERMT2 were
silenced, suggesting that APP was required for the molecular
mechanism by which FERMT2 impacts LTP.
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Fig. 5 FERMT2 regulates axonal growth rate depending on APP
expression. Impact of lentiviral transduction on axonal growth speed.
Individual axon tracks from a representative set are plotted. Scale bar
=50 pm. Box plots and cumulative-distribution plots are color-

Importantly, in these slices, no significant difference was
observed for the normalized average slope of the evoked
fEPSP, indicating that no alteration of the CAl basal
synaptic transmission occurred in any of the groups ana-
lyzed (Fig. 7e and Supplementary Fig. 7).

Altogether, these data are in agreement with our previous
observations that FERMT2 is involved in the presynaptic
compartment and modulates synaptic connectivity in an
APP-dependent manner.

Discussion

As in other multifactorial diseases, GWAS in AD are
agnostic approaches, and how a genetic risk factor is
implicated in pathophysiological processes is typically
unknown. Sometimes, even the physiological functions of
an AD genetic risk factor in the brain are not known.
Understanding the role of these genes is thus a challenge
that requires several key questions to be addressed: (i) does
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matched. n is the number of axons analyzed from at least three inde-
pendent experiments. Kruskal-Wallis ANOVA with multiple com-
parisons; *p<5x 107 Fp <5 x 107,

the corresponding protein interact (directly or indirectly)
with other key players and pathways known to be involved
in AD? (i) What is (are) the functional variant(s) respon-
sible for the GWAS signal and does this (do these) variant
(s) impact the biological function of the corresponding
protein and its interaction with key players of AD?

To answer these questions, we developed systematic
approaches to determine the genes that are involved in APP
metabolism, a major player in AD development. To this end,
we had previously developed a HCS, based on the quantifi-
cation of intracellular APP fragments, to measure the impact
of underexpression of 18,107 genes (via siRNA pools) on
APP metabolism [14]. In the current study, we screened the
impact of the overexpression of 2555 miRNAs on APP
metabolism with the hypothesis that genes (i) that modulate
the APP metabolism and (ii) whose expression levels are
regulated by miRNAs that also modulate the APP metabolism
are likely some of the key actors controlling the APP meta-
bolism and functions. The convergence of these two agnostic
screens highlighted FERMT2, a GWAS-defined genetic risk
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Fig. 6 FERMT2 is present at the synapse and controls synaptic
connectivity. a Inmunofluorescence in hippocampal primary neuronal
culture showing the colocalization of FERMT?2 puncta with pre- and
postsynaptic markers, Synaptophysin and Homer, respectively.
b Synaptic fractionation experiment revealed the presence of FERMT2
in both pre- and postsynaptic compartments. ¢ Schematics of the tni-
compartmental microfluidic device. The use of microchannels with
different lengths ensures that only axons arrive from the presynaptic to
the synaptic compartment, where synapses can be observed

factor of AD, for which almost nothing is known in the
cerebral and AD contexis.

We demonstrated that a direct interaction between
FERMT2 and APP—through the F3 domain of FERMT2
and the NxTY motif within APP’s intracellular domain—is
necessary for FERMT2 to have an impact on APP meta-
bolism. Moreover, we observed that the FERMT2/APP
interaction could be involved in the regulation of axonal
growth, in line with APP’s function within the growth cone
[30] (data we replicated in this study). It has been reported
that FERMT?2 is required for the recruitment and activation
of focal adhesion kinase and the triggering of integrin sig-
naling [15]. In neurons, the focal adhesion pathway is
involved in synaptic density and activity through regulating
the dendritic spine shape, stability, and the signaling
machinery therein [35]. That is why we also analyzed
synaptic plasticity, a readout highly relevant to AD, where
synaptic dysfunction/loss is one of the earliest events
observed. FERMT?2 underexpression had detrimental effects
on PPF (presynaptic) and LTP (postsynaptic). Remarkably,
in both cases, the detrimental effect of FERMT2 under-
expression was dependent on APP expression. In this con-
text, it is important to note that numerous evidence indicate
that presynaptic physiological functions involving APP,
which has been recently proposed as a structural and
functional regulator of the hippocampal presynaptic active
zone [36], could be major molecular players in AD [37]. As
FERMT?2 silencing leads to an accumulation of full-length
APP and all its by-products (including AP peptides), we can

SPRINGER NATURE

independently of the cell bodies. The device also permits lentiviral
transductions to be performed exclusively in the pre- and postsynaptic
compartments. d Synaptic connectivity as a function of FERMT2
underexpression in pre- and postsynaptic chambers. Increased fraction
of Synaptophysin spots not assigned by a Homer spot within a distance
threshold of 1 pm is indicative of decreased synaptic connectivity.
e PLA-FERMT2/APP puncta were observed at the synapses stained
for pre- and postsynaptic markers. Scale bar =2 pm.

hypothesize that these accumulations could be involved in
the synaptic dysfunction observed due to FERMT2 under-
expression, although further experiments are needed to
decipher the potential causal link between FERMT2 and
APP, i.e., to determine whether FERMT2 impacts the
function of full-length APP or invokes AP synaptotoxicity.
This is of particular interest, since APP shedding strongly
enhances its cell adhesion and synaptogenic activity [38].
Moreover, APP’s intracellular domain is required for nor-
mal synaptic morphology and plasticity, suggesting that its
intracellular interaction partners could be required for
proper synaptic function [39]. Remarkably, we have
recently proposed a circular model of AD pathogenesis,
where the core of the focal adhesion pathway—in which
FERMT2 and APP are part of—may participate in the
dysfunction of synaptic plasticity in AD [13].

‘We have also identified that FERMT2 expression level is
highly regulated by miRNAs that could be preferentially
expressed in neurons. In addition, we previously identified the
157143400 variant located in FERMT2 3'UTR to be suscep-
tible to alter a binding site for miR-4504 [27]. Here, in
addition to in silico prediction suggesting the impact of this
variant on miRNA binding (Supplementary Fig. 4), we
demonstrate that this variant is functional: the AD-associated
1s7143400-T allele downregulates FERMT2 and modulates
APP  metabolism via its interaction with miR-4504.
Remarkably, we observed that miR-4504 is overexpressed in
the brains of AD cases compared to controls, and is mainly
expressed in neurons in primary mixed hippocampal cultures.

166



Alzheimer's genetic risk factor FERMT2 (Kindlin-2) controls axonal growth and synaptic plasticity in...

5605

b

a

shNT shAPP

| i g5

5 =3

E 85

b L o=

4ms =

ShFERMT2 ShFERMT2+shAPP % 2

; 22

1\/\,‘,,.7/_‘ 5T

c d

shNT shAPP

Y Ve

3 3

2 |5—ms §

o

bl

shFERMT2 shFERMT2+shAPP 2

©°

N Y

o

o

("]

e 250- * o f

nN

o

o
1

=
o
T

fEPSP slope (% of baseline)
@
S
1

Post HFS
(30 to 80 min)

Fig. 7 FERMT2 underexpression alters PPF and LTP in an APP-
dependent manner. a Paired-pulse facilitation (PPF) as a functon of
the interstimulus interval 7 days after viral injection of indicated len-
tivirus. n=3 mice, 2 slices per animal. b Exemplary fEPSP traces
during baseline (light line) and 30-60min after LTP induction (dark
line). ¢ Time course of the average slope of elicited fEPSP responses
following LTP induction by a tetanic stimulation protocol in hippo-
campal CA1 synapses after viral injection. Time point 0 represents the
delivery of the tetanic stimulation. Slopes of each fEPSP are

Together, our data indicate that a deleterious overexpression
of miR-4504 can lead to a decrease in FERMT2 expression in
individuals bearing the rs7143400 minor T allele, which sub-
sequently modulates APP metabolism. Interestingly, similar
mechanism has been reported for genetic variants associated
with AD risk in APP 3’'UTR that regulates APP expression
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normalized by the baseline and plotted against time. d Box plots of the
average slope response during 30-60 min post LTP induction. HFS
high-frequency stimulation. r=35 mice, two slices per animal.
e Normalized average slope of fEPSP evoked in hippocampal slices
from animals injected with the indicated lentivimus. Recordings have
been performed in the stratum radiatum of hippocampal CAl region
with electrical stimulation of Schaffer collaterals (see “Methods”).
Unpaired ¢ test: *p <0.05; **p <0.01.

through miRNA binding [40]. Supporting a link between
FERMT2 and APP metabolism, studies from cohorts of
patients have reported an association between variants in
FERMT?2 gene and AP in CSF [14] and brain amyloidosis [41].

