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Résumé

La synaptogenese est un processus biologique aboutissant a la mise en place d’un réseau de
connexions neuronales, par la genese de synapses. La mise en place de ce réseau de connexions
est essentielle au développement du systeme nerveux central (SNC) et de ses fonctions. Tout
comme les autres étapes du développement du SNC, la synaptogenése est régulée par une
multitude de signaux cellulaires, et le systeme endocannabinoide en fait partie. Les dérivés du
cannabis tel que le A-9-tétrahydrocannabinol (THC) et le cannabidiol (CBD) sont capables de
traverser la barriere placentaire et de se retrouver dans le lait maternel. Par leur interaction avec
le SNC, entre autres, ces phytocannabinoides sont capables d’influencer son développement. Le
récepteur couplé a une protéine G 55 (GPR55) est catégorisé comme récepteur atypique du
systeme endocannabinoide, et il est capable d’étre antagonisé par le CBD. Il a été prouvé par de
précédentes études qu’il est lui aussi impliqué dans le développement du SNC, notamment dans
le guidage et la croissance des axones durant les périodes foetale et périnatale. Dans la littérature,
il est souvent rapporté que les signaux impliqués dans le guidage axonal le sont aussi dans la
synaptogenese. C'est pourquoi le présent mémoire vise a examiner le réle du récepteur GPR55
et I'effet de sa modulation par le CBD dans la formation de contacts synaptiques. Le modele utilisé
pour cette étude est la culture de neurones corticaux issus d’embryons de souris de génotypes
gpr55** et gpr557-. Pour comprendre le réle physiologique de GPR55 dans la synaptogenése nous
avons étudié 'effet de la délétion du récepteur GPR55 a deux temps, Day In Vitro (DIV) 9-10 au
début de la synaptogenese, et a DIV14-15 un temps plus avancé. Ensuite pour comprendre
comment le CBD est capable d’influencer la formation de contacts synaptiques de maniere
dépendante ou non de GPR55, les cultures de neurones corticaux de chaque génotype ont été
exposées a DIV9 pour 24h a différentes concentrations du CBD (0,3uM ou 0,6uM ou 1uM). Les
effets sur la formation de contacts synaptiques ont été étudiés en immunocytochimie, en
immunobuvardage et en électrophysiologie de type patch clamp. Les résultats montrent que la
délétion de GPR55 entraine a DIV14-15 une augmentation de la densité des contacts synaptiques,
mais une réduction de leur aire et de I'expression de la synaptophysine, en affectant I'activité

synaptique. L’exposition au CBD 0,6uM et 1uM entrainent de maniere dépendante ou



partiellement dépendante a GPR55, une augmentation de la densité des contacts synaptiques
sans affecter leur aire, I'expression de protéines synaptiques ainsi que I'activité synaptique. La
fréquence de décharge des neurones est diminuée de maniere dépendante de GPR55 apres
I’exposition au CBD 1uM. Ces résultats suggerent que GPR55 pourrait étre un signal important
pour I'arrét de la formation de nouvelles synapses et un signal d’induction pour la maturation des

synapses existantes.

Mots-clés : développement du systeme nerveux central, synaptogenese, systeme

endocannabinoide, GPR55, cannabidiol, neurones corticaux in vitro.



Abstract

Synaptogenesis is a biological process that leads to the establishment of a network of neuronal
connections through the genesis of synapses. The formation of this network of connections is
essential for the development of the central nervous system (CNS) and its functions. Like other
stages of CNS development, synaptogenesis is regulated by multiple cellular signals, and the
endocannabinoid system is part of it. Cannabis derivatives such as A-9-tetrahydrocannabinol
(THC) and cannabidiol (CBD) can cross the placental barrier and be present in breast milk. Through
their interaction with the endocannabinoid system, among others, these phytocannabinoids can
influence CNS development. The G protein-coupled receptor 55 (GPR55) is categorized as an
atypical receptor of the endocannabinoid system, and it can be antagonized by CBD. Previous
studies have shown that GPR55 is also involved in CNS development, particularly in the guidance
and growth of axons during fetal and perinatal periods. It is often reported in the literature that
the signals involved in axonal guidance are also involved in synaptogenesis. Therefore, this study
investigates the role of the GPR55 receptor and the effect of its modulation by CBD in the
formation of synaptic contacts. The model used for this study consists of cortical neuron cultures
from mouse embryos gpr55** and gpr557-. To understand the physiological role of GPR55 in
synaptogenesis, we studied the effect of gpr55 deletion at two-time points: Day In Vitro (DIV) 9-
10 at the beginning of synaptogenesis, and DIV14-15 at a later time point. Then, to understand
how CBD can influence the formation of synaptic contacts, whether dependent or independent
of GPR55, cortical neuron cultures of each genotype were exposed to different concentrations of
CBD (0.3uM or 0.6uM or 1uM) at DIV for 24 hours. The effects on the formation of synaptic
contacts were studied through immunocytochemistry, western blot, and patch clamp
electrophysiology. The results show that gpr55 deletion leads to an increase in synaptic contact
density at DIV14-15 but a reduction in their area and synaptophysin expression, by affecting
synaptic activity. Exposure to 0.6uM and 1uM CBD results in a GPR55-dependent or partially
dependent increase in synaptic contact density without affecting their area, expression of
synaptic proteins, and synaptic activity. The firing frequency of neurons is decreased in a GPR55-

dependent manner after exposure to 1uM CBD. These results suggest that GPR55 could be an



important signal for stopping the formation of new synapses and an induction signal for the

maturation of existing synapses.

Keywords : central nervous system development, synaptogenesis, endocannabinoid system,

GPR55, cannabidiol, cortical neurons in vitro
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Chapitre 1 — Introduction

Formation d’une synapse du contact initial a la maturation

Pendant le développement, les neurones nouvellement formés migrent vers des positions
spécifiques dans le cerveau. Les corps cellulaires se trouvent parfois loin de leurs cibles
synaptiques et sont contraints d’envoyer des prolongements de leur cytoplasme, avec a leur
extrémité un cone de croissance, pour atteindre leur cible (Stidhof, 2021). Ce c6ne de croissance
est une structure tres dynamique capable d’analyser les signaux de I’environnement. Il guide le
neurite jusqu’a sa cible synaptique en interprétant des signaux attractifs ou répulsifs solubles
dans l'environnement ou présents a la surface de certaines cellules ou dans la matrice
extracellulaire. Parmi les principaux signaux de guidage, on peut trouver entre autres: la nétrine,

les sémaphorines, slit, les éphrines (Dabrowski et al., 2017; Kalil et Dent, 2005).

Les synapses chimiques sont des structures ultra spécialisées, qui comprennent un
compartiment présynaptique, une fente synaptique et un compartiment postsynaptique. Dans le
compartiment présynaptique, on retrouve des mitochondries, un pool de vésicules synaptiques
et des zones actives comprenant le nécessaire a la libération de neurotransmetteurs dans la fente
synaptique (comme les canaux calciques dépendant du voltage et le complexe Soluble N-
Ethylmaleimide Sensitive Fusion Protein Attachment Receptor (SNARE)). Du cOté postsynaptique,
on retrouve les densités postsynaptiques, qui sont des regroupements de récepteurs associés a
des protéines d’échafaudages. L'alignement des compartiments pré et postsynaptique est
maintenu grace a des molécules d'adhérence cellulaire neuronale (N-CAMs) (Dabrowski et al.,

2017; Sudhof, 2018).

Dans la formation d’une synapse du systeme nerveux central (SNC) on distingue plusieurs
phases majeures : le contact initial, la différenciation et la maturation de la synapse. Toutes ces

étapes font intervenir de multiples acteurs (Figure 1.) (Cline, 2009).
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Figure 1. — Différents stades de la formation d’une synapse excitatrice.

=2 Filament actine

Vésicule synaptique

Le processus de formation d’une synapse commence apreés les phases de neurogenése, migration
neuronale, et de guidage et croissance des neurites. La premiére étape de la formation d’une
synapse nécessite que le céne de croissance, guidé par des signaux comme les Syn-CAMs,
sélectionne sa cible et établisse le contact initial. Ensuite, la période de différenciation synaptique
commence pour recruter les éléments nécessaires au fonctionnement des entités pré et
postsynaptique. A cette étape, & I'aide de signaux bidirectionnels, les Syn-CAMs commencent &
stabiliser la synapse naissante via les filaments d’actine. lls induisent également le développement
de la partie présynaptique et le recrutement de récepteurs sous leur forme immature comme les
NMDAR possédant la sous-unité NR2B du cété postsynaptique. Enfin, ils permettent le
recrutement de quelques vésicules synaptiques. Le stade de maturation de la synapse permet le
développement des fonctions d’une synapse mature. Ce stade se caractérise structurellement par
le recrutement de nouvelles Syn-CAMs, le développement de la densité postsynaptique et
I'expression de NMDAR possédant la sous-unité NR2A, le recrutement des AMPAR. Du cété

présynaptique, le pool de vésicules présynaptiques se met en place. On retrouve également
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I'élargissement de I’épine dendritique nécessitant une stabilisation via le cytosquelette d’actine.
Abréviations : Syn-CAM Molécule d’adhésion cellulaire synaptique, NMDAR récepteur au N-
méthyl-D-aspartate, AMPAR récepteur o -Amino-3-Hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acide.
Figure crée avec BioRender.com, adapté de Dabrowski et al., 2017; Giagtzoglou et al., 2009;

Siidhof, 2021.

Formation du contact initial

Une fois que le cone de croissance approche de sa cible, sa vitesse de croissance diminue par
I'intermédiaire de signaux diffusibles présents dans I'environnement. Ce ralentissement est
essentiel pour augmenter la probabilité de former un contact avec la cible (Sanes et al., 2019a).
Pour trouver le site de liaison idéale entre le filopode et la membrane postsynaptique, le cone de
croissance s’appuie sur une balance entre des signaux attractifs et répulsifs, tels que les
sémaphorines, les N-CAMs, le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), les N-cadhérines.
Si on perturbe cet équilibre de signaux, il est possible d’influencer la quantité de contacts

synaptiques initiés (Dabrowski et al., 2017).

Lors de l'approche finale, un échange se met en place entre le filopode et sa cible
postsynaptique, cet échange de signaux est nécessaire au recrutement des différents éléments
d’une synapse naissante. Les signaux antérogrades envoyés par le filopode permettent
notamment le regroupement de récepteurs, le « clustering », et le début de la spécialisation de
la densité postsynaptique. Les signaux rétrogrades eux jouent un réle important dans
I’élimination d’innervation incorrecte ou excessive notamment par des mécanismes qui sont
dépendants de son activité électrique (Sanes et al., 2019b). Une fois que le filopode a établi le

contact initial avec la membrane postsynaptique, plusieurs évenements s’enchainent.

Dans un premier temps, on peut retrouver une augmentation du flux de Ca?* dans le cone de
croissance. Celui-ci pourrait provenir du réticulum endoplasmique puisque I'expression du
récepteur inositol trisphosphate (IP3R) responsable de son ouverture est augmentée durant les
phases de synaptogenése dans le SNC du rat. Le flux de Ca?* intracellulaire conduit a la
différenciation du cone de croissance en compartiment présynaptique (Dent et al., 1996; Sanes

et al., 2019b). En parallele, on peut observer une augmentation rapide de la force d’adhésion
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entre le filopode du céne de croissance et le site de contact, qui s’explique notamment grace a
I’'augmentation rapide du nombre de molécules d’adhésion cellulaire. Une partie de ces
molécules d’adhésion cellulaire sont dépendantes du Ca?* (Sanes et al., 2019b). Ces N-CAMs sont
essentiels a toutes les étapes de la formation d’une synapse, aussi bien dans le guidage, la

formation du contact initial, la stabilisation de la synapse, mais aussi dans sa maturation.

Différenciation synaptique
Une fois que le contact initial est stabilisé entre autres par les N-CAMs, il faut que la
machinerie cellulaire des compartiments pré et postsynaptiques soit synthétisée et recrutée au

site de contact, c’est la différenciation synaptique.

Différenciation du compartiment présynaptique

Une hypothése pour la mise en place du compartiment présynaptique est celle de la
synapse préassemblée. Cette hypothese propose que le compartiment présynaptique naissant
recrute (1) des vésicules a cceur dense, contenant des pools de vésicules synaptiques ainsi que
leurs protéines, et (2) des vésicules contenant les protéines de la zone active comme piccolo et
bassoon. Piccolo et bassoon sont deux protéines d’échafaudages du compartiment présynaptique
qui vont jouer un role essentiel dans I'assemblage de la zone active. Bassoon va permettre la
localisation des canaux calciques dépendant du voltage a proximité du site de relache. Tandis que
Piccolo va jouer un réle dans I'assemblage dynamique du cytosquelette d’actine (Gundelfinger et

al., 2015; Pinto et Almeida, 2016).

Originaire de I'appareil de Golgi (trans-Golgi network), ces vésicules sont transportées le long de
I’axone méme en I'absence d’un contact postsynaptique, mais la formation d’un contact va
induire leur recrutement au site. Une fois ces vésicules recrutées I'assemblage de la zone active
se fait de maniere séquentielle, avec dans un premier temps I'assemblage des vésicules
synaptiques, puis des protéines de la zone active, suivie de la machinerie d’exocytose des

vésicules et enfin le recrutement des mitochondries (Dabrowski et al., 2017).
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Différenciation du compartiment postsynaptique

Pour la différenciation du compartiment postsynaptique, contrairement au compartiment
présynaptique, il n’y a pas encore de consensus. Les protéines d’échafaudage a domaine PDZ
(post synaptic density protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (DIg1), and zonula
occludens-1 protein (zo-1)), comme la postsynaptic Density Protein 95 (PSD95) pourraient étre
recrutées en premier, 30 minutes suivant le début du recyclage vésiculaire. Le recrutement de
PSD95 permettrait l'initiation de la différentiation du compartiment postsynaptique et le
recrutement des paquets de NMDAR transportés le long de dendrites. Ce processus est remis en
cause par des observations montrant que les regroupement de NMDAR peuvent étre recrutés au

site de contacts en seulement quelques minutes et en I'absence de PSD95 (Kayser et Dalva, 2014).

La libération spontanée de neurotransmetteur serait un autre élément permettant le
recrutement et l'assemblage du compartiment postsynaptique. Puisque le compartiment
présynaptique serait assemblé avant le compartiment postsynaptique, la libération spontanée de
neurotransmetteur pourrait faciliter I'accumulation des récepteurs appropriés, par exemple la
relache de glutamate permettrait le recrutement de regroupement de NMDAR (Dabrowski et al.,

2017).

Les organisateurs synaptiques

Le processus de différenciation implique I'action de protéines ou de molécules qui sont
capables de l'initier, on les nomme les organisateurs synaptiques ou SAMs (Dabrowski et al., 2017;
Stdhof, 2021). Le développement des compartiments synaptiques est régulé majoritairement par

deux types de signaux : les molécules trans-synaptiques et les facteurs sécrétés.