Here, we propose that FERMT2 downregulation at the
earliest stage of AD would depend in part on (1) the miR-4504
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expression, (ii) cerebral cell type (i.e., neurons), and (iii) the
presence of the rs7143400 minor T allele (observed in 9% of
Caucasians). Unfortunately, it is important to keep in mind that
all these constraints will make difficult, if not impossible, to
detect such a miRNA-dependent decrease in FERMT2 mRNA
levels. Of note, this point may also underline the limitation of
expression databases in deciphering the mechanisms under-
lying the functional effects of GWAS variants, for they do not
allow capturing (even hiding) subtle mechanisms.

In publicly available RNA-seq analyses (Mayo Clinic
Brain Bank), an overexpression of FERMT2 mRNA has
been observed in postmortem human temporal cortex of AD
patients relative to healthy controls [42]. Even though a
small sample size did not allow us to observe such a var-
iation in FERMT2 mRNA levels, we nevertheless detected
an increase in FERMT2 protein levels as a function of
Braak stage, especially at later stages (Supplementary
Fig. 8). This point is of particular importance since in the
Genotype-Tissue Expression Database [43], FERMT2 var-
iants associated with an increase in AD risk at the genome-
wide significance level are also part of an expression
quantitative trait locus, significantly associated with
decreased brain expression of FERMT2 mRNA (sentinel
variant in GWAS rs17125924; —18%; p value =2 x 1079).
Altogether, these results strongly support the notion that
FERMT?2 downregulation is deleterious at the earliest stages
of the disease, whereas FERMT2 overexpression may occur
as a pathological consequence at a later stage. In this con-
text, it would be of interest to further investigate the impact
of FERMT2 downregulation in vivo. Since the loss of
FERMT?2 in mice results in embryonic lethality at E7.5
[44], a dedicated mouse model should be developed that
allows conditional FERMT2 knockout in neurons. This
model would then be crossed with AD-like mouse models
to assess behavioral and AD-associated phenotypes.

In conclusion, we propose that FERMT2 under-
expression through miRNAs and/or genetic regulation leads
to synaptic dysfunction in an APP-dependent manner. Qur
hypothesis may thus call for new therapeutic approaches in
AD targeting FERMT2 and/or APP function.
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Supplementary Methods
High-content miRNA screening

The miRNA library (2,555 miRNA mimics, mirVana™ library, Ambion, Austin, TX) was screened in
HEK?293 cells stably over-expressing mCherry-APP695™-YFP (Supplementary Fig. 2) according to a
previous protocol [1]. Briefly, each miRNA (50 nM) was first transferred to 384-well with D-PBS
containing 0.1 pl of Lipofectamine RNAiMax (Life Technologies). Then approximately 3,000
HEK293-mCherry-APP695wi-YFP cells were distributed in each well and incubated for 3 d at 37°C.
After removal of the cell medium and Hoechst staining, cells were fixed using 10% formalin before
image acquisition using an InCell Analyser 6000 (GE Healthcare, Chicago, IL) high-resolution
automated confocal microscope.

A customized image analysis software (Columbus 2.7; PerkinElmer, Villebon-sur-Yvette, France) was
used for the image analysis and quantification as reported previously [1]. The mean fluorescence
intensity of each signal was normalized with the fold change induced by the non-targeting miRNA in
the same plate. To evaluate the impact of each miRNA, an average of 1,000 cells were analyzed per
run (n = 3). For quality control, we used strictly standardized mean difference with B-score > 3 based
on two separate controls (siRNA-APP and miR-NT, Supplementary Fig. 2).

In silico prediction of miRNA targets and functions

Seven publicly-available algorithms were used for the prediction of miRNA-targeted genes in the
brain: DIANA-microT-CDS (v5.0, 121) [2], MiRanda (August 2010 release) [3], mirDB (v5.0) [4],
miRTarBase (v6.1) [5], rna22 (v2.0) [6], TargetMiner (May 2012 release) [7], and TargetScan (v7.1)
[8]. In order to minimize false-positive predictions, miRNA-targeted genes were defined as genes
predicted by at least 4 out of the 7 algorithms used (Supplementary Table 2). To predict the
function(s) of miRNAs that target these genes, pathway enrichment analysis was performed using
DIANA Tools mirPath (v3.0) [9]. Pathway analysis of targeted genes was performed using KEGG
PATHWAY Database.

Human brain samples for FERMT?2 expression (nRNA and protein)

The neuropathological cohort consists of post-mortem temporal cortical brain samples from 71
individuals. A detailed description of cohort validation and sample and data processing are described
in [10]. Briefly, at autopsy, assessment of the extent of AD-related neurofibrillary pathology was
performed by immunostaining of paraffin sections with the AT8 antibody (Thermo Fisher Scientific,
RRID:AB 223647), detecting hyperphosphorylated tau [11]. The cohort was divided into seven
disease severity stages based on Braak staging: Braak stages 0-VI. 60 of the 71 samples underwent
microarray analysis and 36 proteomic analysis, with a total of 25 samples undergoing both microarray
and proteomic analysis. The study was approved by the Ethics Committee of Kuopio University
Hospital, University of Eastern Finland, the Finnish National Supervisory Authority, and the Finnish
Ministry of Social Affairs and Health (License number 362/06.01.03.01/2017)
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Supplementary Table 1.

Characteristics of human cohort used for miRNA quantification in human brain samples

Characteristics Cirl AD

n 30 52

Male % 67.74 50.98

Mean age of death 74.86 78.34
Post-mortem delay (hours) 16.28 17.65

Braak score VIVIIVIV/V/VI 4/3/0/0/0/0 0/0/10/13/14/15
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Supplementary Table 2. Variation of YFP and mCherry signals (Log2 of fold change) for the best

miRNA hits exhibiting the strongest variations. AP secretion was also quantified in medium. SD:
standard deviation. ND: Not detected.

YFP (Log2) mCherry (Log2) ARy
Mean Mean Mean

miRNA Refseq Fold_change sb Fold_change  SD Fold_change  SD
hsa-miR-1343-3p  MIMAT0019776 -0,788 0,051 -1,061 0,133 ND -
hsa-miR-16-1-3p MIMAT0004489 1,018 0,067 1,242 0,051 5,218 1,596
hsa-miR-181b-3p  MIMAT0022692 -0,727 0,254 -1,250 0,402 0,940 0,236
hsa-miR-190a-3p  MIMAT0026482 -0,800 0,150 -1,075 0,172 1,261 0,046
hsa-miR-193a-3p MIMAT0000459 1,353 0,209 1,153 0,054 13,186 0,159
hsa-miR-193b-3p MIMAT0002819 1,662 0,104 1,292 0,129 3,975 0,113
hsa-miR-194-3p MIMAT0O004671 -1,091 0,239 -1,595 0,037 1,263 0,268
hsa-miR-200b-3p  MIMATO0000318 1,151 0,181 1,205 0,103 0,901 0,151
hsa-miR-2115-5p  MIMAT0011158 1,574 0,151 1,270 0,326 ND -
hsa-miR-221-3p MIMAT0000278 1,238 0,328 1,083 0,192 0,559 0,007
hsa-miR-222-3p MIMAT0000279 1,391 0,361 1,180 0,260 4,392 0,286
hsa-miR-3160-3p  MIMAT0015034 1,675 0,285 1,457 0,228 2,549 0,434
hsa-miR-3160-5p  MIMAT0019212 1,465 0,169 1,509 0,163 ND -
hsa-miR-3179 MIMAT0015056 0,805 0,386 1,101 0,069 0,761 0,078
hsa-miR-3188 MIMAT0015070 -0,779 0,064 -1,066 0,083 2,385 0,427
hsa-miR-32-3p MIMAT0004505 -0,864 0,203 -1,249 0,082 0,496 0,042
hsa-miR-3529-5p MIMAT0019828 -1,064 0,154 -0,932 0,050 -0,048 0,105
hsa-miR-3616-5p MIMAT0017995 2,284 0,400 1,463 0,016 ND -
hsa-miR-3663-3p  MIMAT0018085 0,969 0,470 1,166 0,153 ND -
hsa-miR-3668 MIMAT00180591 -0,567 0,260 -0,976 0,082 ND -
hsa-miR-3977 MIMAT0019362 1,285 0,793 0,967 0,668 ND -
hsa-miR-4429 MIMAT0018944 1,172 0,233 1,050 0,193 ND -
hsa-miR-4477a MIMAT0019004 -0,354 0,172 -1,975 1,370 ND -
hsa-miR-4773 MIMAT0019928 1,819 0,274 1,540 0,163 11,263 0,477
hsa-miR-488-5p MIMAT0002804 -0,927 0,243 -1,137 0,071 0,120 0,077
hsa-miR-506-3p MIMAT0002878 -0,988 0,310 -1,015 0,124 0,584 0,053
hsa-miR-511-3p MIMAT0026606 -0,778 0,164 -1,077 0,204 ND -
hsa-miR-513c-3p  MIMAT0022728 -0,833 0,041 -1,097 0,081 ND -
hsa-miR-5193 MIMAT0021124 -0,991 0,042 -1,145 0,116 0,012 -0,110
hsa-miR-5579-5p MIMAT0022269 -0,983 0,119 -0,953 0,325 ND -
hsa-miR-5582-5p MIMAT0022279 -0,709 0,061 -1,047 0,135 0,267 0,025
hsa-miR-582-5p MIMAT0003247 0,865 0,058 1,043 0,443 2,714 0,004
hsa-miR-6783-3p MIMAT0027467 -0,866 0,149 -1,141 0,085 0,414 0,290
hsa-miR-6884-5p MIMAT0027668 -0,769 0,207 -1,042 0,178 0,592 0,088
hsa-miR-7151-3p  MIMAT0028213 1,772 0,197 1,545 0,070 5,990 0,109
hsa-miR-7160-3p MIMAT0028231 0,904 0,116 1,208 0,084 5,140 0,542
hsa-miR-7160-5p MIMAT0028230 1,120 0,257 1,134 0,167 0,414 0,290
hsa-miR-7-5p MIMAT0000252 -0,819 0,014 -1,027 0,102 9,913 0,501
hsa-miR-761 MIMAT0010364 -0,994 0,246 -1,010 0,424 1,568 0,048
hsa-miR-888-3p MIMAT0004917 1,197 0,508 1,514 0,195 ND -
hsa-miR-892b MIMAT0004918 1,084 0,319 1,015 0,460 ND -
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Supplementary Table 3. List of 180 genes targeted by 41 miRNAs that modulate APP metabolism
(see Supplementary Table 2 and [1] for the list of miRNAs). Sofware predicted the same targeted
genes are also reported.