Les molécules trans-synaptiques sont composées d’'un membre ancré dans la membrane
présynaptique et d’un autre ancré dans celle postsynaptique. Leur interaction permet une
communication bidirectionnelle générant le recrutement des structures essentielles a la
différenciation synaptique. Dans cette catégorie on retrouve les SynCAMs. Ce sont des protéines
trans-synaptiques avec un domaine Immunoglobuline extracellulaire qui leur permet une
interaction avec une autre SynCAM et un motif PDZ en intracellulaire qui leur permettent

d’interagir avec les protéines d’échafaudage. Les SynCAM en particulier SynCAM 1 et 2 jouent un
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réle important dans la génération de synapses excitatrices (Dabrowski et al., 2017; Kayser et
Dalva, 2014). Dans cette catégorie on retrouve également les éphrines et leurs récepteurs Ephs,
bien que ces molécules soient connues comme étant des signaux répulsifs lors du guidage axonal,
les EphB et Ephrines-B sont également importants dans la différenciation synaptique des
synapses excitatrices. Leur interaction en culture neuronale augmente le nombre de
spécialisations pré et postsynaptiques formées. L’activation de EphB augmente les courants
calciques liés aux NMDAR et I'expression de genes impliqués dans la différenciation synaptique.
Son interaction avec Ephrine-B en présynaptique, permet le recrutement de vésicules
synaptiques, notamment grace a son interaction avec syntenin-1 (Dabrowski et al., 2017; Kayser
et Dalva, 2014). Llinteraction neurexines-neuroligine fait également partie des signaux
transsynaptiques. La B-neurexine permet par son interaction avec les protéines d’échafaudage
Calcium/Calmodulin-Dependent Serine Protein Kinase (CASK) et Mint, le recrutement de Munc-
18, une protéine essentielle a I’'exocytose des vésicules synaptiques. Les neuroligine 1 et 3 ont
elles aussi été reliées a la formation des synapses excitatrices. Leur surexpression dans des
cultures de neurones augmente le nombre de synapses alors que leur délétion entraine une

diminution plus modérée (Dabrowski et al., 2017; Kayser et Dalva, 2014).

Il est intéressant de noter que la délétion de plusieurs de ces protéines n’entraine pas une
diminution drastique du nombre de synapses. Cette observation peut s’expliquer par les multiples
de voies qui régissent la synaptogenese. La délétion d’une de ces voies peut ainsi étre compensée

par une autre (Dabrowski et al., 2017; Kayser et Dalva, 2014; Sanes et al., 2019b).

Dans la catégorie des facteurs sécrétés, on retrouve notamment les facteurs de Wnt et de
BDNF. Wnt7a dans I'hippocampe induit le regroupement de protéines présynaptiques et
augmente la transmission synaptique. Le BDNF est connu pour son rdle dans le développement
de I'arborescence dendritique. De plus, une corrélation a été démontrée entre la croissance de
I'arbre dendritique et la formation de synapse. Deux explications sont possibles: la densité
synaptique est augmentée en lien avec une arborisation plus développée augmentant la
probabilité d’un contact, ou bien le BNDF est capable de promouvoir directement le recrutement

d’éléments synaptiques (Dabrowski et al., 2017; Kayser et Dalva, 2014).
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Maturation synaptique

Une fois que les compartiments présynaptiques et postsynaptiques ont recruté la machinerie
cellulaire nécessaire a leur fonctionnement, plusieurs étapes sont encore nécessaires afin
d’arriver a une synapse fonctionnelle mature. La maturation des différents éléments de la

synapse est étroitement reliée aux propriétés électrophysiologiques des neurones.

Maturation des récepteurs

Une synapse lors de sa formation initiale exprime des sous-unités particulieres des
récepteurs, ce sont les « isoformes néonatales ». Ces isoformes particulieres, entre autres, leur
conferent des propriétés électrophysiologiques distinctives, typiques de synapses non matures.
Au cours du développement, les sous-unités des récepteurs changent ce qui modifie leurs
propriétés et permet a la synapse d’exprimer toutes les caractéristiques d’'une synapse mature
(Sanes et al., 2019b). Si on s’intéresse aux NMDAR, au cours du développement, on retrouve un
schéma d’expression pour les différentes sous-unités et de leurs isoformes. Les changements
d’expression des isoformes de la sous-unité NR2 ont été particulierement étudiés dans le cadre
de la maturation des synapses. En effet, les sous-unités NR2A et NR2B ont des différences dans
leur patron d’expression développemental, dans leur sensibilité au glutamate et leur cinétique
d’inactivation, ce qui leur procure des propriétés électrophysiologiques distinctes (Rebecca C,
2009). La sous-unité NR2B serait prédominante dans les neurones immatures et les synapses
naissantes, alors que la sous-unité NR2A serait graduellement incorporée aux neurones matures,
de maniére dépendante de I'activité synaptique (Rebecca C, 2009; Tovar et Westbrook, 1999).
Les différences dans la cinétique d’inactivation des récepteurs conduisent a des influx de Ca%*
différents (Rebecca C, 2009; Sobczyk et al., 2005). Puisque le Ca?* est un acteur important dans
de nombreuses voies de signalisation au niveau synaptique, on peut penser que les changements
de sous-unités du NMDAR conduisent a des changements dans |'activation des voies de
signalisation qui pourraient étre impliquées dans la maturation (Rebecca C, 2009). De plus
I’équipe de Kim et al., 2005 propose que les récepteurs contenant la NR2A soient capables de
promouvoir I'insertion de AMPAR exprimant la sous-unité GIuR1. Leur insertion conduirait a une
potentialisation de la synapse alors que les récepteurs avec la NR2B I'inhibent, entrainant une

dépression de la synapse (Kim et al., 2005). Puisqu’au début du développement et a la synapse
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naissante la transmission synaptique glutamatergique est en majorité médiée par les NMDAR,
acquérir une transmission synaptique médiée par les AMPAR est une avancée dans la maturation

de la synapse (Wu et al., 1996).

L’équipe de Hall et al., 2005 a montré dans des cultures de neurones corticaux de rats que
I’expression de la sous-unité NR2B par les NMDAR limite I'insertion des AMPAR a la membrane
des synapses en développement en régulant négativement I’expression de la protéine régulatrice
transmembranaire AMPA. Au court du développement, la sous-unité NR2B sera remplacée par la
sous-unité NR2A, ce qui lévera la régulation négative sur la protéine transmembranaire
régulatrice des AMPAR (TARP), permettant l'insertion de AMPAR a la membrane et ainsi

I’'augmentation du rapport de courant AMPA/NMDA (Hall et al., 2007).

La composition des AMPAR a également un réle a tenir dans la maturation synaptique, en
particulier car sa composition détermine sa perméabilité ionique. La sous-unité GluR2 détermine
si le AMPAR est perméable ou non aux ions Ca%*. La sous-unité GIuR2 est soumise a I'édition de
I'ARN par I'enzyme adénosine désaminase agissant sur I’ARN (ADAR2). Cette enzyme va convertir
le codon glutamine (Q) présent dans le géne de GIuR2, en un codon arginine (R). Les AMPAR sont
perméables au calcium (Ca?*) s'ils contiennent la sous-unité GluR2(Q) non éditée ou s'ils n'ont pas
la sous-unité GluR2. Dans le cerveau, la majorité des AMPAR sont des hétéro-oligomeres
composés de GIuR1/GluR2(R) ou GIuR2(R)/GIuR3, et sont donc imperméables au Ca?* (Wright et
Vissel, 2012). Dans plusieurs structures du cerveau de rat (néocortex, striatum, hippocampe)
durant le développement embryonnaire et le début du développement postnatal, les synapses
contiennent majoritairement des AMPAR perméables au Ca%* ne contenant pas la sous-unité
GluR2. Apres la deuxieme semaine de vie, un changement s’observe au profit de AMPAR non
perméable au Ca?* contenant la sous-unité GIuR2(R) (Pellegrini-Giampietro et al., 1992). De
maniere plus générale, la présence de la sous-unité GluR2 est importante pour le transport et la
stabilité des AMPAR. Son C-terminal interagit avec de nombreuses protéines impliquées dans

I'insertion de AMPAR a la synapse et leur activation (Wright et Vissel, 2012).
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Maturation du pool de vésicules synaptiques, de la recapture des neurotransmetteurs

et de I’épine dendritique

La maturation d’une synapse nécessite le recrutement et la maturation de protéines, mais
aussi une maturation structurelle. La forme de I'épine dendritique serait reliée a son état de
maturation. Les différentes formes de I'épine dendritique de la moins mature vers la plus mature
sont : structure en filopode — mince — court et épais — champignon. Les formes en structure de
filopode et mince sont des précurseurs de I'épine dendritique abondante au départ et
progressivement remplacée par la forme en champignon dans plusieurs structures du cerveau
adulte chez le rat et la souris (Kayser et Dalva, 2014; Runge et al., 2020). Cette modification
structurelle fait intervenir le dynamisme du cytosquelette d’actine, dans laquelle la mobilisation

du Ca?* intracellulaire est un acteur essentiel (Nakahata et Yasuda, 2018).

La maturation du pool de vésicules synaptiques est un marqueur largement accepté de la
maturation d’une synapse. Le pool de vésicules synaptiques se compose du pool de vésicule prét
a étre relaché (« readily releasable pool » RRP), du pool de recyclage et du pool de réserve (Alabi
et Tsien, 2012). Une étude rapporte que la maturation du pool de vésicules synaptiques s’effectue
en 3 étapes. (1) Au départ, la synapse possede tres peu de vésicules dans le RRP, mais elle possede
des vésicules dans son pool de recyclage libérable a la suite d’une forte stimulation. (2) Ensuite,
la majorité des vésicules dans le pool de recyclage passe dans le RRP. (3) Aprés I'assemblage du
RRP, le recrutement de nouvelles vésicules permet de constituer le pool de réserve. Lorsque la
synapse est mature, la taille du RRP augmente de maniere linéaire avec celle du pool de recyclage.
La taille du pool de vésicules synaptiques influence la quantité de neurotransmetteur disponible

pour étre libéré, ce qui influence I’activité synaptique (Mozhayeva et al., 2002).

La maturation du systeme de recapture des neurotransmetteurs est essentiel pour le
développement de fonction synaptique puisque la durée des courants postsynaptiques
excitateurs (EPSCs) évoqués en dépend. Plus longtemps le neurotransmetteur restera dans la
fente synaptique, plus I'EPSC sera long. Les transporteurs glutamatergiques EAAT1 et EAAT2 sont
exprimés deés la gliogenése dans la zone proliférative. Le recrutement du EAAT1 dans les

astrocytes des synapses triparties est dépendant de I'activité neuronale. Cette accumulation se
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fait dans les branches adjacentes au compartiment présynaptique (Benediktsson et al., 2012;

Sutherland et al., 1996).

Maturation électrophysiologique
Le SNC utilise les signaux électriques pour transmettre et traiter les informations, ainsi la
maturation des propriétés électrophysiologiques des neurones est essentielle a I’'émergence de

cette fonction (Figure 2.).

L'une des caractéristiques électrophysiologiques principales est le potentiel de
membrane. Durant le développement, le potentiel de membrane va s’hyperpolariser. In vivo, ce
changement dans le potentiel de membrane s’explique en partie par la prolifération des cellules
gliales dans le cerveau entrainant une diminution de la concentration extracellulaire de K+ (Figure

2.) (Burgard et Hablitz, 1993; Sanes et al., 2019b).

La résistance et la constante de temps membranaire vont aussi montrer une évolution au
cours du développement (Burgard et Hablitz, 1993). La résistance dépend du nombre de canaux
ouverts a la membrane et de la taille de la cellule. La constante de temps correspond au temps
nécessaire pour que la différence de potentiel transmembranaire atteigne 63% de sa valeur
finale. La diminution de ces deux variables est en lien avec 'augmentation du nombre de canaux
K* a rectification retardée a la membrane et avec 'augmentation de la taille du neurone lors de
la maturation. Cette diminution permet l'laugmentation de I'amplitude des EPSCs et une
diminution de leur durée (Figure 2.) (Barish, 1986; Burgard et Hablitz, 1993; Etherington et
Williams, 2011).

La durée des EPSCs s’explique également par les isoformes néonataux des NDMAR.
Comme discuté dans une précédente section, la sous-unité NR2B est prédominante dans les
synapses naissantes et sera progressivement remplacée par la sous-unité NR2A. Ces deux sous-
unités procurent au NMDAR des propriétés d’inactivation différentes. La présence de la NR2B
entraine une inactivation 3 a 4 fois plus lente qu’en présence du NR2A. Le changement pour la
sous-unité NR2A permet le raccourcissement de la durée des EPSC, et influence également la

sensibilité du récepteur au potentiel de membrane (Figure 2.) (Flint et al., 1997).
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Figure 2. — Maturation électrophysiologique

Changements électrophysiologiques entre un neurone mature et immature. Durant le
développement le potentiel de membrane va s’hyperpolariser en partie a cause de la prolifération
des cellules gliales qui entraine une diminution de la concentration extracellulaire de K+. Le
potentiel d’action va également se raccourcir puisqu’il sera initié principalement par les Nav. Les
courants postsynaptiques excitateurs (EPSC) vont voir leur amplitude augmentée et leur durée
diminuée avec la maturation. Ce changement s’explique par I’échange de la sous-unité NR2B pour
la NR2A aux synapses matures et la diminution de la constante de temps et résistance
membranaire. La constante de temps et la résistance membranaire vont diminuer durant la
maturation en raison de linsertion de nouveaux canaux K+ a rectification retardée et
I'augmentation de la taille du neurone. Avec la maturation on peut aussi observer une
augmentation de I'amplitude et de la fréquence des courants postsynaptiques excitateurs
miniatures (mMEPSCs). Au niveau du bouton présynaptique I’échange des canaux Ca+ de type-T
pour des type-N ou L permet un changement dans la cinétiques des flux de Ca+ important pour la
maturation des propriétés électriques des neurones. Abréviations : NMDAR récepteur au N-

méthyl-D-aspartate. Figure crée avec BioRender.com.
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L'activité synaptique va également évoluer au cours de la maturation des neurones. Entre DIV4

et DIV16, la fréquence et 'amplitude des mEPSCs augmentent (Figure 2.) (Chanda et al., 2017).

Dans un neurone mature, le potentiel d’action est initié par I'ouverture des canaux
sodiques dépendant du voltage, les Nav, ce qui crée la dépolarisation du neurone avec une entrée
massive d’ions Na* dans le milieu extracellulaire. Ces canaux s’activent, mais s’inactivent
rapidement également, et au méme moment, les canaux potassiques dépendant du voltage, les
Kv, s’ouvrent, provoquant une sortie massive d’ion K* et donc une hyperpolarisation de la
membrane. Lorsque le potentiel d’action arrive au niveau de la synapse, les canaux calciques
dépendants du voltage s’ouvriront provoquant I’entrée massive de Ca?* au niveau de zone active.
L'entrée de Ca?* permet I'exocytose des vésicules synaptiques. Les pompes Na*/K* et Na*/Ca?*,
entre autres, rétablissent les gradients de concentrations ioniques (Purves et al., 2019). Dans les
neurones immatures, les potentiels d’actions sont plus longs, cela s’explique également par le fait
qu'ils ne sont pas initiés par des Nav, mais par des canaux calciques qui ont un temps d’ouverture
plus long. Lors de maturation, les canaux Nav vont devenir la premiére source de courant sortant

du neurone (Figure 2.) (Spitzer et Lamborghini, 1976).

De plus, a la synapse naissante, I'expression des canaux Ca?* de type-T est dominante, ces
canaux sont activés par un faible voltage contrairement aux canaux de type-L ou N. Au cours de
la maturation de la synapse, les canaux de type-L ou N deviennent dominants (Yaari et al., 1987).
Ces changements dans la cinétique des flux de Ca?* sont importants pour la maturation des

propriétés électriques des neurones (Figure 2.) (Desarmenien et Spitzer, 1991).

GPR55, un récepteur atypique du systeme endocannabinoide

Le systeme endocannabinoide

La plante de cannabis sativa est utilisée depuis des centaines d’années a différentes fins,

thérapeutiques, récréatives ou autres. L’extrait de la plante contient plus de 120 composés actifs
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que I'on nomme les phytocannabinoides. Les deux principaux et les plus connus sont le A9-
tétrahydrocannabinol (THC) et le cannabidiol (CBD). La découverte de la structure moléculaire du
THC en 1964 a contribué a l'idée de I'existence de récepteur capable de lier ces
phytocannabinoides aboutissant par la suite a la découverte des composants du systeme

endocannabinoide (Crocq, 2020; Gaoni et Mechoulam, 1964; Lu et Mackie, 2016; Pertwee, 2006).