miRNA MIMAT Gene_ID | Gene_name | Soft_DB
hsa-miR-1343-3p | MIMATO0019776 | 89796 NAV1 microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan
2247 FGF2 miranda,rna22,targetminer,targetscan
3895 KTN1 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan
5935 RBM3 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan
9662 CEP135 microt_cds,miranda,mirdb,rma22,targetscan
hsa-miR-16-1-3p | MIMAT0004489 | 10137 RBM12 microt_cds,miranda,targetminer targetscan
10352 WARS2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
51496 CTDSPL2 miranda,mirdb,targetminer,targetscan
51719 CAB39 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

55608 ANKRD10 miranda,rna22,targetminer,targetscan

867 CBL microt_cds, mirdb,targetminer targetscan
. 2908 NR3C1 microt_cds,mirdb,rna22,targetminer,targetscan
hsa-miR-181b-3p | MIMAT0022692
23291 FBXW11 microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
26054 SENP6E microt_cds,mirdb,targetminer targetscan
1316 KLF6 microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan
2908 NR3C1 microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan
5504 PPP1R2 microt_cds,mirdb,mirtarbase, targetscan
6801 STRN microt_cds,mirdb,mirtarbase, targetscan
. 7994 KATBA microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan
hsa-miR-190a-3p | MIMAT0026482 - - -
8453 cuL2 microt_cds,mirdb, mirtarbase, targetscan
51454 GULPL microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan
54764 ZRANB1 microt_cds, mirdb, mirtarbase, targetscan
57551 TAOK1 microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan
129684 | CNTNAPS microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan
2843 GPR20 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan
6477 SIAH1 microt_cds,miranda,mirdb,rna22 targetscan
. 10220 GDF11 microt_cds,miranda,mirdb,mirtarbase,targetscan
hsa-miR-193a-3p | MIMAT0000459 - - - -
51496 CTDSPL2 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan
51719 CAB39 miranda, mirdb,targetminer,targetscan

65108 MARCKSL1 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

hsa-miR-193b-3p

2843 GPR20 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan
6477 SIAH1 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan
10220 GDF11 microt_cds,miranda,mirdb, mirtarbase,targetscan

MIMAT0002819 | 51496 CTDSPL2 microt_cds,miranda,mirdb,mirtarbase,targetminer,target

scan
51719 CAB39 miranda,mirdb,targetminer targetscan
57190 SELENON miranda, mirdb, mirtarbase,targetscan

65108 MARCKSL1 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

5829 PXN miranda,rna22,targetminer,targetscan
hsa-miR-194-3p MIMAT0004671 | 10057 ABCC5 miranda,rna22,targetminer,targetscan
10439 OLFM1 miranda,mirdb,targetminer,targetscan
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79183 TTPAL microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

89796 NAV1 miranda,rna22,targetminer,targetscan

90161 HSEST2 miranda,rna22,targetminer,targetscan

91452 ACBDS miranda,mirdb,targetminer,targetscan

143384 | CACUL1 microt_cds,miranda,rna22,targetminer targetscan

146691 | TOM1L2 mirdb,rna22,targetminer,targetscan

3930 LBR microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

4884 NPTX1 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

4908 NTF3 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

6405 SEMA3F microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

6477 SIAH1 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

7093 TLL2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

7532 YWHAG microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan

10777 ARPP21 microt_cds,miranda,mirdb,ma22,targetscan
hsa-miR-200b-3p | MIMAT0000318 | 10979 FERMT2 microt_cds,miranda,mirtarbase,targetscan

11183 MAPAKS microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

22841 RAB11FIP2 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

23328 SASH1 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

23362 PSD3 mirdb, mirtarbase,targetminer,targetscan

51496 CTDSPL2 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

51719 CAB39 miranda, mirdb,mirtarbase,targetscan

57826 RAP2C microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

284695 | ZNF326 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

2196 FAT2 miranda,rna22,targetminer,targetscan

9228 DLGAP2 miranda,mirdb,targetminer,targetscan

11108 PRDM4 microt_cds,miranda,rna22,targetscan
e, |RilROTITES 22992 KDM2A microt_cds,miranda,rna22,targetscan

51060 TXNDC12 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

89797 NAV2 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

117177 | RAB3IP miranda, mirtarbase,targetminer,targetscan

219899 | TBCEL microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

205 ARNT microt_cds,mirdb,mirtarbase,rna22,targetminer,targetsc

an

4908 NTF3 microt_cds, miranda, mirdb,targetminer,targetscan

6096 RORB microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
hsa-miR-221-3p MIMAT0000278 7532 YWHAG microt_cds,miranda,mirdb,rma22,targetscan

9019 MPZL1 microt_cds,miranda,rna22,targetscan

10979 FERMT2 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

25874 MPC2 microt_cds,miranda,rna22,targetscan

360023 | ZBTB41 miranda,mirdb,rna22,targetscan

405 ARNT microt_cds,mirdb,rna22 targetminer,targetscan

4908 NTF3 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan
hsa-miR-222-3p MIMAT0000279 | 6096 RORB microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

7532 YWHAG microt_cds,miranda,mirdb,mirtarbase,rna22 targetscan

9019 MPZL1 microt_cds,miranda,rna22,targetscan
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10979 FERMT2 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

56977 STOX2 miranda,mirtarbase,rma22,targetscan

3213 HOXB3 microt_cds,miranda,rna22,targetscan

10777 ARPP21 miranda,mirdb,targetminer targetscan

23087 TRIM35 miranda,mirdb,rna22,targetscan
hsa-miR-3160-3p | MIMAT0015034

23299 BICD2 mirtarbase,rna22,targetminer,targetscan

26468 LHX6 miranda,rna22,targetminer,targetscan

55219 TMEMS7 miranda,mirdb,targetminer targetscan

5087 PBX1 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan
hsa-miR-3160-5p | MIMAT0019212 | 23299 BICD2 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

23328 SASH1 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

3202 HOXAS microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

3219 HOXB9 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan

5087 PBX1 miranda, mirdb,targetminer,targetscan

6405 SEMA3F miranda,mirtarbase,ra22,targetminer,targetscan

6844 VAMP2 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

10509 SEMA4B microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

22992 KDM2A microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
hsa-miR-3179 MIMAT0015056 | 57523 NYNRIN microt_cds,miranda,mirdb,rma22,targetscan

64855 FAM129B miranda, mirtarbase,targetminer,targetscan

80320 SP6 microt_cds,miranda, mirdb,targetminer,targetscan

81566 CSRNP2 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

81605 URM1 ;:::r:oticds,miranda,mirdb, mirtarbase,targetminer target

89797 NAV2 miranda,mirtarbase,targetminer,targetscan

92126 DSEL miranda,mirdb,targetminer,targetscan

286046 | XKR6 microt_cds,miranda,mirdb,rma22,targetminer,targetscan

215 ABCD1 microt_cds,miranda,mirdb,ma22

1910 EDNRB microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

5830 PEXS5 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

7994 KATBA microt_cds,miranda,rna22,targetminer,targetscan

8994 LIMD1 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

11261 CHP1 microt_cds,mirdb,rna22,targetminer,targetscan

25963 TMEM87A miranda,rna22,targetminer,targetscan

51804 SIX4 miranda,mirdb,rna22,targetminer,targetscan
hsa-miR-3188 MIMAT0015070

56111 PCDHGA4 microt_cds,miranda, mirdb,targetminer,targetscan

56112 PCDHGA3 microt_cds,miranda,mirdb,rna22 targetminer,targetscan

56255 TMX4 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

57337 SENP7 microt_cds,miranda,mirdb,rma22 targetminer,targetscan

57551 TAOK1 microt_cds,miranda,rna22,targetminer,targetscan

79183 TTPAL mirdb,rna22,targetminer,targetscan

79668 PARPS microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

399664 | MEX3D microt_cds,miranda,rna22,targetscan

36 ACADSB microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
hsa-miR-32-3p MIMATO0004505

6648 SoD2 microt_cds,miranda,rna22,targetscan
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7994 KATBA microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
10371 SEMA3A microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan
23291 FBXW11 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan
26054 SENPE microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
51454 GULP1 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
51804 SIX4 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
55432 YOD1 microt_cds, miranda, mirdb,targetminer,targetscan
57337 SENP7 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan
66008 TRAK2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
79183 TTPAL miranda,mirdb,targetminer targetscan
81034 SLC25A32 miranda,rna22,targetminer,targetscan
90161 HSEST2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
91452 ACBDS microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan
116931 | MED12L microt_cds,miranda,mirtarbase,targetscan
117178 | SSX2IP microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
137970 | UNCSD microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
346007 | EYS microt_cds,miranda,mirdb,targetscan
10371 SEMA3A mirdb,rna22,targetminer,targetscan
hsa-miR-3529-5p | MIMAT0019828 | 80267 EDEM3 mirdb, mirtarbase,rna22,targetminer, targetscan
285636 | CSorf51 microt_cds,mirtarbase,targetminer,targetscan
23362 PSD3 microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
hsa-miR-3616-5p | MIMAT0017995 | 92126 DSEL microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
339745 | SPOPL microt_cds, mirdb,targetminer,targetscan
NS NSEESSE [ MATONIS08 4826 NNAT microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
51496 CTDSPL2 microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
577 ADGRB3 microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
8453 cuLz microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan
hsa-miR-3668 MIMAT0018091
10971 YWHAQ microt_cds,mirdb,targetminer targetscan
25963 TMEMS7A microt_cds,mirdb,targetminer targetscan
hsa-miR-3977 MIMAT0019362 | 22841 RAB11FIP2 microt_cds, mirdb,targetminer,targetscan
2045 EPHA7 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan
3664 IRF6 microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
9053 MAP7 microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
22841 RAB11FIP2 microt_cds,mirdb, targetminer targetscan
egerm B Gl 23328 SASH1 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan
26036 ZNF451 mirtarbase,rna22,targetminer,targetscan
80014 WwC2 microt_cds, mirdb,targetminer,targetscan
117177 | RAB3IP microt_cds,rna22,targetminer,targetscan
339745 | SPOPL microt_cds, mirdb,targetminer,targetscan
388531 | RGS9BP microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
23291 FBXW11 microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan
hsa-miR-4477a MIMAT0019004 | 80267 EDEM3 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan
399664 | MEX3D microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan
2334 AFF2 microt_cds,mirtarbase,targetminer,targetscan
hsa-miR-4773 MIMAT0019928
3358 HTR2C microt_cds,mirdb,rna22,targetminer,targetscan

177




4152 MBD1 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

9880 ZBTB39 microt_cds,mirdb,mirtarbase, targetminer,targetscan

10180 RBM6 microt_cds,mirdb, targetminer targetscan

PTETT s microt_cds,mirdb,mirtarbase,rna22,targetminer,targetsc

an

36 ACADSB miranda,mirdb,targetminer targetscan

1910 EDNRB microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
hsa-miR-488-5p MIMATO0002804 | 2908 NR3C1 miranda,rna22,targetminer,targetscan

3597 IL13RA1 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

10564 ARFGEF2 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan

867 CBL microt_cds, mirdb,targetminer targetscan

1316 KLF6 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

1910 EDNRB microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

2029 ENSA miranda,rna22,targetminer,targetscan

2892 GRIA3 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer

2908 NR3C1 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

3688 ITGB1 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer

6648 SoD2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

6744 SSFA2 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

8715 NOL4 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
hsa-miR-506-3p MIMAT0002878 | 8994 LIMD1 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

9697 TRAM2 microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan

10564 ARFGEF2 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

10788 1QGAP2 miranda,mirdb,targetminer,targetscan

11261 CHP1 microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan

51804 SIX4 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan

58533 SNX6 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

83871 RAB34 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

89796 NAV1 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

137970 | UNCSD microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

143384 | CACUL1 microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan
hsa-miR-511-3p MIMAT0026606 | 10371 SEMA3A microt_cds,mirdb,rna22 targetscan

2908 NR3C1 microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan

7994 KATBA microt_cds, mirdb,targetminer targetscan

10484 SEC23A microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan
hsa-miR-513¢-3p | MIMAT0022728

64786 TBC1D15 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

127428 | TCEANC2 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

137970 | UNCSD microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

59271 EVALC microt_cds,mirdb,rna22,targetscan
hsa-miR-5193 MIMAT0021124 89796 TR microt_cds,mirdb,mirtarbase,rna22,targetminer,targetsc

an

hoamiEE T RS 10371 SEMA3A microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

23429 RYBP microt_cds,mirdb, targetminer targetscan

867 CBL microt_cds,mirdb,rna22,targetminer,targetscan
hsa-miR-5582-5p | MIMATO0022279 | 2908 NR3C1 microt_cds,mirtarbase,targetminer,targetscan

3688 ITGB1 microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan
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5504 PPP1R2 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

10788 1QGAP2 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan
11261 CHP1 microt_cds,mirdb, targetminer targetscan
23291 FBXW11 microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan
51804 SIX4 microt_cds, mirdb,targetminer,targetscan

57658 CALCOCO1 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

137970 | UNCSD microt_cds,mirdb,targetminer,targetscan

143384 | CACUL1 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

2247 FGF2 microt_cds,miranda,mirtarbase,targetminer,targetscan

10979 FERMT2 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

23299 BICD2 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan

23362 PSD3 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

51060 TXNDC12 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan
hsa-miR-582-5p MIMAT0003247 | 57826 RAP2C microt_cds,miranda,mirtarbase,targetminer,targetscan

80790 CMIP microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

81566 CSRNP2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

151742 | PPM1L microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

222171 | PRR15 microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

360023 | ZBTB41 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

867 CBL microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

84448 ABLIM2 microt_cds,mirdb,rna22 targetscan
hsa-miR-6783-3p | MIMAT0027467 | 89796 NAV1 microt_cds,mirdb,mirtarbase,rna22,targetscan

148254 | ZNF555 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

376267 | RAB15 microt_cds,mirtarbase,rna22,targetscan

414 ARSD microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

11261 CHP1 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

57551 TAOK1 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

79668 PARPS microt_cds,mirdb,rna22,targetscan
hsa-miR-6884-5p | MIMAT0027668 | 89796 NAV1 microt_cds,mirdb,mirtarbase,rna22,targetscan

90594 ZNF439 microt_cds,mirtarbase,rna22,targetscan

129685 | TAF8 microt_cds,mirtarbase,rna22,targetscan

220074 | LRTOMT microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

245972 | ATP6VOD2 microt_cds,mirdb,mirtarbase,targetscan

142 PARP1 microt_cds,miranda,mirdb, mirtarbase,targetscan

867 CBL microt_cds, mirdb,rna22 targetminer targetscan

2029 ENSA miranda,mirtarbase,rna22,targetminer,targetscan

2768 GNA12 microt_cds,miranda,rna22,targetminer targetscan

6500 SKP1 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan
hsa-miR-7-5p MIMAT0000252 6536 SLCEA9 microt_cds,miranda,mirdb, mirtarbase,targetscan

8994 LMD1 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

9697 TRAM2 microt_cds,mirtarbase,targetminer,targetscan

11261 CHP1 microt_cds,mirdb,targetminer targetscan

23211 ZC3H4 microt_cds,miranda,mirdb, mirtarbase,targetscan

54107 POLE3 microt_cds, miranda, mirtarbase, targetscan

55432 YOD1 miranda,mirtarbase,targetminer,targetscan
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55591 VEZT microt_cds,miranda,rna22,targetscan

56255 TMX4 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

89796 NAV1 miranda, mirtarbase,targetminer,targetscan

91452 ACBDS microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

129685 | TAF8 microt_cds,miranda,mirtarbase,rna22,targetscan

134353 | LsM11 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
hsa-miR-7151-3p | MIMAT0028213 | 54751 FBLIM1 microt_cds,mirdb,rna22 targetscan
hsa-miR-7160-3p | MIMAT0028231 | 84957 RELT microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