Composants du systeme endocannabinoides

Le systéeme endocannabinoide est composé de plusieurs éléments, incluant des récepteurs, de
nombreuses molécules permettant de moduler les récepteurs, ainsi que des enzymes
responsables de leur synthese et de leur dégradation et des génes encodant toutes les protéines
du systeme (Marichal-Cancino et al., 2017). Depuis 2019, on peut retrouver aussi le terme
« endocannabinoidome », il désigne tous les composants du systeme, je des protéines, des
enzymes, des lipides qui ont un effet direct ou indirect dans la modulation du systeme
cannabinoide entrainant un effet significatif sur la santé, mais le terme endocannabinoide reste
largement utilisé dans la littérature (Rezende et al., 2023). Les cannabinoides, terme regroupant
les phytocannabinoides, les endocannabinoides, et les cannabinoides synthétiques, exercent leur
action en liant les récepteurs du systeme endocannabinoide a la surface des membranes
cellulaires et en agissant sur les enzymes du systeme. Cependant, les études pharmacologiques
révelent que ces cannabinoides pourraient se lier a d’autres récepteurs. Parmi eux, on peut
retrouver des récepteurs vanilloides (TRPV1/2/3/4, TRPA1, TRPMS8), des récepteurs
métabotropiques (GPR3, GPR6, GPR55, GPR12, GPR18, GPR19), des récepteurs activés par les
proliférateurs de peroxysomes (PPARy, PPRARa) (Lu et Mackie, 2016; Morales et al., 2020;
Rezende et al., 2023).

Les récepteurs

Les deux récepteurs les plus connus et les plus étudiés du systéeme endocannabinoide sont
les CB1R et CB2R et sont donc capables de lier les cannabinoides. Les CB1R et CB2R sont des
récepteurs couplés a une protéine Gy, et leur activation inhibe I'adénylate-cyclase, conduisant a
une diminution de I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et une diminution de I'activité

de la protéine kinase A (PKA). Elle inhibe également certains canaux calciques dépendants du
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voltage, mais active les courants potassiques rectifiants activés par les protéines G (GIRKs) et la
voie des mitogen-actived kinases (MAPK) incluant ERK1/2, JNK et p38 (Lu et Mackie, 2016;
Rezende et al., 2023). Cependant, I’équipe de Felder rapporte que chez ’'homme, le CB2R serait

moins efficace pour inhiber les canaux calciques et GIRKs (Figure 3.) (Felder et al., 1995).

CB1R est codé par le gene CNR1 chez ’'homme et il se compose de 472 acides aminés, contre 473
chez la souris et le rat, avec une homologie de séquence entre 97-99% (Zou et Kumar, 2018).
L’expression de CB1R est prédominante dans le systeme nerveux central, mais on la retrouve
également dans le systeme nerveux entérique et dans des cellules non neuronales comme dans
la muqueuse intestinale, le foie, le systeme cardiovasculaire, et les organes reproducteurs. Au
niveau du SNC, on le retrouve dans le cortex, I'hippocampe, les ganglions de la base, le striatum,
le cervelet, la rétine, la moelle épiniéere, etc. Au niveau cellulaire, CB1R se localise sur les neurones
au niveau présynaptique, mais en dehors de la zone active, et sur les cellules gliales comme sur
les astrocytes et les microglies. Dans le cortex et ’hippocampe, on retrouve particulierement
CB1R dans les interneurones positifs a la cholécystokinine (CCK), et dans les neurones
glutamatergiques bien que I'expression soit moins importante (Lu et Mackie, 2016). Au niveau
subcellulaire, on retrouve typiquement le CB1R au niveau de la membrane plasmique, et au
niveau intracellulaire. On peut trouver des récepteurs a la surface des lysosomes et des
mitochondries. Ces récepteurs ont des propriétés différentes des récepteurs membranaires. La
littérature rapporte trois isoformes du récepteur chez I’homme et deux chez le rat, résultants de
I’épissage alternatif : la forme canonique, et deux isoformes avec des N-terminaux plus courts. La

forme canonique est prédominante dans le cerveau (Shire et al., 1995; Ryberg et al., 2005).

Le géne CNR2 code pour le CB2R, qui est une chaine de 360 acides aminés chez ’homme,
conservé a 80% chez les rongeurs (Liu et al., 2009; Zhang et al., 2015; Zou et Kumar, 2018). CB2R
a été identifié pour la premiere fois dans les macrophages de la rate, et il a ensuite été montré
gue son expression était prédominante dans les cellules immunitaires. Plusieurs autres organes
expriment CB2R tels que le foie, le pancréas, la moelle épiniére, la peau, les os, I'estomac, les
reins et les testicules (Gong et al., 2006; Rezende et al., 2023). La présence de CB2R dans le SNC
a longtemps été débattue, ce qui lui a valu pour un temps d’étre identifié comme le « récepteur

endocannabinoide périphérique ». Il est maintenant largement accepté qu’il se retrouve exprimé
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a la surface des cellules microgliales, au niveau de la barriere hématoencéphalique et dans les

neurones du SNC. Sa présence dans les neurones du cervelet, du thalamus, du tronc cérébral, du

ethanolamine
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Figure 3. — Systeme endocannabinoide : voie de signalisation, synthése et dégradation de I'’AEA et

du 2-AG.
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Les CB1/2R sont couplés a une protéine Gai. Leur activation entraine I'activation des canaux
potassiques (GIRK), l'inhibition des canaux calciques (Cav) et de I'adénylate cyclase (AD),
conduisant a une diminution de la production d’AMPc et de I'activation de la PKA et, le tout permet
de diminuer I'excitabilité neuronale. Leur activation permet également I'activation de la MAPK.
Les endocannabinoides, AEA et 2-AG sont synthétisés a partir de phospholipides membranaires,
leur dégradation est réalisée par hydrolyse de leur groupe arachidonique. Abréviations : AA acide
arachidonique, MAGL monoacyl! glycérol lipase, FAAH acide gras aminohydrolase , MAPK mitogen-
actived kinase , EMT transporteurs membranaires des endocannabinoides , PKA protéine kinase A
, AD adénylatecyclase, AMPc adénosine monophosphate cyclique, ATP Adénosine triphosphate
,PE phosphatidyléthanolamine, (i)NAT N-acyltransferase dépendante/indépendante du Ca**
,NAPE N-arachidonoyl-phosphatidyléthanolamine, NAPE-PLD N-Acyl-phosphatidyléthanolamine-
spécifique  phospholipase D,  NAPE-PLC  N-Acyl-phosphatidyléthanolamine-spécifique
phospholipase C , DAG diacylglycérol, PIP2 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycerol , PLCS
phospholipase C f, DAGL diacylglycérol lipase, Pl phosphatidylinositol, lyso-PLC- , LPI
lysophosphatidylinositol, PLA1 phospholipase Ai, lyso-PLC lysophospholipase C. Crée avec
BioRender.com, adapté de Rezende et al., 2023.

striatum, de 'amygdale, de I’hippocampe et du cortex a été rapportée. Au niveau neuronal, CB2R
contrairement a CB1R serait localisé au niveau postsynaptique (Brusco et al., 2008; Stempel et
al., 2016; Van Sickle et al., 2005).1l faut tout de méme noter que les niveaux d’expression de CB2R
dans ces structures sont nettement inférieurs a ceux ce de CB1R (Atwood et Mackie, 2010; Gong
et al., 2006; Rezende et al., 2023). Chez I'homme et la souris, 2 isoformes du récepteur ont été
identifiées alors que 4 ont été identifiés chez le rat (Liu et al., 2009; Zhang et al., 2015; Zou et

Kumar, 2018).

Les endocannabinoides

Les endocannabinoides sont des lipides bio actifs endogenes capables de lier CB1R ou
CB2R a leur site orthostérique, mais aussi d’autres récepteurs couplés aux protéines G, des
récepteurs nucléaires, et des canaux ioniques (Lu et Mackie, 2021; Pertwee, 2015). Le premier
endocannabinoide identifié est I'anandamide (AEA), et la compréhension de sa structure
moléculaire a permis d’identifier de nombreux autres lipides regroupés sous le nom N-
acylethnolamines (NAEs). Dans ce groupe on retrouve le 2-arachidonoylglycérol (2-AG), le N-

oleoylethanolamide (OEA), le 2-arachidonyl glycérol ether (noladin, 2-AGE), virodhamine, N-
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arachidonoyldopamine (NADA), et le N-palmitoylethanolamine (PEA) entre autres, mais le 2-AG

et le AEA sont les plus étudiés (Pertwee, 2015; Rezende et al., 2023).

Les endocannabinoides sont considérés comme des neuromodulateurs agissants de
maniére rétrograde. lls sont synthétisés par la cellule postsynaptique et traversent la synapse
pour activer des récepteurs cannabinoides sur la cellule présynaptique. A cause de leurs
caractéristiques lipophiles, les endocannabinoides ne peuvent pas étre encapsulés dans des
vésicules synaptiques et étre libérés par exocytose. lls impliquent un systeme de synthese et de
libération « sur demande » permettant une libération spatio-temporelle précise (Lu et Mackie,

2021).

Protéines de synthése, recapture et dégradation

Les endocannabinoides sont synthétisés « sur demande » a partir de phospholipides
membranaires, généralement de maniere dépendante de |'activité, en réponse a 'augmentation
du Ca?* intracellulaire. Bien que la structure du 2-AG et de I’AEA soit similaire, leurs voies de

synthése et de dégradation sont différentes (Rezende et al., 2023).

La synthése de I’AEA peut se faire au travers de multiples voies pouvant varier selon les
différentes régions du cerveau (Lu et Mackie, 2016). Les mieux caractérisées sont les voies faisant
intervenir la N-Acyl-phosphatidyléthanolamine-spécifique phospholipase D (NAPE-PLD) et la N-
Acyl-phosphatidyléthanolamine-spécifique  phospholipase C (NAPE-PLC) suivie d’une
phosphatase. Dans ces deux voies, le précurseur est le N-arachidonoyl-
phosphatidyléthanolamine (NAPE). La NAPE est produite par la N-acyltransferase dépendante du
Ca?* (NAT) ou indépendante du Ca?* (iNAT) a partir de la phosphatidyléthanolamine (PE), un
phospholipide membranaire. La NAPE est ensuite hydrolysée en AEA par la NAPE-PLD ou clivée
en phospho-AEA puis déphosphorylée (Figure 3.) (Lu et Mackie, 2016, 2021; Rezende et al., 2023;
Zou et Kumar, 2018).

La synthese du 2-AG se fait par deux hydrolyses séquentielles, I’"hydrolyse du 1-stearoyl-
2-arachidonoyl-sn-glycerol (PIP2) en diacylglycérol (DAG) par une phospholipase C 3 (PLCP) suivie
de I'hydrolyse du DAG en 2-AG par la diacylglycérol lipase (DAGL). Il existe deux isoformes de la

DAGL exprimée dans le cerveau, et la forme a serait peut-étre plus impliquée dans la production
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synaptique, tant pis que la 3 serait plus impliquée dans la production microgliale (Lu et Mackie,
2016, 2021; Rezende et al.,, 2023; Zou et Kumar, 2018). Il existe une seconde voie pour la
production du 2-AG faisant intervenir une phospholipase A; (PLA1). Le phosphatidylinositol (PI)
un lipide membranaire, est hydrolysé en lysophosphatidylinositol (LPI) par la PLA1, lui-méme

hydrolysé en 2-AG par la lysophospholipase C (lyso-PLC) (Figure 3.) (Higgs et Glomset, 1994).

Les endocannabinoides sont des molécules hydrophobes qui ne sont donc pas capables
de traverser par simple diffusion les membranes cellulaires. Les mécanismes de diffusion et de
recapture leur permettant d’atteindre leurs cibles intracellulaires ou d’étre dégradés reste encore
flous. Plusieurs études suggerent Iimplication de transporteurs membranaires
endocannabinoides (EMT) dépendant de I’ATP ou du Na* (Lu et Mackie, 2021). L’AEA et le 2-AG

pourraient utiliser le méme transporteur (Figure 3.) (Chicca et al., 2012).

La dégradation des endocannabinoides est réalisée par hydrolyse de leur groupe
arachidonique. Le 2-AG est hydrolysé en acide arachidonique (AA) et glycérol par la monoacyl
glycérol lipase (MAGL). L'AEA est hydrolysé en AA et éthanolamine par I'acide gras
aminohydrolase (FAAH) (Figure 3.) (Lu et Mackie, 2021; Rezende et al., 2023).

Il est envisageable que la dégradation des endocannabinoides ne soit pas la fin de leur
signalisation, mais une étape. Les AA produits de leur dégradation peuvent étre utilisés comme
substrat par la cyclooxygénase (COX) pour produire entre autres des prostaglandines. De plus, le
2-AG et I’AEA peuvent étre utilisés directement par la COX2 pour produire de la prostamide et

prostaglandine glycérol ester (Glaser et Kaczocha, 2010; Lu et Mackie, 2021).

Fonctions dans le systéme nerveux central

Comme discuté précédemment, le systeme endocannabinoide est largement exprimé
dans le SNC ou il régule de nombreuses fonctions. Des études ont montré son implication dans la
nociception et I'hyperalgésie, I'activité motrice, les comportements de peur, d’anxiété et de
stress, I'appétit, la régulation de la température corporelle, I'attention, I"apprentissage et la

mémoire, I'acuité visuelle (Cécyre et al., 2020; Freund et al., 2003; Lutz et al., 2015).
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L'une des principales fonctions du systéme endocannabinoide dans le SNC mature est la
modulation de I'activité synaptique. La signalisation via des messagers rétrogrades semble étre
cruciale pour certaines formes de plasticité synaptique a court et long terme, sur les synapses
excitatrices et inhibitrices. Cette plasticité synaptique contribue a une variété de fonctions dans
le cerveau, incluant la mémoire et |'apprentissage, processus principalement soutenu par la
plasticité synaptique (Hashimotodani et al., 2007; Lu et Mackie, 2016, 2021; Lutz et al., 2015;
Rezende et al., 2023).

Il existe trois formes de plasticité synaptique médiée par les endocannabinoides: la
suppression de I'inhibition/excitation produite par dépolarisation (DSI/DSE), la suppression de
I'inhibition/excitation induite par des récepteurs métabotropiques (MSI/MSE), et la dépression a
court/long terme (STD/LTD) induite par les cannabinoides (Lu et Mackie, 2016, 2021). La DSI/DSE
correspond a l'inhibition transitoire des inputs inhibiteurs/excitateurs a la suite d’une forte
stimulation. Le phénomeéne se produit donc aussi bien sur les synapses inhibitrices qu’excitatrices,
bien que les synapses inhibitrices semblent y étre plus sensibles. Plusieurs équipes rapportent
gue les messagers rétrogrades du systéme endocannabinoides seraient un acteur majeur de cette
plasticité, dans plusieurs régions du cerveau (Alger, 2012; Castillo et al., 2012; Kreitzer et Regehr,
2001; Lu et Mackie, 2016; Ohno-Shosaku et al., 2002). La MSI/MSE est également une forme de
plasticité a court terme faisant intervenir : I'activation d’un grand nombre de récepteurs couplés
a une protéine Gg/11, comme mGIuR1/5 entre autres, et I'activation d’une PLCP permettant la
production de 2-AG. Le 2-AG entrainera 'inhibition de la transmission présynaptique via CB1R. Il
est intéressant de noter que ces formes de plasticité peuvent étre homosynaptiques (agissant sur
la méme synapse) ou hétérosynaptiques (agissant sur les synapses voisines) (Lu et Mackie, 2016;

Ohno-Shosaku et Kano, 2014).