4293 MAP3K9 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan
TP ro——— 10350 ABCA9 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

23299 BICD2 mirdb, mirtarbase,rna22,targetscan

57002 YAE1D1 microt_cds,mirdb,rna22,targetscan

867 CBL microt_cds,mirdb, targetminer,targetscan

1106 CHD2 miranda, mirdb,targetminer,targetscan

2909 ARHGAP35 microt_cds,mirdb,rna22,targetminer,targetscan

5076 PAX2 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

5332 PLCB4 miranda,mirdb,targetminer targetscan

5338 PLD2 microt_cds,miranda,mirdb,targetminer,targetscan

9543 IGDCC3 miranda,rna22,targetminer,targetscan

9832 JAKMIP2 microt_cds,miranda,mirdb, targetminer,targetscan

10057 ABCCS microt_cds,miranda,mirdb,targetminer

10564 ARFGEF2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

11261 CHP1 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

23035 PHLPP2 mirtarbase,rna22,targetminer,targetscan
hsa-miR-761 MIMAT0010364 | 23429 RYBP microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

25963 TMEMS7A microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

27244 SESN1 microt_cds,miranda,mirdb,rna22,targetminer,targetscan

55591 VEZT miranda, mirdb,targetminer targetscan

57614 KIAA1468 miranda,rna22,targetminer,targetscan

64786 TBC1D15 miranda,rna22,targetminer,targetscan

80218 NAAS50 miranda,mirdb,targetminer targetscan

89796 NAV1 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

117178 | SSX2IP miranda,mirdb,targetminer targetscan

134353 | LSM11 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

143384 | CACUL1 microt_cds,rna22,targetminer,targetscan

196527 | ANO6 miranda,mirdb,rna22,targetscan

376267 | RAB15 microt_cds,miranda,rna22,targetminer,targetscan

3093 UBE2K miranda,mirdb,targetminer targetscan
hsa-miR-888-3p MIMAT0004917 3202 HOXAS microt_cds,miranda,mirdb, targetscan

7270 TTF1 microt_cds,miranda,mirdb,targetscan

7544 ZFY miranda,mirdb,targetminer targetscan

7544 ZFY microt_cds,miranda,targetminer,targetscan

7782 SLC30A4 microt_cds,miranda,mirdb,rma22,targetscan
hsa-miR-892b MIMAT0004918

11183 MAP4KS miranda, mirdb,targetminer,targetscan

23299 BICD2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
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51496 CTDSPL2 microt_cds,miranda,targetminer,targetscan
51704 GPRC5B miranda,mirdb,rna22 targetscan
51780 KDM3B microt_cds,miranda,rna22,targetscan
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sTOR | FERMT2 3UTR
204~ 1122 bp
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4y PATTTGECAGACATTOCTTA N Cas@ + gRNA
TCATATAATARACTTGAATT e . #1 #2 #3
AATCTATCATGTTATGATAT AATARACT T GAATTT GECACACATTCCT T AGGGOCAT GAATTGAAAACT GASAT SUTR — - - -—
TTAGATAGT ACAATACT ATATTATTTGAACTT AAACIST GT GTAAGOAATCOCOGTACTTARCTTTTGAGTTTA | 122DP - —
(]
o714 TCCCOGTACTTAACTTTTG) .
T g # 90% 45% 70% efficiency
¢ gRNA d
NT #1 #2 #3
600 bp -
500 bp - N — — —
400 bp - I\
1 Yyl

300 bp - ! Bl o Y |
200 bp - G»\ATTTGC»‘.CACAT
% heteroduplex 0% 34% 19%  26%

e

Sequence PAM  Score Gene Chromosome Strand  Position Mismatches

G CAATTCATGGCCCTA AGG 100.00 FERMT2 chri4 1 52858159 (4]

GCTTTCAGTTCATGGCCCTG  AAG 1.87 chr2 3 2339188 3

GTTTTCACTGCGTGGCCCTA  AGG 1.13 chrl -1 224734940 3

Supplementary Fig. 1. CRISPR/Cas9 editing of the HEK 293 cell line for 1s7143400

a. Localization of the predicted gRNAs in the vicinity of the rs7143400. b. Assessment of gRNA +
recombinant Cas9 complex efficiency for the cleavage using FERMT2 3’UTR cDNA. c. Assessment
of gRNA + Cas9 complex efficiency in HEK?293 using T7 endonuclease-based heteroduplex cleavage
assay. HEK293 were transfected for 48 h with plasmids allowing Cas9 and gRNA (#1, #2 or #3)
expression. d. Sanger sequencing showing the edition of a HEK293 clone for the 1s7143400. e. The
list of the potential off-targets predicted for the gRNA#I (Score > 1 and maximum 3 mismatches). The
integrity of the FERMT2 3'UTR sequence and the potential off-target sites were validated by
sequencing.
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97
98 Supplementary Fig. 2. Quality control for the high-content miRNA screening

99  a. Well positions of miRNA and siRNA controls and the miRNA bank on the 384-well plate. The
100 layouts were adjusted to systematically decrease the edge bias by alternating the spatial position of the
101  controls so that they appear equally on each row and each available column. b. Formula used for to
102 calculate the SSMD, which is a measure of the strength of the difference between two controls
103 (PSENI and APP). p and o are the mean and standard deviation of the fluorescence intensity
104  respectively. c¢. Graph showing the distribution of B scores for each plate. Dashed line indicates the
105  quality threshold (B = 3).
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111 Supplementary Fig. 3. Workflow to predict miRNA-targeted genes

112 a. A graphical representation of the workflow used to attribute a p-value for each gene targeted by the
113 best 41 miRNAs that are also able to modulate APP metabolism according to our genome-wide high-
114  content siRNA screening (also see Supplementary Table 2). b. p-value distribution for the 180 genes
115  targeted by the 41 miRNAs identified by HCS (also see Supplementary Table 3). In red, genes
116  significantly enriched to be targeted by these 41 miRNAs after Bonferroni correction (0.05 / 180 =
117 2.77%10%) including FERMT?2, a genetic risk factor of AD.
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Supplementary Fig. 4. Prediction of the impact of the rs7143400 allele on FERMT2 mRNA
structure

a. Comparison of the predicted entropy of FERMT2 mRNA structure according to the rs7143400
allele using RNAfold web server (http://ma.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). The
red box notes the increase of entropy within the 3'UTR in the vicinity of the rs7143400. b. Impact of
the rs7143400 on the predicted FERMT2 mRNA structure. Zoomed areas show the modified structure
of 157143400 _T relative to rs7143400_G, including the sequence targeted by miR-4504.
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130  Supplementary Fig. 5. Validation of the impact of miRNAs on endogenous FERMT2 and APP
131 expression levels.

132 a. Impact of miR-582-5p, miR-200b-3p, miR-221-3p and miR-222-3p on endogenous FERMT2 levels
133 in hippocampi primary neuronal culture. FERMT?2 expression levels were assessed by Western blot
134 72h after miRNAs transfection. Of note, such analysis was not possible for miR-4504, since the
135 sequence encompassing rs7143400 is not present in the rodent. b. Impact of miR-582-5p, miR-200b-
136  3p, miR-221-3p and miR-222-3p on endogenous FERMT2 and APP levels in HEK293 cell line. c,
137 Endogenous FERMT2 and APP expression levels were assessed by Western blot using cell lines
138 carrying the rs7143400-T allele (or not) following transient transfection with a non-targeting miR
139 (miR-NT) or miR-4504. Bar charts show mean + SD. Mann—Whitney test; * p <0.05.
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141 Supplementary Fig. 6. Impact of lentiviral transduction on FERMT2 and APP expression levels.

142 After transduction at DIV1 with the indicated lentivirus, expression levels of FERMT2 and APP were
143 assessed by immunofluorescence using anti-FERMT2 or anti-APP antibodies, respectively. Scale bar=
144 10 pm. Bar charts show mean + SD.
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Supplementary Fig. 7. Lentivirus injection does not alter electrophysiology recordings

a. Normalized average slope of fEPSP evoked in hippocampal slices from animals injected with the
indicated lentivirus or surgery procedures group (SHAM). N=5 animals/10 slices. b. Examples of
recorded fEPSPs during baseline (black) and post LTP induction 40-60 min (grey). c. Time course of
the average slope of elicited field responses following LTP induction by a tetanic stimulation protocol
at hippocampal CA 1 synapses from 5 mice after viral injection. Time-point O represents the delivery
of tetanic stimulation. Slopes of each fEPSP were normalized to baseline and plotted against time. d.
Box plots of the average slope response during 30-60 min post LTP induction. N = 5 mice; 2 slices per
animal. * indicates an outlier.
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163 Supplementary Fig. 8. Quantification of FERMT?2 expression at the mRNA and protein levels in
164  human brain samples

165  FERMT?2 protein level is significantly increased in post-mortem brains from patients at higher Braak
166  stages. Statistics for global distribution, Kruskal-Wallis ANOVA (p-value = 0.0022), followed by
167  Mann-Whitney U test, * p-value = 0.0008.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Mes travaux de thése ont intégré différentes approches in vitro permettant (i) de caractériser
les fonctions de genes identifiés par les études d’association pangénomiques, et (ii) de préciser les

mécanismes moléculaires reliant les variants de ces genes au risque de développer la MA.

La perte synaptique étant un événement précoce dans le développement de la MA, et I'un des
marqueurs pathologiques les mieux corrélés au déclin cognitif, notre hypothése était qu’un certain
nombre de déterminants génétiques pouvaient étre associés au risque de développer la maladie en

raison de leur implication dans le maintien de I'intégrité synaptique.

Analyser I'impact des genes identifiés par les études GWAS sur les synapses par une approche HCS

L'approche de criblage HCS que nous avons développée a permis d’évaluer I'effet de la sous-
expression des genes associés au risque de développer la MA sur la densité synaptique de cultures de
neurones de rat. Néanmoins, 'utilisation de cultures primaires hippocampiques comme modele
d’étude limite la quantité de matériel biologique accessible, et la transposition a I’humain de résultats
obtenus a partir de modeles murins n’est pas toujours évidente. Les criblages HCS reposant sur des
cultures de neurones issus d’iPSCs représenteraient des modéles d’étude plus pertinents dans le cadre
des maladies neurodégénératives humaines, mais comportent de nombreuses difficultés (335). La
différenciation et la maturation de neurones dérivés d'iPSCs sont relativement longues et co(teuses
comparées a |'utilisation des cultures primaires de rongeurs. De plus, les cultures neuronales humaines
ont également tendance a migrer et a se regrouper en amas, ce qui complique grandement
I'acquisition et I'analyse des images, en particulier pour I’étude de phénotypes fins comme celui de la
co-localisation de marqueurs synaptiques. Des chercheurs essaient actuellement d’établir des
protocoles spécifiques qui pallieraient a ces difficultés. En utilisant des matrices extracellulaires
spécifiques, et des conditions de culture a faible teneur en oxygéne, il serait notamment possible de
réduire le regroupement de neurones généralement observé apres une culture prolongée (424). Tres
récemment, des chercheurs sont parvenus a développer un modele de criblage de la densité de
Synapsine dans des neurones humains dérivés d’iPSCs, mais la mesure d’un marquage uniqguement
pré-synaptique possede une sensibilité limitée et ne saurait refléter 'ensemble des synapses matures
et fonctionnelles (369). L'analyse de la co-localisation de deux marqueurs pré- et post-synaptiques
permet une évaluation plus robuste de la densité synaptique, et les limitations techniques font qu’une
telle mesure par criblage HCS n'a pu actuellement étre réalisée que dans des cultures primaires de
neurones murins (368,425-427). Ces études étaient cependant basées sur des modeles de culture en

plague 96-puits, et nous sommes, a notre connaissance, les seuls a étre parvenus a miniaturiser un tel
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essai a un format 384-puits, nous permettant ainsi d’évaluer I'effet d’'un nombre quatre fois plus grand

de molécules dans une méme plaque de criblage.

Afin de diminuer le risque de faux positifs et de faux négatifs, les criblages HCS sont
généralement répliqués un certain nombre de fois. Cela permet également d’estimer la variabilité de
I’effet d’un composé entre différentes expériences. La plupart des criblages ne sont cependant réalisés
gue deux fois en raison du colt élevé de ce type d’expérimentation (428). Dans I’'HCS que nous avons
réalisé, I'effet de chaque shARN a été évalué en quadriplicat technique et a deux MOI (MOI2 et MOI4),
et le criblage a été réalisé trois fois a partir de trois cultures de neurones indépendantes. L'important
nombre de réplicats dont nous disposions pour la mesure de I'effet de chaque shARN a ainsi permis de
renforcer la fiabilité des résultats obtenus. De plus, le contréle positif utilisé pour I'HCS, c’est-a-dire le
shARN dirigé contre la Synaptophysine, montrait des effets suffisamment forts et consistants pour

obtenir des scores de validation satisfaisants.

Cette premiére partie de mes travaux a ainsi permis (i) de mettre en place un nouveau
protocole de criblage in vitro de 'impact de modulateurs de la densité synaptique et (ii) de sélectionner
9 génes dont la variation d’expression modifierait le risque de MA par un effet potentiel au niveau
synaptique. De maniére intéressante, I'étude bibliographique de la fonction des protéines codées par

ces genes apporte des éléments en faveur de cette hypothése (Tableau 1).

- Activatrice de Rab5, -Onretrouve une hyperactivation de la protéine Rab5

USP6NL : permet l'inhibition de la dans les cerveaux des patients atteint de MA
voie d’endocytose médiée - L’activation des voies Wnt/B-catenin entraine une (429-433)
Ubiquitin par la clathrine diminution de la production de peptides AB et de
Specific - Activatrice des voies [I'hyperphosphorylation de la protéine Tau dans les
Peptidase 6 N- Wnt/ B-catenin régulant cerveaux des patients atteint de MA
terminal like la neurogénese et la - L'expression d’'un mutant de la protéine USP6NL
plasticité synaptique dans une lignée cellulaire N2A réduit la production de
peptides AB
PSMC3 : - Fait partie du complexe - On retrouve une diminution de ['activité du
du protéasome 26S qui = protéasome dans les cerveaux des patients atteints = (434,435)
Proteasome permet I'élimination des de MA
26S Subunit protéines malconformées = - PSMC3 interagirait avec la protéine Tau
ATPase 3 ou endommagées phosphorylée dans les cerveaux des patients atteints
de MA
- Hydrolyse le PIP2 en IP3  Le variant rare non-synonyme P522R :
PLCG2 : et DAG. LIP3 se lie au -augmente légérement I'activité de la protéine PLCy2 = (259,296,374)

Phospholipase
Cgamma 2

réticulum endoplasmique
et entraine une
augmentation du calcium
cytoplasmique.

- diminue le risque de développer la MA de 32%

- est corrélé avec une augmentation de Ia
concentration en protéine Tau totale dans le LCR des
patients atteints de MA.
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- Interagit avec la protéine Tau hyperphosphorylée, et = (436-440)
CSNK1G1: - Protéine kinase sélective = facilite la formation de DNF
des sérines/thréonines - Est impliguée dans la régulation de Ia
Caséine Kinase phosphorylation et de I'activité des NMDAR
1Gammal - L’expression d’'un mutant de la protéine homologue
chez la drosophile entrainent un déficit de mémoire
CYB561 : - Impliqgué dans la - La protéine homologue de CYB561 chez la (441,442)
synthese des drosophile joue un role dans la formation de la
Cytochrome B cathécolamines, mémoire en régulant I'activité d'une enzyme requise
561 notamment de la  pour I'alpha-amidation des neuropeptides
dopamine
- Fait partie du complexe - Le complexe des rétromeres est impliqué dans de
des rétromeres jouant un = nombreux processus neuronaux, dont la plasticité
SNX1: role majeur dans : (i) le synaptique (426,443,444)
transport rétrograde des - SNX1 joue un réle dans le transport du récepteur au
Sorting Nexin1  protéines des endosomes = glutamate métabotropique mGIluR1
vers le réseau trans- - La surexpression de SNX1 dans un modeéle de
golgien, et (ii) le recyclage = neuroblastome N2A favorise la croissance des
des protéines des neurites
endosomes a la surface
cellulaire
ICA1L : - Chez la Drosophile, la modulation de I'expression
d'ICA1 altére le taux synaptique des récepteurs (445-447)
Islet Cell - Important paralogue de glutamatergiques ionotropiques (iGIuRs)
Autoantigen 1 la protéine ICA1 - Dans les cultures primaires hippocampiques de rats,
Like ICA1 perturbe le recrutement des récepteurs AMPAR
et la maturation synaptique
- Prend place dans la voie - L'inhibition d’OPLAH entraine une diminution du (448-451)
de libération du niveau de glutamate dans des neurones primaires de
OPLAH : glutamate a partir du rats
glutathion en catalysantla = - Chez I'homme les déficiences enzymatiques en
5-oxoprolinase conversion de la 5-oxo-L- OPLAH sont associées avec des symptomes
proline en L-glutamate neurologiques, psychiatriques, et cognitifs
- L'inhibition de NCK2 dans des cultures primaires de
neurones entraine la perturbation de la croissance
NCK2 : des axones et des dendrites
(452-457)

Non-Catalytic

- Protéine adaptatrice

- L’abolition de son interaction avec la protéine PAK3
conduit a une augmentation des potentiels post-

Region of impliquée dans la  synaptiques excitateurs et de la transmission

Tyrosine Kinase ~ régulation des récepteurs  synaptique

Adaptor tyrosine kinases. - L'abolition de son interaction avec une des sous-

Protein 2 unité du récepteur au glutamate conduit a une
réduction de I'amplitude des potentiels post-

synaptiques excitateurs

Tableau 1 : Implication potentielle des génes impactant la densité synaptique identifiés par HCS dans
la physiologie neuronale et la maladie d’Alzheimer.