Les AA, produits en partie par la dégradation des endocannabinoides, peuvent également
agir comme un messager rétrograde en inhibant les canaux Kv en présynaptique permettant la

potentialisation de I’excitation induite par la dépolarisation (Carta et al., 2014; Lutz et al., 2015).

Le systeme endocannabinoide est aussi capable de moduler I'activité synaptique

autrement que par ses effets rétrogrades. En effet, les endocannabinoides peuvent moduler
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directement I'activité des canaux ioniques, comme 5HT3R, TRPV1, GABA-A. De plus, le CB1R est
capable d’activer les canaux GIRKs et les canaux cationiques activés par hyperpolarisation (In). Ces
Ih sont enrichis dans les dendrites et régulent leur excitabilité, leur fonction est importante dans
la plasticité synaptique et I'apprentissage (De Petrocellis et al., 2017; Lu et Mackie, 2021; Mackie
et al., 1995; Maroso et al., 2016).

Fonctions dans le développement du systéme nerveux central

Le systeme endocannabinoide est largement exprimé de maniere fonctionnelle des les
premieres étapes de la gestation et notamment dans le cerveau foetal aussi bien chez les rongeurs
gue chez I'humain. Sa présence lui permet de réguler de nombreuses étapes lors du

développement embryonnaire du SNC (Vitalis et al., 2008; Wu et al., 2011).

Le systeme endocannabinoide est impliqué positivement dans la prolifération des
progéniteurs neuronaux. On retrouve la présence de CB1R et de certaines enzymes de synthéese
et de dégradation des endocannabinoides dans les progéniteurs neuronaux des zones
ventriculaires et supra-ventriculaires (Wu et al., 2011). L’activation de CB1R et I'inactivation de la
FAAH augmentent la prolifération de ces progéniteurs alors que la diminution d’AEA ainsi que la

délétion de CB1R la diminuent (Aguado et al., 2005).

Les nouveaux progéniteurs pyramidaux produits doivent ensuite migrer vers la plaque
corticale en suivant le systeme de migration « inside-out ». Le systeme endocannabinoide est
capable de moduler positivement cette étape. L'augmentation de I’AEA augmente la migration
alors que la délétion de CB1R la retarde (Mulder et al., 2008). La signalisation de CB1R est
également importante pour la migration radiaire des interneurones positifs a la CCK et

GABAergique (Berghuis et al., 2005; Morozov et al., 2009).

Une fois que les neurones sont arrivés a leur position finale, il faut qu’ils envoient leurs
axones pour atteindre leurs cibles. La présence du systeme endocannabinoide au niveau du cone
de croissance a été rapportée par de nombreuses études (Argaw et al., 2011; Berghuis et al., 2007,
Duff et al., 2013; Keimpema et al., 2013; Mulder et al., 2008). Sa modulation influence le guidage
des axones et la fasciculation des axones cortico-thalamiques et thalamico corticaux (Wu et al.,

2010) et au niveau du corps calleux (Mulder et al., 2008). Le réle du systéme endocannabinoide
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dans le guidage et la croissance des axones dans le systeme nerveux visuel a été étudié par le
laboratoire du Pr Bouchard. L’activation des récepteurs CB1 ou des récepteurs CB2 sur les cones
de croissance des cellules ganglionnaires de la rétine entraine I'effondrement du cone de
croissance et sa répulsion par des mécanismes dépendant de deleted in colorectal cancer (DCC)
et PKA. De plus, l'injection intraoculaire d’agonistes inverses des récepteurs induit une
perturbation des projections rétiniennes spécifiques a chaque ceil (Argaw et al., 2011; Duff et al.,
2013). Des résultats similaires ont été rapportés dans des cultures d’interneurones
GABAergiques, 'activation de CB1R a provoqué |'effondrement du cone de croissance et sa

répulsion (Berghuis et al., 2007).

Plusieurs évidences montrent que le systeme endocannabinoide serait impliqué
négativement dans la synaptogenese. L’activation du CB1R dans des cultures de neurones
hippocampiques entraine une diminution de la formation de nouvelles synapses via la diminution
d’AMPc (Kim et Thayer, 2001). Ces résultats concordent avec le fait que I'activation de la voie
AMPc/PKA est capable de promouvoir la formation de nouvelles synapses et que I’activation de
CB1R entraine une diminution de ’AMPc. Dans des cultures neurones corticaux, I'inhibition de
I’enzyme de production du 2-AG, la DAGLa, a entrainer une augmentation de I'expression de
SNAP25, une protéine du complexe SNARE (Mulder et al., 2008). Bien que I'augmentation de
I’expression d’une protéine synaptique ne soit pas toujours synonyme de formation de nouvelles
synapses fonctionnelles, cette étude suggere que dans les neurones corticaux I’activation de CB1R
entraine une régulation négative de la synaptogenese. Un article plus récent confirme que
I’'antagonisation de CB1R augmente la synaptogenése de synapses excitatrices (Papariello et al.,

2021).

Le récepteur GPR55

GPR55 a été découvert pour la premiére fois en 1999 par I’équipe de Sawzdargo (Sawzdargo
et al.,, 1999). C'est seulement, en 2007, que le récepteur a été identifié comme étant le récepteur
endogene du LPI et capable de lier des cannabinoides (Oka et al., 2007; Ryberg et al., 2007). Chez
I'homme, le géne se situe sur le chromosome 237 et code pour une séquence de 319 acides

aminés, alors que chez la souris le gene se situe sur le chromosome 1 et code pour une séquence
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de 327 acides aminés. ARNm de GPR55 a été quantifié par Ryberg et al. 2007 a travers divers
organes de la souris, notamment les glandes surrénales, le systeme gastrique et plusieurs
structures du SNC (Ryberg et al., 2007). GPR55 est décrit comme étant un récepteur atypique du
systéme endocannabinoide. Depuis de nombreuses années des évidences s’accumulent pour

I’existence d’un 3¢ récepteur cannabinoide, et GPR55 semble étre un des candidats favoris.

Evidence d’un 3¢ récepteur non-CB1/2R

Dés le début des années 2000, plusieurs équipes émettent I’hypothése d’un récepteur
cannabinoide non-CB1, non CB2. Au départ, cette idée a été proposée dans le systéme vasculaire
mésentérique, mais plusieurs évidences dans le systéme nerveux central ont été apportées
ensuite (Begg et al., 2005; Jarai et al., 1999). Une premiere équipe suggere I'existence d’un
récepteur sensible aux cannabinoides non-CB1R dans I"hippocampe. Cette étude rapporte que
I’agoniste synthétique WIN55,212-2, inhibe les EPSCs des cellules pyramidales du CA1 aussi bien
dans les souris sauvages que dans les souris knockouts pour CB1R. (H3jos et al., 2001). Ces
données concordent avec celles d’une autre étude dans |I"hippocampe montrant que I’activation
du mGluR entraine la relache d’endocannabinoides dans les neurones pyramidaux CA1, causant
une dépression a court terme, dans des souris sauvages et knockout pour le CB1R. Ces résultats
suggerent |'existence d’un récepteur sensible aux cannabinoides autre que CB1R (Rouach et

Nicoll, 2003).

GPR55 semble a I’heure actuelle étre le principal candidat pour le titre de 3¢ récepteur
cannabinoide, bien que quelques réserves soient émises (Godlewski et al., 2009; Ryberg et al.,
2007), notamment a cause du fait que sa séquence d’acide aminé ne présente que tres peu de
similitudes avec les récepteurs classiques, 13.5% avec CB1R et 14.4% avec CB2R. De plus, certains
endocannabinoides montrent une tres faible sélectivité pour le récepteur et ne I'activerait que
partiellement, contrairement a des biolipides actifs non-cannabinoides comme le LPI. Egalement,
GPR55 n’appartient pas a la méme famille de GPCR que CB1/2R et aurait des effets opposés sur
les neurones. CB1/2R induisent une inhibition de la libération de neurotransmetteur alors que
GPR55 permettrait sa facilitation. Enfin, il ne possede pas le site de liaison classique aux

cannabinoides présent sur CB1/2R (Petitet et al., 2006).
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Cependant, Marichal-Cancino et al. 2013 avancent que ces arguments ne sont pas
suffisants pour exclure la possibilité que GPR55 soit un récepteur du systeme endocannabinoide.
En effet, dans le systeme sérotoninergique, certains de ses récepteurs appartenant a la méme
famille présentent une faible homologie de séquences. Le manque d’homologie pourrait
expliquer les différences dans les voies de signalisation associées a GPR55 et leur fonctionnalité
opposée (Marichal-Cancino et al., 2017). De plus, le LPI par I'action de la lyso-PLC permet de
produire du 2-AG (Higgs et Glomset, 1994). Enfin, plusieurs études rapportent des interactions
fonctionnelles entre les récepteurs CB1, CB2 et GPR55 (Marichal-Cancino et al., 2013; Martinez-

Pinilla et al., 2014; Yang et al., 2016).

Pharmacologie du récepteur GPR55

Dans la catégorie des ligands endogénes spécifiques a GPR55, on peut retrouver le LPI,
identifié par Oka et al., 2007 comme étant un agoniste endogéne du récepteur GPR55, jusqu’ici
orphelin. Le LPI n’est pas un composé unique, mais une famille de biophospholipides, pouvant
présenter des variations dans la chaine d’acyl. Ces variations pourraient modifier I'efficacité de
I'activation de GPR55. Le LPIl est produit a partir du Pl par la PLAl, une phospholipase
indépendante du Ca?*, ou une PLA2 dépendante du Ca?*. La PLA1 permet de produire du 2-
arachidonoyl LPI alors que la PLA2 permet de produire du 1-stearoyl-LPl. Dans I'ensemble, le LPI
se retrouve a une concentration de 20-40nmol/g dans le cerveau de rongeurs et c’est la forme 1-
stearoyl-LPI qui est la plus abondante. Mais le 2-arachidonoyl LPI serait plus efficace pour lier
GPR55 (Oka et al., 2009). La dégradation du LPI permet de réguler I'activation de GPR55. Elle peut
étre réalisée par 4 lipases, la lyso-PLA, la lyso-PLD, la phospholipase C spécifique au LPI et la lyso-
PLC. Cette derniére permet de produire du 2-AG a partir du LPI (Alhouayek et al., 2018; Calvillo-
Robledo et al., 2022). Le lyso-phosphatidyl-f-D-glucoside (LysoPtdGlc) produit a partir du
phosphatidyl-B-D-glucoside des glies radiaires et des astrocytes naissants est également capable

d’activer GPR55 (Guy et al., 2015).

La capacité de GPR55 a étre pleinement activé par les endocannabinoides est contestée,
notamment par le 2-AG et I’AEA. Cependant, GPR55 possede une affinité, bien que faible, pour
certains NAEs, comme le 2-AGE, le virodhamine, le NADA et le PEA (Ryberg et al., 2007).
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Les deux phytocannabinoides principaux de la plante de cannabis sont également capables
d’activer GPR55 de maniere non spécifique, le THC est un agoniste, alors que le CBD est un

antagoniste (Ryberg et al., 2007).

Dans le cadre de I'étude des fonctions de GPR55, des ligands synthétiques spécifiques ont
été développés. Bien que sa structure soit analogue a celle du CBD I'0-1602 bien que sa structure
soit analogue a celle du CBD est un agoniste dit « spécifique » de GPR55 puisqu’il ne démontre
gu’une trés faible affinité pour le récepteur CB1 ou le récepteur CB2. Cependant, certaines études
rapportent qu’il pourrait également activer GPR18 (Ashton, 2012). Le ML-193 et le CID16020046

sont des antagonistes spécifiques a GPR55 (Kargl et al., 2013).

GPR55 est couplé a une protéine Gui2/13 0uU Ggq, €t son activation par le LPI entraine
I’activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaires. Lorsque couplé a une Gqgq, celle-ci
va activer une PLCJ entrainant la libération de Ca%* du réticulum endoplasmique via la production
de IP3. Le Ca?* relaché ainsi que le DAG produit par la PLCJ, permettront I'activation de plusieurs
isoformes de PKC, conduisant a l'activation de plusieurs facteurs de transcription via la
phosphorylation de ERK1/2. La Guq permet également d’activer la voie de MAPK-ERK1/2
conduisant également a I'activation de facteur de transcription. Lorsque couplé a une Ga12/13,
son activation conduit a celle de petite GTPase, RhoA, Racl, cdc42, ROCK aboutissant finalement
a I'activation de facteurs de transcription (Alhouayek et al., 2018; Calvillo-Robledo et al., 2022).
Cependant, ces voies de signalisation peuvent étre considérées comme une simplification de la
pharmacologie tres complexe de GPR55. En effet, I'activation des voies de transcription est

dépendante du ligand, voire dans certains cas du type cellulaire (Figure 4.) (Moriconi et al., 2010).

Plusieurs hypotheses sont avancées par Alhouyek et al., 2018 pour expliquer la complexité
de la pharmacologie de GPR55. La premiere est le principe des agonistes biaisés, selon lequel
certains agonistes sont capables d’activer seulement certaines voies de signalisation spécifiques
du récepteur. La seconde est que GPR55 serait soumis a la modulation allostérique. Un
modulateur allostérique par sa liaison ailleurs qu’au site orthostérique module I'effet d’un autre
ligand. La troisieme réside dans le fait que GPR55 est capable de former des hétérodimeres avec

les récepteurs CB1/2R, et de cette maniére il pourrait y avoir des effets d’agonisme/antagonisme

42



croisé entre CB1/2R et GPR55. La liaison d’un antagoniste a un récepteur CB1 dimérisé avec le
GPR55 pourrait prévenir son activation. Enfin, une derniére explication serait des interférences
(crosstalk) dans les voies de signalisation lorsque GPR55 et CB1/2R seraient exprimés dans la

méme cellule (Alhouayek et al., 2018).

ERK1/2

Facteur de transcription

7 Transcription génes ™\

Figure 4. — Voies de signalisation en aval de GPR55
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GPR55 est couplé a une protéine Guiz/13 ou une Goq. Lorsque couplé a une Gqiz/13 I'activation de
GPR55 entraine I'activation de la voie de RhoA, Racl, cdc42 aboutissant a I'activation de facteur
de transcription. La protéine Ga12/13 permet aussi I’activation de la PKC via I'activation de ROCK.
Lorsque couplé a une protéine Goq I'activation de GPR55 stimule I'activité de la PLC[ aboutissant
via la libération de Ca?* intracellulaire & I'activation de la PKC. La protéine Gaq peut aussi
promouvoir l'activation de facteurs de transcription via I'activation de la voie de MAPK.
Abréviation : CBD cannabidiol, LPI lysophosphatidylinositol, THC A9- tétrahydrocannabinol, RhoA
ras homolog family member A, MEK1/2 mitogen-activated protein kinase kinase, ROCK Rho-
associated coiled-coil containing kinases, ERK1/2 extracellular signal-regulated kinases, Akt
protéine kinase B, PIP2 phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, DAG diacylglycerol, IP3R récepteur
inositol trisphosphate, PLC[3 phospholipase C [, cdc42 cell division control protein 42 homolog,
p38 (p38 mitogen-activated protein kinases), Racl, ras-related C3 botulinum toxin substrate 1.
Crée avec BioRender.com, adapté de Alhouayek et al., 2018.