Ainsi, notre approche nous a permis de mettre en évidence la fonction synaptique de plusieurs
génes associés a la MA. Pour autant, il reste de nombreux autres génes identifiés par les études GWAS
dont le réle dans la pathologie reste a élucider. Les approches de criblage HCS basées sur I'interférence
ARN représentent une technique de choix pour sélectionner des génes impactant un phénotype
particulier, mais comportent un risque important de résultats faussement négatifs. Le fait qu’un géne

ne soit pas sélectionné lors d’'un criblage ne signifie pas qu’il n’impacte pas la fonction cellulaire
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étudiée. Son effet peut simplement ne pas avoir été mis en évidence en raison d’un manque

d’efficacité du shARN ou d’une trop grande toxicité induite par I'inhibition du géne.

Les méthodes de criblage HCS nécessitent également de sélectionner au préalable un
phénotype cellulaire d’étude représentatif de la pathologie. Toutefois, les maladies complexes telles
que la MA résultent généralement de la dérégulation de multiples voies biologiques, et I'étude d’un
seul phénotype ne pourrait récapituler la maladie dans son ensemble. Nous avons choisi de baser la
sélection de nos genes d’intérét sur la mesure de la densité synaptique, mais I'HCS est une approche
multiparamétrique, et bien d’autres informations provenant de notre criblage pourraient étre
exploitées a I'avenir. Les images et les données obtenues pourraient permettre d’évaluer facilement
I'impact des facteurs de risques de la MA sur d’autres phénotypes tels que la morphologie du réseau
neuronal, la densité et lintensité des marqueurs pré-synaptiques et post-synaptiques, ou le
pourcentage d’assignement entre marqueurs pré- et post- synaptiques. Ce pourcentage
d’assignement est notamment modulé par I'exposition de neurones a des concentrations
physiologiques d’oligoméres AB (291), et des travaux sont actuellement en cours au laboratoire pour
évaluer I'effet des genes modulant le plus fortement ce paramétre sur la toxicité induite par le peptide

amyloide.

Notre modele de neurones cultivés en plaque 384-puits sous-exprimant I'ensemble des
facteurs de risque génétique de la MA pourrait également étre facilement adapté a I'étude d’autres
phénotypes classiqguement associés a la maladie, tels que la sécrétion d’AB mesurable par Alpha-LISA,
ou la phosphorylation de Tau mise en évidence par immunofluorescence. Multiplier les criblages basés
sur la mesure de phénotypes différents pourrait ainsi permettre de mettre en évidence de nouvelles
convergences biologiques. L'effet des genes a risque de MA sur I'activité électrique neuronale pourrait
également étre mesurée par HCS a travers I'utilisation d’indicateurs fluorescents calciques (458). La
mise en place d’'une telle mesure nécessiterait cependant I'adaptation du modele a I'acquisition
d’images de cellules vivantes. Plutét que de chercher a complexifier notre criblage au risque de
compromettre sa faisabilité, nous avons fait le choix d’évaluer I'effet des 9 génes précédemment
sélectionnés sur I'activité électrique neuronale a travers des analyses complémentaires a moyen-débit
par la technique MEA en plague 96-puits. J'ai alors pu notamment confirmer que la sous expression

du géne PLCG?2 était associé a une baisse de I'activité électrique des neurones.

D’autres travaux de I'équipe avaient en paralléle identifié par une autre approche HCS, le
facteur de risque génétique FERMT2 comme un autre modulateur important du métabolisme de I'APP

et de 'activité synaptique (278).
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Convergences des mécanismes impliquant PLCG2 et FERMT2 dans la modulation des fonctions
synaptiques

Nos résultats ont permis de proposer la kinase GSK33 comme une importante cible de PLCG2.
En effet, nous avons pu observer que la sous-expression de PLCG2 dans des cultures mixtes de
neurones et d’astrocytes humains entrafnait une augmentation du niveau de GSK3p total ainsi que de
sa forme active. De plus, cette sous-expression de PLCG2 était associée a une augmentation de la
forme active de PYK2 et une réduction de la forme active d’AKT, deux kinases connues pour réguler
positivement et négativement I’activation de GSK3p (Figure 26). De maniere intéressante, une étude
a montré que la sous-expression de Fermt2 chez la souris conduisait également a I'activation de GSK3f3
(459). L'impact de la sous-expression des genes PLCG2 et FERMT2 sur GSK3B pourrait expliquer les
phénotypes caractéristiques de la MA que nous avons observés. En effet, une augmentation de
I'activité de GSK3[ favoriserait la production de peptides amyloides en induisant I'expression de la B-
sécrétase par I'intermédiaire de la voie NFkB, et en modulant I'activité de la y-sécrétase (460). De plus,
GSK3p est une des principales kinases phosphorylant la protéine Tau (180) et est également connue
pour jouer un important réle dans la morphologie et la plasticité synaptique (461). L’activation de
GSK3B module notamment la taille des synapses en favorisant la dégradation de la B-caténine, et

favorise I'induction de la LTD via I'internalisation des récepteurs NMDAR.

FERMT2 est une protéine adaptatrice impliquée dans le recrutement de plusieurs partenaires
du complexe d'adhésion focale. Les travaux menés au laboratoire ont montré qu’elle interagissait
directement avec I’APP et pourrait ainsi moduler la densité et I'activité synaptique a travers la
régulation de la forme et de la stabilité des épines dendritiques (288). De maniére intéressante, une
partie des genes identifiés par les études GWAS, dont SRC, CASS4, CD2AP, et PTK2B, participent
également au complexe d'adhésion focale, principalement en aval des intégrines (269) (Figure 26).
D’autres facteurs de risques génétiques pourraient étre impliqués dans la dysfonction synaptique
associée a la MA en modulant des voies dépendantes de PLCG2, notamment le géne DGKQ, qui code
I'isoforme 6 de la diacylglycérol kinase (DGK) connue pour son implication dans la transmission
synaptique (311). Cette enzyme catalyse la conversion du DAG produit par PLCG2 en acide
phosphatidique, un métabolite influengant la morphologie dendritique par une voie de signalisation

dépendante de I'activation de PYK2 et GSK3p (462).
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Figure 26 : Les voies biologiques impactées par PLCG2 et FERMT2 convergent vers GSK3p et
regroupent plusieurs autres facteurs de risques génétiques de la maladie d’Alzheimer. La sous-
expression de PLCG2 entraine |'activation de la GSK3B a travers la diminution de la forme active
phosphorylée d’AKT et I'augmentation de la forme active phosphorylée de PYK2. La sous-expression
de FERMT2 conduit également a une activation de la GSK3B. GSK3 semble jouer un réle central dans
la MA, en favorisant la phosphorylation de Tau, la production d’AB, ainsi que la perte de densité
synaptique et la diminution de I'activité neuronale. Ces voies impliquent également d’autres facteurs
de risques génétiques de la MA tels que SRC, CASS4, et CD2AP, retrouvés dans le complexe des
adhésions focales, et DGKQ qui métabolise le DAG produit par PLCG2 en acide phosphatidique (PA).

Préciser les mécanismes moléculaires reliant les effets des variants des génes PLCG2 et FERMT2 au
niveau de la synapse et sur le risque de développer la maladie d’Alzheimer

Dans le but d’identifier et de caractériser les variants fonctionnels des génes PLCG2 et FERMT2
associés au risque de développer la MA par les études d’association pangénomiques, plusieurs
approches ont été utilisées. L'impact des variants non-sens Q816X et R953X du géne PLCG2 a été mimé
par l'induction de la sous-expression du gene dans le gyrus denté de souris et dans un modele de
neurones humains induits issus d’iPSCs. Nous avons ainsi pu attribuer un réle délétére a la sous-
expression de PLCG2 sur la production de peptides amyloides, la phosphorylation de Tau, ainsi que la
structure et la fonction synaptique. Pour autant, ce modele se base sur I'hypothése que les variants
non-sens Q816X et R953X de PLCG2 entrainent une diminution de I'expression de la protéine
correspondante, sans avoir évalué la contribution potentielle de la troncation de la protéine sur son
activité ou dans la modulation de I'interaction avec ses partenaires. Pour caractériser précisément les

mécanismes reliant d’une part les variants non-sens Q816X et R953X délétéres et d’autre part le

196



variant hypermorphe P522R protecteur de PLCG2 a la MA, il serait nécessaire de développer des
modeles cellulaires porteurs des différents alléles pour les variants génétiques d’intérét par technique

d’édition du génome.

L’effet du variant rs7143400, localisé dans la région non codante 3'UTR du géne FERMT2, sur
la fixation du micro-ARN 4504 et I'expression du gene a pu étre validé en générant des lignées
cellulaires isogéniques ne différant que par les alléles de ce variant, par technique CRISPR/Cas9. Notre
étude avait cependant pour limite d’étre basée sur un modele de lignée cellulaire HEK293, qui ne
permettait pas d’évaluer les conséquences du variant sur des phénotypes neuronaux comme la
morphologie des dendrites, le nombre de synapses, ou l'activité électrique neuronale. Pour
caractériser I'impact des variants fonctionnels des genes FERMT2 et PLCG2 sur de tels phénotypes, il
sera donc nécessaire d’adapter notre stratégie CRISPR/Cas9 a un modéle cellulaire d’iPSCs, plus

pertinent dans le cadre de I’étude des maladies neurodégénératives.

Effets spécifiques vs pléiotropes des variants des genes FERMT2 et PLCG2?

L’étude du variant de FERMT2 par CRISPR/Cas9 a permis de mettre en évidence le réle du
rs7143400 dans la modulation de I'expression de la protéine par un mécanisme dépendant du miR-
4504. Ce micro-ARN étant particulierement exprimé au niveau neuronal, cela suggere que I'effet du
variant de FERMT2 sur le niveau d’expression de ce géne interviendrait principalement dans les
neurones. Dans le cas des mécanismes pouvant expliquer la fonctionnalité des variants du gene PLCG2,
ils pourraient intervenir dans tous les types cellulaires exprimant ce géne. PLCG2 était décrit comme
principalement exprimé au niveau de la microglie, et I'intérét majeur de mes travaux a été de montrer
que les variants de ce géne pourraient également moduler les fonctions de PLCG2 au niveau des
neurones et/ou des astrocytes. En utilisant différents protocoles d’induction, il serait possible de
différencier les cultures d'iPSCs en culture purement astrocytaire ou purement neuronale, ce qui

permettrait de déterminer le type cellulaire responsable des effets observés (463,464).

Impact de I’exposition aux peptides amyloides sur les effets de FERMT2 et PLCG2

De maniere intéressante, les études d’association des endophénotypes de la MA ont établi un
lien entre |'effet protecteur du variant P522R de PLCG2 et un déclin cognitif plus lent, ainsi qu’une
réduction des concentrations de Tau et de phospho-Tau dans le LCR (296). Cet effet semble
notamment étre en aval de la pathologie amyloide, et représente un argument en faveur d'un réle de
PLCG2 dans la synaptotoxicité médiée par I'AB. De plus, il a été démontré que I'AP1-40 agrégé diminuait
I'activité de la PLC au niveau du cortex cérébral de souris (465), suggérant un possible effet

potentialisateur des peptides amyloides sur I'impact délétére de la sous-expression de PLCG2. La sous-
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expression de FERMT2 exerce quant a elle un effet négatif sur les synapses par un mécanisme
dépendant de I’APP, suggérant que le métabolisme de cette protéine, et donc la production de
peptides amyloides, pourrait moduler les effets du variant de FERMT2 dans la physiopathologie de la
MA.

Dans ce contexte, il serait intéressant de caractériser I'impact des variants de FERMT2 et de
PLCG2 sur les phénotypes de la MA et sur la connectivité synaptique, dans des cultures de neurones
et d’astrocytes humains exposés aux peptides AB. Pour ce faire, différentes approches pourraient étre
envisagées : (i) I'exposition de cultures neuronales humaines a des peptides AP synthétiques ajoutés
directement dans le milieu de culture, (ii) I'utilisation de milieu conditionné provenant de lignées
cellulaires CHO sur-exprimant une version mutée de la protéine APP sécrétant ces peptides, ou (iii)
I'utilisation de modele de microfluidiques permettant directement la co-culture des

astrocytes/neurones humains avec les lignées CHO sur-exprimant I’APP muté (291).

Identifier les voies biologiques dépendantes de PLCG2 et FERMT2

Nos études suggerent que PLCG2 et FERMT2 influenceraient le risque de développer la MA en
modulant la densité et les fonctions synaptiques par I'intermédiaire de I'activation de GSK3p (Figure
26). Identifier avec précision I'ensemble des acteurs et des voies biologiques dépendantes de PLCG2
et FERMT2 pourrait permettre de proposer de nouveaux mécanismes physiopathologiques de la MA
ains que de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Pour ce faire, les modéles cellulaires porteurs
des variants génétiques de FERMTZ2 et de PLCG2 pourraient faire I'objet d’analyses transcriptomiques
et phospho-protéomiques approfondies, par des techniques de single-cell RNAseq, et de LC-MS/MS.
On peut supposer que les voies expliquant le lien entre ces génes et la MA convergeraient, au moins

en partie, avec des voies biologiques impliquant d’autres facteurs de risques génétiques de la MA.

La signalisation GSK3B ayant été significativement associée a plusieurs caractéristiques
neuropathologiques de la MA, son inhibition est vite apparue comme une approche thérapeutique
potentielle. L’administration chez la souris de Tideglusib, un inhibiteur de GSK3p, entraine notamment
une diminution du niveaux de phosphorylation de la protéine Tau et du dépé6t d'AB, et améliore les
fonctions mnésiques (165). Cependant, malgré ces résultats encourageants dans des modeéles
animauy, le fait que GSK3p soit exprimée de maniere ubiquitaire et soit impliquée dans de nombreux
autres processus cellulaires souléve des inquiétudes en matiére de toxicité. Les premiers essais
cliniques de phase | des inhibiteurs de GSK3f ont montré un nombre d’effets secondaires importants
et ont d{ étre interrompus précocement (166). De la méme maniére, le role pléiotropique des génes
PLCG2 et FERMT2 fait gu’ils ne représentent pas de bonnes cibles thérapeutiques. En effet, les

mutations gain-de-fonction de PLCG2 sont connues pour engendrer de graves désordres immunitaires,
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et la surexpression de FERMT2 est impliquée dans la progression de différents types de cancers
(466,467). Pour espérer développer de nouveaux traitements sans effets secondaires majeurs, il est
alors nécessaire d’identifier les autres acteurs de ces voies biologiques, pour pouvoir agir en aval de

FERMT2, PLCG2, et GSK3p.

Développer un nouveau modele HCS pour le criblage pharmacologique

La modulation de FERMT2 et PLCG2 semble impacter différentes voies cellulaires, dont celle
de GSK3B, et conduit a I'expression de nombreux phénotypes en lien avec la MA. Les neurones dérivés
d’iPSCs qui sous-expriment PLCG2, en récapitulant les principales lésions neuropathologiques
associées a la MA, dont l'augmentation de la production des peptides amyloides,
I’hyperphosphorylation de Tau, ainsi que les altérations structuro-fonctionnelles des synapses,
constitueraient un modele cellulaire de choix pour l'identification de nouveaux composés a visée
thérapeutique. Des cultures neuronales issus d’iPSCs porteuses des mutations non-sens de PLCG2
pourraient notamment étre utilisées pour réaliser le criblage de banques de molécules. Dans une
approche de repositionnement thérapeutique, le criblage de médicaments déja approuvés par les
autorités de santé permettraient de limiter I’étude aux composés dont la biodisponibilité et la sécurité

a déja été validée.

Afin d'étayer davantage l'impact potentiel de certains candidats-médicaments, I'approche HCS
pourrait étre complétée en testant les associations avec la réduction du risque de développer la
maladie dans de grandes cohortes de patients tels que I'UK Biobank (n=400.000), I'European
Alzheimer’s & Dementia Biobank (EADB, n=100.000) ou the Copenhagen Hospital Biobank (CHB,
n=400.000). Ces vastes études comprennent de nombreuses données cliniques et biologiques, ainsi
que des informations sur la prise de médicaments par les patients, qui nous permettront d'étudier si
I'utilisation des candidats-médicaments sélectionnés par criblage HCS est associée a une diminution

du risque de MA dans ces populations.

Pour finir, les effets bénéfiques des molécules identifiées par ces approches pourront étre
validés dans des modeéles d’études complémentaires. En utilisant des méthodologies similaires a celles
développées dans notre analyse du géene PLCG2 dans des neurones dérivés d’iPSC, I'impact du
candidat-médicament sélectionné pourra étre évalué sur le métabolisme de I’APP, la phosphorylation
de Tau ainsi que sur la densité et la fonction synaptique dans des modeles de microfluidiques couplés

a des MEA.
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