Fonctions dans le SNC

GPR55 est exprimé dans les neurones et les cellules gliales (Kallendrusch et al., 2013;
Ryberg et al., 2007). Son ARNm se retrouve a travers plusieurs structures du SNC, telles que le
striatum, I’hypothalamus, le tronc cérébral, I'"hippocampe, le cervelet et la moelle épiniere
(Ryberg et al., 2007). Malheureusement, ni cette étude ni aucune autre a ma connaissance
n’explore I’expression de GPR55 dans le cortex visuel. Bien que les niveaux d’expression de GPR55
soient nettement inférieurs a ceux de CB1R dans le cerveau, il a été relié a plusieurs fonctions,
comme la coordination motrice, la neuroprotection, la nociception, la formation de la mémoire
procédurale, I'anxiété, mais aussi dans la régulation de I'activité neuronale et la plasticité
synaptique (Hurst et al., 2017; Kallendrusch et al., 2013; Marichal-Cancino et al., 2017; Shen et
al., 2022; Shi et al., 2017; Sylantyev et al., 2013; Wu et al., 2013).

Plusieurs études se sont intéressées au role de GPR55 dans I’activité neuronale. GPR55 a
été localisé en présynaptique au niveau des collatérales de Schaffer, et son activation par le LPI
entraine une augmentation de la probabilité de libération glutamatergique au niveau des
synapses du CA3-CA1l. L'augmentation de I'excitabilité neuronale produite par GPR55 est décrite
comme dépendante de la mobilisation du Ca?* intracellulaire présynaptique. Cette méme étude

a montré que la potentialisation a court terme apres une stimulation en burst a une composante
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dépendance de GPR55 et de la synthése de LPI (Sylantyev et al., 2013). Plus tard, une autre équipe
a montré que GPP55 est capable de moduler la plasticité synaptique au niveau de I’hippocampe,
puisque |’activation de GPR55 par le LPI augmente la LTP. Récemment, une autre équipe affirme
que le LPI affaibli I'inhibition postsynaptique dans I’hippocampe en dispersant les regroupements
de la protéine d’arrimage géphyrine et les récepteurs GABAa contenant la sous-unité v
(Rosenberg et al., 2023). De plus, dans les cellules HEK293 exprimant de maniére transitoire
GPR55, son activation inhibe les courants potassiques de type M (Lauckner et al., 2008). Puisqu’il
a été montré que le blocage de ces courants a pour conséquence de dépolariser le potentiel de
membrane, on peut supposer que ce mécanisme pourrait également étre impliqué dans la

régulation de I'activité neuronale dépendante de GPR55 (Wladyka et Kunze, 2006).

Il @ par la suite été démontré que GPR55 est capable de moduler la libération de
neurotransmetteur dans les synapses du CA3-CA1, la plasticité synaptique ainsi que d’influencer
la balance d’excitation-inhibition dans I’hippocampe (Hurst et al., 2017; Rosenberg et al., 2023;

Sylantyev et al., 2013).

GPR55 est également impliqué dans le systeme visuel. En effet il a été localisé au niveau
de la rétine, au niveau du segment interne des batonnets, suggérant son implication dans la vision
scotopique. Les résultats d’électrorétinogrammes vont également en ce sens. Chez le singe
vervet, I'injection intraoculaire de LysoPtdGlc, un agoniste du récepteur, a augmenté 'amplitude
de I'onde-b en condition scotopique alors que l'injection d’'un antagoniste CID16020046 I'a
diminuée. Bouskila et al. 2015 proposent que la liaison du LysoPtdGlc a GPR55 couplé a une
protéine Ggu13, entraine une activation de la voie RhoA, ROCK, PLC provoquant |'ouverture des
canaux Na*/Ca%'. Cette ouverture entrainerait la dépolarisation de la membrane et ainsi
I’'augmentation de I'amplitude de I'onde-b en lien avec I'augmentation de la transmission
glutamatergique sur les cellules bipolaires de type ON associées aux batonnets. L’antagonisation
du récepteur aurait I'effet inverse (Bouskila et al., 2016). Enfin, GPR55 est impliqué dans le

développement du systeme visuel (Cherif et al., 2015).
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Fonctions dans le développement du SNC
Comme discuté précédemment, le systeme endocannabinoide est impliqué dans le
développement du SNC. La présence et I'étude de GPR55 ont révélé son implication lors de

plusieurs étapes du développement des circuits neuronaux.

L’équipe de Hill et al. 2018 s’est intéressée a I'impact de la modulation de GPR55 dans la
neurogenese. L’activation de GPR55 sur des cellules souches neurales humaines augmente leur
prolifération et la différenciation neuronale in vitro. Des données concordantes in vivo ont été
retrouvées. L’injection continue dans I'hippocampe d’un agoniste de GPR55 a entrainé une
augmentation de la prolifération neuronale alors que les souris knockouts pour GPR55
démontrent une diminution de la prolifération et de la neurogenese (Hill et al., 2018). De plus,
GPR55 aurait un effet neuroprotecteur sur les cellules souches neurales face a la réduction de

leur prolifération causée par I'inflammation (Hill et al., 2019).

Plusieurs études montrent également que GPR55 est impliqué dans le guidage axonal. Le
LysoPtdGlc sécrété par les glies radiaires au niveau dorso-médial est impliqué dans la ségrégation
spatiale des axones nociceptifs de la moelle en dorso latérale. En liant GPR55, le LysoPtldGlc
entraine la répulsion des axones nociceptifs dans la partie dorso latérale de la moelle. La perte de
fonction du LysoPtdGlc ainsi que la délétion de GPR55 entrainent une mauvaise ségrégation des
axones nociceptifs. Des projections nociceptives se retrouvent dans la partie dorso-médiale
recevant habituellement des projections proprioceptives. De cette maniere GPR55 serait
impliqué dans le guidage des axones nociceptifs dans le développement du SNC et dans la
ségrégation des modalités sensorielles de la moelle épiniere (Guy et al., 2015). Hosni et al., 2015
se sont intéressés a I'implication de GPR55 dans le développement du systeme nerveux visuel. lls
ont montré que GPR55 est exprimé dans la rétine en développement et dans les projections
axonales des cellules ganglionnaires de la rétine, dans leurs cones de croissance et leurs filopodes.
De plus, sa modulation pharmacologique est capable d’influencer la croissance et le guidage des
axones. En effet, I'application d’agoniste a faible concentration (LPI 1uM, O-1602 0,3uM),
entraine une augmentation de la surface du céne de croissance et du nombre de filopodes a son
extrémité en activant la voie ERK1/2. Alors que I'application d’antagoniste comme le CBD ou de

de forte concentration de LPI (10uM) entraine une répulsion et I'effondrement du cone de
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croissance. Les effets du CBD sont produits par une régulation négative de la voie de ERK1/2, alors
que les effets du LP1 10 uM sont produits par I'activation de la voie de RhoA. Ce changement dans
les effets et la voie de signalisation activés par le LPI, montre un effet dose dépendant de ce lipide
bioactif. Enfin, ils ont également montré que GPR55 a un rble important dans le guidage des
projections rétiniennes dans le développement. Chez les souris mutantes dont le gene codant
pour GPR55 a été délété, ils ont observé une diminution de la ségrégation spécifique a chaque
ceil dans les colliculi supérieurs et le noyau dorsal du corps genouillé latéral. De méme, I'injection
intravitréenne d’agoniste de GPR55 entraine des projections aberrantes en ipsilatéral dans ces

mémes régions (Cherif et al., 2015).

Considérant que plusieurs protéines et molécules impliquées dans le guidage axonal le
sont également dans la formation de contacts synaptiques, il a été proposé que GPR55 puisse
contribuer a la synaptogeneése. L’activation de GPR55 augmente la formation de filopodes par une
voie dépendant de la phosphorylation des MAPKinases ERK1/2. De plus, 'activation de GPR55
peut entrainer une activation de la PKC et la libération intracellulaire de Ca?* (Alhouayek et al.,
2018; Ross, 2009). L’activation de ces voies de signalisation, MAPK-ERK1/2, PKC, Ca®*
intracellulaire, ont été reliées a la formation de nouvelles synapses (Berridge, 1998; Giachello et
al., 2010; Mateos-Aparicio et Rodriguez-Moreno, 2020; Meier et al., 2003; Sen et al., 2016). Tous
ces indices suggerent une possible implication de GPR55 dans la formation de contacts

synaptiques.
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Le cannabidiol, un composé de la plante de cannabis

Le cannabidiol, une molécule aux effets complexes

Figure 5. — Multiples cibles cellulaires du CBD.

Le CBD possede de multiples cibles cellulaires. C’est un agoniste des 5-HT1A, TRPV1, et PPARy, et
un agoniste partiel des D2R. Mais un antagoniste des canaux sodiques (Nav), des canaux calciques
(Cav), de GPR55, de CB1/2R, de la FAAH, et il est capable d’antagoniser le MOR par modulation
allostérique. Abréviations : CBD cannabidiol, D2R récepteur a la dopamine 2, PPARy récepteur
gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes, TRPV1 transient receptor potential vanilloid
1, GPR55 récepteur couplé a une protéine G 55, FAAH Fatty-acid amide hydrolase, MOR récepteur
aux opioides mu. Crée avec BioRender.com, adapté de Almeida et Devil., 2020.

48



Le cannabidiol est le composé non psychoactif principal de la plante de cannabis. Plusieurs
effets fonctionnels ont été associés au CBD: augmentation de l'activité motrice, effets
anxiolytiques, anti-inflammatoires, anti-nauséeux, antidépresseurs, il pourrait également

moduler I'activité neuronale (de Almeida et Devi, 2020; Ligresti et al., 2016).

Contrairement au THC, le CBD exerce des effets anxiolytiques qui seraient reliés a sa
modulation de I'activité neuronale dans certaines régions du cerveau (Campos et al., 2012). Le
CBD aussi est capable de renverser les effets anxiogénes et les psychoses associées avec de hautes
doses de THC notamment en inhibant la phosphorylation de ERK1/2 dans I'hippocampe ventral
(Hudson et al., 2019). La modulation des effets indésirables associés aux hautes doses de THC
serait atténuée par le CBD, par la modulation allostérique négative du CB1R (Laprairie et al.,

2015).

Le systeme endocannabinoide est I'une des cibles pharmacologiques du CBD, mais des GPCR,
des canaux ioniques et des enzymes peuvent aussi étre ciblés (de Almeida et Devi, 2020). Dans le
systéeme endocannabinoide, il est reconnu comme antagoniste des récepteurs CB1/CB2 via leur
site orthostérique, et paradoxalement il est également capable d’inhiber la FAAH, conduisant a
une augmentation d’AEA disponible pour activer les récepteurs (De Petrocellis et al., 2011;
Thomas et al., 2007). Le CBD est aussi capable de lier GPR55, ce qui entraine son antagonisation
et produit des effets dépendants de GPR55 (Ryberg et al., 2007). Le CBD cible d’autres récepteurs
comme les 5HT1A, pour lesquels il possede une forte affinité, et les TRPV1. La plupart des effets
associés au CBD seraient produits via I'activation de ces deux récepteurs (Bisogno et al., 2001;
Russo et al., 2005). Les récepteurs a la dopamine D2, les PPARY, les récepteurs aux opioides vy, les
canaux Na+ et Ca%* sont aussi des cibles du CBD. L’inhibition des canaux Na+ et Ca%* par le CBD,
peut influencer le potentiel de membrane et ainsi I’excitabilité neuronale (Figure 5.) (Esposito et

al., 2011; Ghovanloo et al., 2018; Kathmann et al., 2006; Ryan et al., 2009; Seeman, 2016).

Les nombreux effets associés au CBD en font une cible attrayante pour la recherche de
nouvelles voies thérapeutiques dans plusieurs domaines. Ces propriétés anti convulsivantes ont
été étudiées et ont conduit au développement du premier médicament approuvé par la FDA

(Food and Drug Administration) a base de CBD purifié, I'Epidiolex®. Il est indigué comme
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anticonvulsivant chez I'enfant de plus de 2 ans dans des formes d’épilepsies sévéeres, les
syndromes de Dravet et de Lennox-Gastaut. Dans ce type de cas précis, le ratio bénéfices/risques

développementaux est positif (Golub et Reddy, 2021).

Les mécanismes d’action du CBD pour atténuer les convulsions ne sont pas encore
parfaitement compris a I’heure actuelle, mais I'inhibition des canaux Ca?* et de GPR55 serait de
bons candidats (Kaplan et al.,, 2017). Le LPI régulerait la balance excitation/inhibition dans
I’"hippocampe, en exergant un effet pro-excitateur et anti-inhibiteur via GPR55. De plus, les crises
de convulsion augmentent I’expression de GPR55 et ainsi potentialisent I'effet excitateur du LPI.

En inhibant GPR55, le CBD permet de contrer les effets exciteurs du LPI (Rosenberg et al., 2023).

Effets de la consommation périnatale de cannabis

Exception faite de la nicotine, le cannabis est la drogue la plus consommée par les femmes au
cours de la grossesse et de I'allaitement (Grant et al., 2018). Une étude sur sa consommation
durant la grossesse, révele que 11% des femmes présentaient des métabolites de cannabis dans
leur sérum (Shiono et al., 1995). Dans les états ou la consommation de cannabis récréatif a été
légalisée, les femmes sont plus susceptibles de consommer en tout temps, y compris pendant la
grossesse (Gnofam et al., 2020). Au Etat-Unis en 2015, la consommation de cannabis est percue
par certaines femmes enceintes comme plus acceptable et comprenant moins de risques pour la
santé du foetus comparativement a 2005 (Jarlenski et al., 2017). Sa consommation contre les
nausées associées au 1° trimestre de grossesses est une cause d’utilisation fréquente chez les
méres qui consomment (Westfall et al., 2009). Pour autant, étant donné leur caracteére lipophile,
les composés actifs traversent aisément la barriere placentaire, exposant le foetus a des
cannabinoides exogénes. Egalement, si une mére allaite et consomme, les composés actifs
peuvent étre excrétés dans le lait maternel (Gomez et al., 2003). Bien que le cannabis ne soit pas
reconnu comme une substance tératogene puisqu’aucun phénotype particulier n’a été associé a

I’exposition prénatale, les risques pour le développement du feetus restent préoccupants.

Des effets sur la croissance ont été rapportés. Le temps de gestation est raccourci chez les
meres consommatrices. Une diminution significative du poids a la naissance, de la circonférence

de la téte et de la taille des pieds a été associée a la consommation de cannabis. Pour autant, il
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ne semble pas y avoir de conséquence a long terme. La croissance d’enfants avec un historique

d’exposition ne montre pas de différence vers I’age de 5 ans ni a I'adolescence (Fried et al., 1999).

Des effets comportementaux ont aussi été associés a I’exposition in utero. Les nourrissons
exposés montrent plus de tremblements et de sursauts ainsi qu’une moins bonne adaptation ala
lumiére. Les auteurs rapportent que ces symptoémes se rapprochent de ceux du syndrome de
sevrage aux narcotiques (Fried, 1980; Fried et al., 1987). Des encéphalogrammes sur des
nourrissons exposés révelent que leurs patrons de sommeil semblent altérés, et ils présentent
une augmentation des mouvements durant le sommeil jusqu’a I’dge de 3 ans (Dahl et al., 1995;
Scher et al., 1988). Ces résultats suggerent que I'exposition in utero au cannabis perturbe les
mécanismes controlant I'éveil et les cycles de sommeil. Enfin, les enfants exposés montrent plus

d’impulsivité et d’hyperactivité entre de 6 a 10 ans (Fried et al., 1992; Goldschmidt et al., 2000).

Des effets sur les fonctions cognitives ont été mis en avant, en particulier sur les fonctions
exécutives. Chez les jeunes enfants, la mémoire a court terme, ainsi que le raisonnement verbal
et visuel sont affectés par I'exposition in utero au cannabis (Day et al., 1994). Les études chez les
animaux vont également en ce sens, montrant une forte vulnérabilité de la mémoire a court
terme a l'exposition prénatale. L'altération des fonctions cognitives chez les animaux
s’accompagne d’un changement dans I'expression de certains genes des neurones corticaux,
suggérant une altération de la neurotransmission d’apres les auteurs (de Salas-Quiroga et al.,
2015). De plus, les performances mentales des enfants semblent affectées, car les enfants de 9
mois performent moins bien selon I'échelle du développement du nourrisson de Bayley.
Cependant, il est important de noter que cette différence disparait dés 18 mois (Richardson et

al., 1995).

Des altérations dans l'activité neuronale dans certaines régions du cerveau ont été
retrouvées dans le groupe des enfants exposés. Des analyses en imagerie par résonance
magnétique fonctionnelle (IRMf), révelent des changements dans I'activité neuronale lors de

taches de mémoire de travail visuospatial (Smith et al., 2004, 2006).
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Enfin, chez le rat, I’exposition au CBD entraine une diminution de la viabilité des neurones
et des astrocytes ainsi qu’une altération de leur métabolisme énergétique en interagissant avec

le systéme endocannabinoide (Juri¢ et al., 2022).

Les effets rapportés chez les enfants, énoncés ci-dessus, proviennent de différentes
études avec des critéres d’inclusions et d’exclusions distincts, ou la consommation de cannabis
est mesurée de maniere plus ou moins fiable, par des questionnaires autorapportés ou des tests
urinaires. Egalement, la consommation de cannabis dans ces études est relativement importante,
des études sur la consommation faible a modérée seraient plus représentatives. Les effets
rapportés sont une généralisation de I'état des connaissances actuel sur les effets de la
consommation de cannabis sur le développement de I’'enfant. Les études menées sur les animaux
permettent un meilleur contrdle des biais et des parametres expérimentaux. Elles permettent
également de mieux comprendre les effets de la consommation de cannabis sur le cerveau d’un

point de vue structurel et biochimique.

Objectif de la recherche

Comme précédemment discuté, I'équipe du Pr Bouchard a déja démontré I'implication de
GPR55 dans la croissance et le guidage des axones dans le SNC. Puisque plusieurs des
molécules impliquées dans ces processus le sont aussi dans la synaptogeneése, le but de cette
étude vise a examiner le réle du récepteur GPR55 et I'effet de sa modulation par le CBD dans

la formation de contacts synaptiques.
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Chapitre 2 — Matériels et méthodes

Produits

Les produits Gibco : Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), milieu Neurobasal, milieu Minimum
Essential Media Suspension (S-MEM), B-27, complément Glutamax, pénicilline-streptomycine et
trypsine, les anticorps secondaires Alexa Fluor 488 chevre anti-lapin (#A11008), Alexa Fluor 546
chévre anti-souris(#A11003), Taq DNA Polymerase, dNPT, MgCl,, amorces gpr55** et gpr557,
SyberSafe, ont été achetés chez Life Technologies. La poly-D-lysine, |'agarose, la DNase,
I'anticorps primaire contre la synaptophysine (#55768) et le Hoechst 33258 ont été achetés chez
Sigma-Aldrich. L'anticorps primaire dirigé contre la sous-unité GIuR1l du récepteur AMPA
(#AB1504) a été obtenu chez Millipore. L'albumine de sérum bovin (BSA) a été achetée chez
Hyclone. Le sérum normal de chevre (NGS), I'anticorps Peroxidase-AffiniPure d’ane anti-lapin IgG
et l'anticorps Peroxidase-AffiniPure d’ane anti-souris IgG ont été achetés chez Jackson
ImmunoResearch. Le milieu de montage pour lamelle Immu-Mount a été obtenu chez Fisher
Scientific. La tétrodotoxine (TTX) chez Tocris. La picrotoxine (PTX) chez Abcam Biochemicals.
L'Alternum est un substitut éthique du sérum de veau feetal (FBS) et a été acheté chez Alterna
Technologies. Les gels d’acrylamide 10%, les membranes de PVDF, le tampon de transfert, le

réactif ECL Clarity ont été achetés chez BioRad. Le cannabidiol a été acheté chez Cayman.

Animaux

Toutes les procédures ont été approuvées par le CDEA, le comité d'éthique sur la recherche
animale de I'Université de Montréal, conformément aux lignes directrices du Conseil canadien de
protection des animaux pour les soins et l'utilisation des animaux de laboratoire. Les souris
C57bl/6J de type sauvage (gpr55**) ont été achetées chez Jackson Laboratory. Les souris gpr557-
dans lesquelles le gene codant pour le récepteur GPR55 est délété, ont été généreusement
fournies par le Dr Ken Mackie. La méthode de délétion a été décrite par (Wu et al., 2013), dans

cette souris, ’TARNm de GPR55 n’est pas traduit. Toutes les souris ont été maintenues dans une



piéce contrblée a 22°C, avec un cycle lumiére/obscurité de 12 heures. La nourriture et I'eau ont

été fournies a volonté.

Cultures de neurones corticaux primaires

Pour les deux génotypes, les embryons (E15.5-E17) ont été obtenus a partir de souris gestantes.
Les cerveaux ont été disséqués a froid dans une solution HBSS, les cortex ont été isolés et
transférés dans 2 ml de S-MEM a 37°C avec 2,5% de trypsine et 2 mg/ml de DNase pendant 10
minutes. Le culot a été transféré dans 10 ml de S-MEM avec 10% d'Alternum, sur glace pendant
10 minutes. Le culot a ensuite été transféré dans 2 ml de S-MEM avec 10% d'Alternum pour une
dissociation mécanique. Le surnageant a été transféré dans 5 ml de milieu Neurobasal
supplémenté avec 2% de B27, 100 U/ml de pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine et 0,5 mM de
Glutamax. La suspension cellulaire a été filtrée a travers un tamis de 40 um. Les cellules dissociées
ont été comptées et ensemencées a raison de 75 000 cellules par puit sur des lamelles de verre
de 12 mm préalablement traitées avec de la poly-D-lysine suivant la méthode décrite dans (Stil et
al., 2023) ou a raison de 125 000 cellules par boites de Petri. Les neurones ont été cultivés pendant
4 ou 19 jours dans un milieu Neurobasal supplémenté avec 2% de B-27, 100 U/ml de pénicilline,
100 pg/ml de streptomycine et 0,5 mM de Glutamax. Pour étudier I'effet du CBD sur la formation
des contacts synaptiques, les neurones ont été traités a DIV9 pour 24 heures avec 0,3uM, 0,6 M
ou 1uM de CBD. Pour I’étude du réle physiologique de GPR55 les neurones n’ont été exposés a

aucun traitement.

Immunocytochimie

Pour I’étude du role physiologique de GPR55, les neurones exempts de traitement ont été fixés a
DIV9-10 ou DIV14-15. Pour I’étude de I'impact du CBD sur la formation des synapses, les neurones
ont été fixés a la fin des 24 heures de traitement, soit a DIV10. Les cultures de neurones corticaux
primaires ont été rapidement lavées avec du PBS (0,1 M, pH 7,4), fixées dans du PFA (4%, pH 7,4)

pendant 15 minutes, a nouveau lavées avec du PBS puis ont été incubées pour 30 minutes dans
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une solution de blocage (PBS 0,1M, 2% NGS, 2% BSA, 0,1% de Tween 20, pH7,4) a température
ambiante. Les neurones ont ensuite été incubés toute la nuit a 4°C dans la solution de blocage
contenant I’anticorps anti-synaptophysine (SVP38) (1:500) et de I'anti-GluR1 (1:500). La
synaptophysine est une protéine du complexe d’arrimage des vésicules synaptiques permettant,
de localiser le compartiment présynaptique, et GIuR1 est une sous-unité du récepteur glutamate
AMPA, permettant d‘identifier le compartiment postsynaptique et de différencier les synapses
excitatrices. Le lendemain, les neurones ont été lavés et marqués avec des anticorps secondaires
couplés a des fluorochromes (AlexaFluor 488 et 546). Les noyaux ont été colorés avec Hoechst
33258. Les lamelles ont été montées avec un milieu de montage commercial (Immu-Mount) et
les images ont été prises avec un microscope confocal FV300 (Olympus). Les neurones individuels
ont été imagés a un grossissement de 100X et des images Z-stack ont été obtenues a l'aide du

logiciel Fluoview.

Analyse des contacts synaptiques

Les contacts synaptiques ont été détectés automatiquement a l'aide du logiciel Intellicount
(Fantuzzo et al., 2017). Grace aux auteurs, c'est un code open source. Nous I'avons modifié pour
le rendre compatible avec le systeme d'exploitation Microsoft Windows. Certaines modifications
ont également été apportées pour détecter un seul soma dans l'image. Bien que le code ait été
initialement écrit pour détecter et délimiter un marquage MAP2, il fonctionne également avec le
marquage GluR1. Les neurites positifs a GIuR1 apparaissent en vert, les points positifs a la
synaptophysine en rouge, et le soma en bleu ont été détectés, délimités et quantifiés. Plusieurs
données sont extraites du logiciel, et nous avons utilisé la surface de I'aire marquée a 'aide de
GluR1 et le nombre de points de synaptophysine pour obtenir la densité des contacts synaptiques.
Nous avons également extrait la taille moyenne des points positifs a la synaptophysine par

neurone.
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Immunobuvardage (Western Blot)

Pour I’étude du réle physiologique de GPR55, les neurones exempts de traitement ont été lavés
avec du PBS (0,1 M, pH 7,4), puis lysés a DIV4-5, DIV7, DIV9-11, DIV14-15 et DIV17-19. Pour I'étude
de I'impact du CBD sur la formation des synapses, les neurones ont été lavés avec du PBS (0,1 M,
pH 7,4), puis lysés a la fin des 24 heures de traitements, soit a DIV10. La lyse des échantillons a
été effectuée a I'aide du tampon d'échantillon de Laemmli (« Laemmli sample buffer »)
préchauffé a 100°C, les échantillons ont ensuite été stockés a -20°C. Toutes les procédures ont
été effectuées selon le protocole de Bio-Rad (Taylor et Posch, 2014). Les protéines totales ont été
visualisées par excitation UV dans un systeme d'imagerie Chemidoc (Bio-Rad). Les membranes
ont ensuite été bloquées avec 5% de BSA dans du TBST (Tris 10 mM et NaCl 150 mM dans une
solution saline avec 0,1% de Tween 20) pendant 1 heure et incubées pendant la nuit a 4°C avec
des anticorps dirigés contre la synaptophysine (SVP38) et la sous-unité GIuR1 du récepteur AMPA.
Elles ont ensuite été exposées a des anticorps secondaires couplés a la HRP pendant 2 heures
dans un tampon de blocage et détectées a |'aide du Chemidoc avec le substrat Clarity ECL de Bio-
Rad. Les expressions des protéines ont été analysées avec le logiciel Image Lab et normalisées

avec I'expression des protéines totales.

Electrophysiologie

Pour I'enregistrement électrophysiologique, les neurones étaient perfusés avec une solution
artificielle de liquide céphalo-rachidien (LCRa) (124 NacCl, 3 KCI, 1.25 KH,P04, 1.3 MgS04, 1.6 CaCl,
26 NaHCOs, and 10 dextrose (en mM)) oxygénée (95% O, 5% CO>) et a température ambiante.
Les pipettes de patch utilisées avaient une résistance comprise entre 4 et 6 MQ et étaient
remplies de solution interne (140 K-gluconate, 5 NaCl, 2 MgCl2, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 2 ATP, and
0.4 GTP en mM ; pH 7,2-7,3 ; osmolarité 275-285 mOsm). Les enregistrements en cellule entiére
ont été réalisés avec un numériseur Digidata 1440A et un amplificateur Multiclamp 700B. Le
potentiel de jonction liquide a été corrigé. Les propriétés des cellules ont été enregistrées en
courant imposé a -80mV, I’enregistrement a été réalisé et filtré a 10kHz. L’acquisition et I'analyse

ont été effectuées a I'aide du logiciel pPCLAMP (Axon Instruments Co.). Le potentiel de membrane
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a été enregistré 2 minutes apres le patch, en courant imposé en absence d’injection de courant.
La rhéobase a été déterminée comme étant le courant minimal a injecter pour générer un
potentiel d’action. La valeur a été obtenue un imposant une dépolarisation de 1 sec généré par
des incréments de courant de 5pA. La fréquence de décharge a été déterminée en injectant un
courant de 1sec correspondant a 2X la rhéobase déterminée précédemment, et I'enregistrement
a été répété deux fois. La fréquence de décharge enregistrée pour le neurone correspond a la
moyenne des trains de potentiels d’action obtenue sur les deux enregistrements. Les propriétés
du potentiel d’action ont été déterminées a I'aide d’un protocole imposant des dépolarisations
de 0,5 sec généré par des incréments de courant de 5pA. Le premier potentiel d’action généré a
servi pour I'analyse. Le seuil du potentiel d’action a été défini comme le point en mV ou la pente
de la courbe atteignait 10mV/ms, et le temps auquel il survient a aussi été enregistré. La valeur
maximum de pic du potentiel d’action en mV ainsi que le temps auquel il survient ont été
déterminés. La durée du potentiel d’action correspond a la différence entre le temps auquel
survient le pic et le temps auquel survient le seuil du potentiel en ms. L'amplitude du potentiel
d’action correspond a la différence entre la valeur du seuil et la valeur du pic en mV. Pour
déterminer le sag ratio et la résistance d’entrée, le protocole consiste a injecter des incréments
de courant de 30pA et 1sec. Le sag ratio a été déterminé sur la premiére hyperpolarisation, par
le potentiel minimal de la membrane divisé par le potentiel de la membrane a I’équilibre a 1sec.
La résistance d’entrée en MQ a été calculée comme la pente d'une ligne droite ajustée a courbe
tension-courant (courbe V-1), elle-méme obtenue a I'aide du potentiel de membrane en fonction
du courant injecté. Les courants spontanés miniatures postsynaptiques excitateurs (mEPSCs), ont
été enregistrés en voltage imposé a -70mV, 7 minutes apres l'application de 1uM de
tétrodotoxine (TTX) et 50uM de picrotoxine (PTX). L’enregistrement a été réalisé et filtré a 10kHz,

avant I'analyse, I'enregistrement été refiltré avec un Bessel (8-pole).

Génotypage
Les souris post mortem ont été génotypées par PCR en utilisant I'extrémité de la queue amputée

pour I'extraction de I'ADN. Les échantillons de queue ont été plongés dans une solution de NaOH
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a 50 mM, chauffés pendant 20 minutes a 95°C, vigoureusement vortexés pendant 10 secondes,
et neutralisés avec du Tris-HCl a 1 M, pH 8.0. Les lysats de queue obtenus ont été a nouveau
vortexés pendant 10 secondes et centrifugés a 13 000 rom pendant 8 minutes. Le surnageant a
été prélevé pour I'amplification de I'ADN et ajouté au mélange réactif PCR contenant un tampon
PCR, du MgCl;, un mélange de dNTP, de la Tag DNA polymérase, deux paires d'amorces pour
générer les amplicons suivants : les 441 pb pour I'alléle gpr55*/* et les 301 pb pour I'alléle néo.
Les conditions du cycle PCR étaient : 5 minutes a 95°C, 36 cycles de trois étapes (50 secondes a
94°C, 40 secondes a 55°C et 40 secondes a 72°C), puis 5 minutes a 72°C. Les produits de PCR ont
été chargés dans un gel d’agarose a 1% contenant 0,01% SybrSafe, avec I'aide de tampon de
chargement et ont été imagés au Chemidoc avec |'application Nucleotide Sybr Safe UV. La
séquence d'amorce pour l'allele WT était : 5-GCCATCCAGTACCCGATCC-3‘ et 5'-
GTCCAAGATAAAGCGGTTCC-3' et pour ['allele mutant gpr55 la séquence était : 5'-
GCAGCGCATCGCCTTCTATC-3' et 5’-TCAAGCTACGTTTTGGGTT-3".

Statistiques

Les données ont été importées dans le logiciel GraphPad Prism 9. Des tests de normalité ont été
effectués avec le test D’Agostino-Pearson. Les différences statistiques entre les groupes ont été
évaluées en fonction de la distribution paramétrique ou non paramétrique avec l'analyse
statistique appropriée. Les valeurs en delta pourcent (A%) de gpr55** et du contrdle (CTRL) ont
été rapportées sous la forme de la moyenne + I'erreur type (SEM). Pour les propriétés de cellules
en |'électrophysiologie de type patch clamp avec le traitement au CBD 1uM les données sont

brutes et présentées sous la forme de la moyenne +SEM.
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Chapitre 3 — Résultats

La délétion de gpr55 dans les neurones corticaux entraine une
modification du patron de maturation des synapses et de leur activité

synaptique.

Pour mieux comprendre le réle intrinséque / biologique de GPR55 dans la phase de
synaptogenése, des cultures de neurones corticaux issus d’embryons de souris exprimant le
récepteur (gpr55**) et d’embryons délétés pour le récepteur (gpr557°) ont été comparées. Pour
dénombrer les contacts synaptiques excitateurs dans les cultures, la technique
d’'immunocytochimie a été utilisée. Le contact synaptique s’identifie par I'apposition d’un
compartiment présynaptique marqué par la synaptophysine (SYN), une protéine du complexe
SNARE, et d’'un neurone exprimant la sous-unité GIuR1 du récepteur AMPA. Utiliser un marquage
ciblant le récepteur glutamatergique AMPA permet de quantifier les contacts synaptiques sur les
neurones excitateurs exclusivement. La quantification a été réalisée sur toute la longueur du
neurite, en excluant le soma, et a 'aide d’un logiciel utilisant I'apprentissage automatisé
(« machine learning ») pour optimiser la délimitation du contact synaptique. Le logiciel extrait
plusieurs données, comme le nombre de points positifs a la SYN, I'aire moyenne de ces points de
SYN par cellule et I'aire du marquage de GluR1. La densité de contacts synaptiques est ensuite
calculée a partir du nombre de points positifs a la SYN et de I'aire du marquage de GIuR1. Les
données extraites du logiciel nous permettent d'évaluer la formation de contacts synaptiques
ainsi que leur maturation. Le nombre de points positifs a la SYN nous permet de quantifier les
contacts synaptiques sur les neurones, tandis que I'aire du marquage de GIuR1 nous permet de
normaliser cette valeur en fonction de la taille de leurs neurites. De plus, |'aire des neurites peut
servir de marqueur de la maturation des neurones. En d'autres termes, plus un neurone est
mature, plus ses neurites seront développés, ce qui se traduira par une valeur plus élevée de l'aire
du marquage de GIuR1 (Cline, 2009). L'aire des points de SYN nous permet d'évaluer la maturation
des contacts synaptiques. Une synapse mature tend a s'élargir davantage, ce qui se traduit par

une valeur plus élevée de l'aire des points de SYN (Chanda et al., 2017; Kayser et Dalva, 2014;



Runge et al., 2020). Dans notre étude, l'aire des points de SYN a été représentée de deux maniéres
: d'abord en calculant une taille moyenne pour illustrer la maturité moyenne des connexions dans
un groupe, puis en montrant comment ces tailles sont distribuées pour voir lesquelles sont les
plus courantes dans chaque groupe. Toutes ces données ont été comparées entre les souches
gpr55** et gpr557, & deux temps pour suivre de la formation des contacts synaptiques a différent
stade de synaptogenese. Un premier point a été pris au début de la phase de synaptogenese, a

DIV9-10, puis un deuxieme point, a DIV14-15, plus vers la fin de la phase.

A DIV 10, 'absence de GPR55 n’entraine pas de différence significative dans la densité de
contacts synaptiques, ni dans le nombre de point positif a la SYN, ni dans I'aire des neurites (Figure
6. A, B, C, D, E). En revanche, bien que I'aire moyenne des points de synaptophysine ne différe
pas entre les deux génotypes, une différence significative est retrouvée dans la distribution de
I'aire de ces points (Figure 6. F, G). En d’autres termes, I'absence du récepteur GPR55 entraine
un changement dans la taille des synapses, mais ne semble pas affecter les autres parametres de

la synaptogeneése étudiés a ce temps.

A DIV14-15, I'absence du récepteur semble avoir plus de conséquences. On observe une
augmentation de la densité des contacts synaptiques en lien avec une augmentation du nombre
de points positifs a la SYN et de I'aire des neurites (Figure 6. H, 1, J, K, L). Cependant, bien qu’on
observe une augmentation des précédents parametres, une diminution dans I'aire moyenne des
points est retrouvée, ainsi qu’une différence dans la distribution de leur aire (Figure 6. M, N). On
peut retrouver plus de points de plus petites tailles dans les neurones gpr557-. La diminution de
I"aire des points positifs a la SYN & DIV14-15 dans les neurones gpr557-, s’'accompagne diminution
de I'expression relative de cette méme protéine dans les lysats de neurones gpr557-au méme
temps (Figure 6. P, S). Cependant bien qu’une augmentation de I'aire des neurites soit retrouvée
a DIV14-15 dans ce méme génotype, I'expression relative de GIuR1 aux mémes temps
expérimentaux reste inchangée (Figure 6. R, T). L'évolution temporelle de la densité de contacts
synaptiques, du nombre de points, de I'aire de ces points, ainsi que I'aire des neurites dans les
neurones corticaux gpr557 est affectée (Figure 6. U, V, W, X). Ainsi, 'absence du récepteur
GPR55 semble impacter [I'évolution de plusieurs parameétres de la synaptogenése,

particulierement dans une phase plus avancée.
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L’étude électrophysiologique des neurones corticaux a permis d’examiner la
fonctionnalité des contacts synaptiques, et de les comparer entre les deux génotypes. Les
courants postsynaptiques excitateurs miniatures (mEPSCs) spontanés ont été enregistrés, leur
amplitude et leur fréquence ont été analysées (Figure 7.). L'absence du récepteur n’a pas d’effet
significatif sur la fréquence et I'amplitude moyennes des évenements (Figure 7. A, B, C, D). On
peut seulement observer pour ces deux parameétres des tendances non significatives a la
diminution dans les neurones gpr557 (Figure 7. B, C, D, E). Cependant, la fréquence cumulative
de I'amplitude des mEPSCs entre les deux génotypes differe significativement. Dans les cellules

gpr557 la fréquence des événements de plus petite amplitude est augmentée (Figure 7. F).
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Figure 6. — La délétion de gpr55 entraine une modification du patron de maturation synaptique des

neurones corticaux in vitro.

Immunocytochimie sur culture de neurones corticaux gpr55** et gpr557- & DIV9-10 au début de la
phase de synaptogenése et a DIV14-15 lorsque la phase est plus avancée. Les compartiments
présynaptiques ont été marqués avec un anticorps dirigé contre la synaptophysine (SYN) (en
rouge) et les neurones excitateurs avec un anticorps dirigé contre la sous-unité GIuR1 du récepteur
AMPA (en vert). Les images acquises au microscope confocal avec un grossissement de 100X ont
été analysées a 'aide de Intellicount. Images représentatives de neurones gpr55** (A, H) et gpr55
/- (B, 1) & DIV 9-10 (A, B) et a DIV14-15 (H, I), marquage SVP38 (rouge) et GluR1 (vert), avec
agrandissement sur une neurite. Les résultats de la densité de contacts synaptiques (nombre de
points positifs a la SYN/aire des neurites) (C, J), le nombre de points positifs a la SYN (D, K), I'aire
des neurites (E, L), 'aire moyenne des points positifs a la SYN (F, M) ont été représentés en A% de
gpr55** pour chaque temps. Les valeurs brutes de I'aire moyenne des points de SYN en um? ont
été utilisées pour I’histogramme de la fréquence relative en % (G, N). La représentation des
données a chaque temps en A% de gpr55**, permet d’évaluer la différence entre les génotypes a
un temps. Membrane représentative de I’évolution (DIV9-11 et DIV14-15) de I’expression relative
des protéines synaptiques SYN (O, P) et GluR1 (Q, R) dans les lysats de neurones gpr55** (O, Q) et
gpr557 (P, R). Graphique de I'expression relative de la SYN (S) et GIuR1 (T) dans des lysats de
neurones gpr55** (en bleu) et gpr557- (en rouge) exprimé en % de DIV9-11 dans chaque génotype.
L’évolution de la densité de contacts synaptiques (U), du nombre de points positifs a la SYN (V),
de I'aire des neurites (W), et de I'aire moyenne des points positifs a la SYN (X) sont les mémes
données que celles représentées de A a I, mais elles sont exprimées en A% de DIV9-10 de chaque
génotype. Cette représentation des données permet de rendre compte de I'évolution de ces
parameétres dans un méme génotype. Tous les résultats a I’exception de la fréquence relative de
I'aire des points positifs a la SYN sont représentés sous forme de moyenne + SEM. Les 3
représentent des changements significatifs par rapport & gpr55**. Les # représentent des
changements  significatifs dans le méme génotype. ####/ k% Fk=p<0,0001 -
#itht/ ok ok k=p<0,001 - ##/ 3% %=p<0,01 - #/=p<0,05. N=nombre de cultures, n=nombre de
cellules pour immunocytochimie/ échantillons pour immunobuvardage. C-G et DIV9-11 de U-X :
gpr55** N=5, n=229 ; gpr557- N=4, n=70. J-N et DIV14-15 de U-X : gpr55*/* N=2, n=125; gpr557-
N=2, n=60. S et T DIV4 gpr55** N=1, n=2; gpr557- N=1, n=3 ; DIV7 gpr55** N=2, n=4; gpr557/- N=2,
n=4 ; DIV9-11 gpr55** N=6, n=12; gpr557/- N=5, n=11 ; DIV14-15 gpr55** N=5, n=9; gpr557/- N=5,
n=10; DIV17-19 gpr55** N=4, n=9; gpr557- N=4, n=8. S, T, U, V, W et X il ne s’agit pas de mesures
répétées mais les points ont été reliées dans un soucis d’esthétique.
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Figure 7. — La délétion du récepteur GPR55 entraine une modification du patron de maturation de

I'activité synaptique des neurones corticaux in vitro.

La maturation de Iactivité synaptique entre les souches gpr55** et gpr557- a été étudiée en
électrophysiologie de type patch clamp, en cellule entiere, et les mEPSCs ont été enregistrés en
voltage imposé a -70mV, 7 minutes aprés application de la TTX et PTX. Trace représentative des
mEPSCs enregistrés dans une cellules gpr55*/* (A) et une cellule gpr557- (B). La fréquence des
mEPSCs est exprimée en A% de gpr55** (C). L’amplitude des mEPSCs a été représentée sous forme
de valeur de I'amplitude moyenne exprimée en A% de gpr55** (D), de trace moyenne (E) et de
fréquence cumulative en % (F) dans les neurones gpr55** (bleu) et gpr557- (rouge). Les
histogrammes sont présentés sous forme de moyenne + SEM. Les ¥ représentent des
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changements significatifs par rapport & gpr55**. 33k 3 3=p<0,0001. n=nombre de cellules
gpr55** n=9 ; gpr557- n=13.

Le cannabidiol est capable de moduler la formation de contacts
synaptiques de maniéere partiellement ou compléetement dépendante

de GPR55

Pour étudier I'effet du traitement au CBD sur la formation de contacts synaptiques, les
cultures de neurones corticaux gpr55** et gpr557- ont été exposées a DIV9 pour une durée de
24h, a différentes concentrations de CBD (0,3uM, 0,6uM, 1uM) ou de DMSO a concentration
équivalente comme groupe controle. La méthode d'immunocytochimie et de quantification des
contacts synaptiques est identique a celle décrite précédemment. L'utilisation de neurones
corticaux issus d’embryons de souris gpr557- a permis d’évaluer I'implication de GPR55 dans les

effets observés sur les neurones gpr55** suite a I’exposition au CBD, un antagoniste du récepteur.
ap

Dans les neurones gpr55**, avec les traitements aux CBD & 0,6 et 1uM, la densité des
contacts synaptiques est augmentée lorsqu’elle est comparée au groupe controle (Figure 8. A, C).
Pour autant, 'augmentation de la densité des contacts synaptiques dans ces deux concentrations
ne s’explique pas de la méme fagon. Dans le cas du CBD 0,6uM, I'augmentation de la densité
s’explique par une augmentation du nombre de points positifs a la SYN alors que l'aire des
neurites reste inchangée. Au contraire, dans le cas du CBD 1uM, 'augmentation de la densité des
contacts synaptiques s’explique par une diminution de I'aire des neurites alors que le nombre de
points positifs a la SYN ne différe pas significativement du groupe controle (Figure 8. A, C, D, E).
Le traitement au CBD 0,3 uM n’a pas affecté la densité de contacts synaptiques, ni le nombre de
points positifs a la SYN, ni 'aire des neurites dans les neurones gpr55** comparée au groupe
contréle (Figure 8. A, C, D, E). Les traitements aux CBD n’ont pas affectée I'aire moyenne des

points de synaptophysine dans les neurones gpr55** (Figure 8. F).

Les mémes expériences ont été réalisées sur des cultures de neurones corticaux provenant

d’embryons gpr557-, pour étudier I'implication du récepteur dans les effets observés lors de
y
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I'addition de CBD sur les neurones gpr55**. L’exposition a 0,3uM de CBD, entraine une
diminution de la densité de contacts synaptiques s’expliquant par des tendances non
significatives a la diminution du nombre de points positifs a la SYN, et une augmentation de l'aire
des neurites (Figure 8. B, C, D, E). L’aire des points de SYN est inchangée par le traitement (Figure
8. B, F). Le traitement au CBD 0,6uM continue de montrer des effets dans les neurones gpr557,
bien que moindres. On retrouve une augmentation de la densité des contacts synaptiques, mais
qui s’explique cette fois-ci par une forte diminution de I’aire des neurites alors que le nombre de
points positifs a la SYN ne différe pas significativement (Figure 8. B, C, D, E). L’aire moyenne des
points de SYN est diminuée par le traitement au CBD 0,6uM (Figure 8. F). Aucun des effets du
traitement au CBD 1uM observé dans les neurones gpr55** n’a été retrouvé dans ceux gpr557-
(Figure 8. B, C, E). Le traitement au CBD 1M dans les neurones gpr557- n’a pas eu d’effet sur

I'aire des points de SYN (Figure 8. B, F).

Dans les lysats de neurones gpr55**, I'expression des protéines synaptiques SYN et GluR1
n’ont pas été affectées par le traitement au CBD toutes doses confondues (Figure 9. A, B, E, F).
Dans les lysats de neurones gpr557- le traitement au CBD 0,3uM a diminué I'expression relative
de la SYN. Cette diminution peut étre mise en lien avec la diminution de la densité de contacts
synaptique avec ce méme traitement (Figure 8. B, C). Les traitements avec les autres
concentrations de CBD n’ont pas eu d’effet sur I'expression des protéines synaptiques dans les

neurones gpr557- (Figure 9. C, D, E, F).

Tous les résultats significatifs d’immunocytochimie et d’immunobuvardage avec les
traitements au CBD sur les neurones gpr55** et gpr557- ont été résumé est schématisés en une
figure pour simplifier la compréhension des résultats (Figure 10). Les effets du CBD 1uM sont
dépendants de GPR55 alors que ceux du CBD 0,6uM semblent partiellement dépendants de
GPR55.

L’étude électrophysiologique des neurones corticaux exposés a 1uM de CBD pour 24h
révele que parmi toutes les propriétés de cellules étudiées (potentiel de membrane, sag ratio,
rhéobase, résistance d’entrée, seuil de potentiel d’action, durée du potentiel d’action, amplitude

du potentiel d’action et fréquence de décharge) seule la fréquence de décharge est affectée
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négativement par le traitement au CBD 1uM, et cette diminution est absente dans les neurones
gpr557- (Tableau 1). L’activité synaptique a été étudiée en enregistrant les mEPSCs. Dans les
neurones gpr55** et gpr557- la fréquence et 'amplitude moyennes des événements n’ont pas
été affectées par le traitement au CBD 1uM (Figure 11. A, B). Cependant, la fréquence cumulative
des événements différe significativement de son contréle, dans les neurones gpr55** et gpr557-

(Figure 11. C, D).
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Figure 8. — Le cannabidiol est capable de moduler la formation de contacts synaptiques de maniere

partiellement ou completement dépendante de GPR55

Immunocytochimie sur culture de neurones corticaux gpr55** (A) et gpr557- (B) aprés 24h
d’exposition a différentes concentrations de CBD (0,3uM, 0,6uM, 1uM). Les compartiments
présynaptiques ont été marqués avec un anticorps dirigé contre la synaptophysine (SYN) (en
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rouge) et les neurones excitateurs avec un anticorps dirigé contre la sous-unité GIuR1 du récepteur
AMPA (en vert). Les images acquises au microscope confocal avec un grossissement de 100X ont
été analysées a I'aide de Intellicount. Les résultats de la densité de contacts synaptiques (nombre
de points poistifs a la SYN/aire des neurites) (C), le nombre de points positifs a la SYN (D), I'aire
des neurites (E), I'aire moyenne des points de SYN (F) ont été représentés en A% de leur contréle
respectif (CTRL), non représentés ici (CBD 0,3uM — DMSO 0,3 ; CBD 0,6uM — DMSO 0,6 ; CBD 1uM
—DMSO 1) dans les neurones gpr55** (bleu) et gpr557- (rouges). Tous les résultats sont représentés
sous forme de moyenne + SEM. Les 3% représentent des changements significatifs par rapport au
CTRL. sk3kkk=p< 0,0001 - 3 %=p<0,001 - 3 k=p<0,01 - *=p<0,05. N=nombre de cultures,
n=nombre de cellules pour immunocytochimie/ échantillons pour immunobuvardage. C - F CBD
0,3uM: gpr55+/ * N=3, n=207; gpr55‘/ "N=3, n=64 ; CBD 0,6uM: N=5, n=303; gpr55-/- N=3, n=94 ;
CBD 1uM: gpr55** N=8, n=370; gpr557- N=3, n=79. C, D, E et F il ne s’agit pas de mesures répétées
mais les points ont été reliées dans un soucis d’esthétique.
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Figure 9. — L’exposition au cannabidiol n’a pas d’effet sur I'expression des protéines synaptiques

dans les neurones gpr55*/*
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Quantification de I’expression relative de protéines synaptiques, synaptophysine (SYN) et GluR1
dans des lysats de neurones gpr55** et gpr557° aprés 24h d’exposition a différentes
concentrations de CBD (0,3uM, 0,6uM, 1uM). Membranes représentatives de I'expression des
protéines synaptiques, SYN (A, C) et GluR1 (B, D), dans les lysats de neurones gpr55** (A, B) et
gpr557- (C, D) aprés 24h d’exposition a différentes concentrations de CBD (0,3uM, 0,6uM, 1uM).
Graphique de I’expression relative de SYN (E) et GluR1 (F) dans des lysats de neurones gpr55**
(bleu) et gpr557- (rouge) apreés exposition aux différentes concentrations de CBD exprimé en A%
de leur contréle respectif (CTRL), non représenté ici (CBD 0,3uM — DMSO 0,3 ; CBD 0,6uM — DMSO
0,6 ; CBD 1uM —DMSO 1). Tous les résultats sont représentés sous forme de moyenne + SEM. Les
3k représentent des changements significatifs par rapport au CTRL. 3=p<0,05. N=nombre de
cultures, n=nombre de cellules pour immunocytochimie/ échantillons pour immunobuvardage. K,
L CBD 0,3uM: gpr55*/* N=2, n=6; gpr557- N=3, n=9 ; CBD 0,6uM: gpr55** N=2, n=6; gpr557/- N=5,
n=14; CBD 1uM: gpr55** N=1, n=3; gpr557/- N=4, n=12. K et E il ne s’agit pas de mesures répétées
mais les points ont été reliées dans un soucis d’esthétique.
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Figure 10. - Résumé schématique des effets du cannabidiol sur la formation de contacts

synaptiques et sur 'expression des protéines synaptiques dans les neurones gpr55** et

gpr557-.

Résultats d’immunocytochimies et d’immunobuvardage dans des neurones gpr55** (en cadré
bleu) et gpr557- (encadré rouge) en fonction du traitement au cannabidiol (CBD) (0,3 ; 0,6 ; 1uM).
Les changements significatifs dans la densité des contacts synaptiques (densité), I'aire des
neurites, le nombre de points positifs a la synaptophysine (Nbr. Pts. Pos. SYN), I'aire des points de
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synaptophysine (Aire des pts. SYN), I’expression relative de la synaptophysine (Exp. Rel. SYN) et
I’expression relative de GIuR1 (Exp. Rel. GIuR1) sont représentés par des fleches vertes pour les
augmentations et des fleches rouges pour les diminutions. Les changements non significatifs sont
représentés par une barre horizontale jaune. Schéma représentatif d’une neurite dans chaque
condition ou le rectangle vert représente une neurite exprimant GIuR1 et les cercles rouges
représentent les points de synaptophysine. La largeur du rectangle varie en fonction de I'aire des
neurites, le nombre de points rouge varie en fonction du nombre de positifs a la SYN, et le diameétre
des points varie en fonction de I'aire de points de SYN. Figure crée avec BioRender.

Propriété de cellule a DIV10 gpr55+/+ gpr55-/-

CBD 1uM CTRL CBD 1uM CTRL
Potentiel de membrane (mV) -64,2 +3,6 (7) -66,58 + 1,3 (6) -68,0+ 1,1 (4) -64,0+ 1,6 (3)
Résistance d’entrée (MQ) 228,6 + 29,47 (7) 188,5 + 13,14 (6) 233,0+ 18,03 (4) 270,3 + 19,54 (3)

Sag ratio 1,102 + 0,496 (7) 1,076 + 0,024 (6) 1,027 £ 0,016 (4) 1,070 £ 0,037 (3)
Rhéobase (pA) 37,9+5,7(7) 60,0 + 13,9 (6) 40,0 + 6,1 (4) 51,7 + 10,1 (3)
Fréquence de décharge (Hz) 13,6 +1,1(7)* 23,7 +2,5(6) 13,8+ 3,6 (4) 13,83 + 6,2 (3)
Seuil de potentiel d’action (mV) -36,04 +2,5 (3) -34,07 £ 6,5 (4) X X
Durée du potentiel d’action (ms) 1,500 + 0,656 (3) 1,225+ 0,132 (4) X X
Amplitude du potentiel d’action 59,2421 (3) 56,72+7,7(4) X X

(mvV)

Tableau 1. - L’exposition au CBD 1uM entraine une diminution de la fréquence de décharge

dépendante de GPR55, mais n’affecte pas les autres propriétés de cellules.

L’impact de I'exposition au CBD 1uM pendant 24 heures sur les propriétés de cellules des neurones
gpr55** et gpr557- a été étudié en électrophysiologie de type patch clamp en cellule entiére. Les
propriétés des neurones ont été enregistrées en courant imposé a -80mV. L’dge moyen des cellules
était de DIV10. Le tableau représente les résultats de I’analyse du potentiel de membrane (en mV),
de la résistance d’entrée (en M£2), du sag ratio, de la rhéobase (en pA), de la fréquence de
décharge (en Hz), du seuil de potentiel d’action (en mV), la durée du potentiel d’action (en ms), et
I'amplitude du potentiel d’action (en mV). Les X indique une absence de résultat dans le groupe.
Les moyenne + SEM sont présentées. Le chiffre entre parenthése représente le nombre de cellules
dans le groupe. Les 3 représentent des changements significatifs par rapport au CTRL. 3¥=p<0,05.
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Figure 11.

L’impact de I'exposition au CBD 1uM pendant 24 heures sur I'activité synaptique des neurones
gpr55** et gpr557- a été étudié en électrophysiologie de type patch clamp en cellule entiére. Les
MEPSCs, représentant ['activité synaptique, ont été enregistrés en voltage imposé a -70mV, 7
minutes apreés application de la TTX et PTX. La fréquence (A) et I'amplitude (B) des mEPSCs dans
les neurones traités au CBD 1uM (bleu et rouge) ont été exprimées en A% du CTRL (cyan et rose)
dans les neurones gpr55** (cyan et bleu) et gpr557- (rose et rouge). L’amplitude des mEPSCs a été
représentée sous forme de fréquence cumulative en % (C, D) dans des neurones gpr55** (C) et
gpr557- (D) exposé au CBD 1uM (bleu et rouge) ou son CTRL (cyan et rose). Les histogrammes des
mEPSCs sont présentés sous forme de moyenne + SEM. Les 3% représentent des changements
significatifs par rapport au CTRL. 3% 3 3 3=p<0,001. n=nombre de cellules. A-D CTRL gpr55*/* n=6
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Chapitre 4 — Discussion générale

GPR55, un récepteur important dans la maturation synaptique

Nous avons étudié I'impact physiologique de GPR55 dans la formation des contacts
synaptiques. La délétion du récepteur entraine peu ou pas d’effet a DIV9-10, soit au début de la
phase de synaptogenése comparativement aux neurones exprimant le récepteur (gpr55+*).
Cependant a DIV14-15, soit a un temps plus avancé dans la synaptogenese, sa délétion entraine
une augmentation de la densité de contacts synaptiques, mais une diminution de I’aire des points
marqués a la synaptophysine, accompagnée d’une diminution de I'expression relative de la
synaptophysine. L’activité synaptique semble elle aussi affectée par la délétion de GPR55, puisque
la fréquence cumulative de I'amplitude des mEPSCs est diminuée significativement, traduisant

une plus grande occurrence d’évenements de plus petites amplitudes.

Une étude dans les neurones de I’hippocampe issus d’embryons de souris de souche
sauvage montre qu’entre DIV4 et DIV16, on observe une augmentation de la densité de synapses
ainsi qu’une augmentation de la taille des synapses (Chanda et al., 2017). La maturation de la
synapse se caractérise par le recrutement de nouvelles molécules d’adhésion synaptique, et leur
couplage entraine I'activation de voies de signalisation permettant la maturation de la synapse,
notamment par I'élargissement de la téte du bouton dendritique et un renforcement de I'activité
synaptique (Giagtzoglou et al., 2009). Des études ont relié |a taille des points de PSD-95, a la taille
de la zone active présynaptique, mais également a la taille du bouton dendritique. De plus, une
corrélation positive existe entre la taille du bouton dendritique et le nombre de vésicules
synaptiques, ainsi qu’entre la taille du bouton et la force de I'activité synaptique (Holler et al.,
2021; Hsu et al., 2017; Sanderson et al., 2020). Enfin, avec la maturation, la taille du pool de
vésicules synaptiques augmente de maniere paralleéle aux changements architecturaux des
boutons synaptiques (Mozhayeva et al.,, 2002). Dans notre étude, nous avons montré que la
délétion de GPR55 affectait particulierement les neurones entre DIV14-15, soit vers la fin de la
période de synaptogenese. De plus, bien qu’on observe une augmentation de la densité des

contacts synaptiques, leur aire est significativement réduite, suggérant une taille du bouton



synaptique réduite. Ce qui est une caractéristique des synapses moins matures. La réduction de
I’expression relative de synaptophysine dans les neurones gpr557-a DIV14-15 suggére que la

maturation du pool de vésicules synaptiques est également affectée.

L'amplitude et la fréquence des mEPSCs augmentent avec la maturation d’'une synapse
(Chanda et al., 2017). De plus, les études électrophysiologiques rapportent une corrélation
positive entre la fréquence des mEPSCs et le nombre de synapses. Pourtant, dans le cas des
neurones gpr557-, 'augmentation du nombre de synapses potentielles n’a pas eu d’effet
significatif sur la fréquence des mEPSCs, et on peut au contraire voir une tendance non
significative a la diminution. Ces observations supportent également le fait que ces nouvelles
synapses potentielles ne sont pas matures et puisqu’elles sont moins efficaces ou silencieuses.
Enfin, dans I’hippocampe I'activation de GPR55 est capable de promouvoir I'activité synaptique
(Hurst et al., 2017; Rosenberg et al., 2023; Sylantyev et al., 2013). Or le développement de
I’activité synaptique a une synapse naissante est un point déterminant pour sa maturation. La
diminution de l'activité synaptique en lien avec I'absence de GPR55 pourrait ainsi affecter la

maturation des synapses naissantes.

Il a également été démontré que GPR55 est un facteur de neuroprotection, notamment
dans les modeles de dépression, et son potentiel thérapeutique dans la maladie de Parkinson est
également étudié (Celorrio et al., 2017; Martinez-Pinilla et al., 2019; Shen et al., 2022). La
dépression est une maladie ou le nombre de synapses et leur plasticité sont affectés dans les
régions qui régulent la cognition comme le cortex préfrontal et I’hippocampe, des régions ou
GPR55 est fortement exprimé (Duman et Aghajanian, 2012; Ryberg et al., 2007). Dans un modele
de dépression chez la souris, il a été montré que I'expression de GPR55 dans I’hippocampe était
réduite, mais que son activation par un agoniste synthétique, I’O-1602, prévient le
développement de la dépression, de la neuroinflammation et protege contre les altérations de la
neurogenése dans I"hippocampe (Shen et al., 2022). De plus, le LPI, I'agoniste endogéne de
GPR55, est capable de promouvoir I'activité synaptique dans I'hippocampe, un des effets
recherchés par un traitement a I'aide d’antidépresseurs (Sylantyev et al., 2013). Le défaut de
neuroprotection dans nos cultures gpr557- a DIV14-15 pourrait avoir créer des conditions

défavorables a la maturation synaptique.
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Le Ca?* est un messager intracellulaire régulant de nombreuses fonctions dans les
neurones, y compris dans la formation, la maturation et I’élimination des synapses ainsi que dans
leur plasticité (Berridge, 1998; Mateos-Aparicio et Rodriguez-Moreno, 2020). Sa signalisation via
I'activation de PKCg, une isoforme de la famille des PKC, est capable de moduler la synaptogenese
(Sen et al., 2016; Sun et Alkon, 2009). Le Ca?* est aussi essentiel pour I’activation d’autre protéine
kinase impliquée dans la plasticité synaptique (Mateos-Aparicio et Rodriguez-Moreno, 2020;
Yasuda et al., 2022). De plus, le Ca?* est un déclencheur pour le remodelage de I'épine
dendritique, et est impliqué dans le dynamisme du cytosquelette d’actine, lui-méme essentiel
pour I'élargissement du bouton synaptique lors de sa maturation (Gasperini et al., 2017;
Giagtzoglou et al., 2009; Nakahata et Yasuda, 2018). Or l'activation de GPR55 augmente les
courants calciques intracellulaires provenant du réticulum endoplasmique (Alhouayek et al.,
2018). La délétion de GPR55 impacterait de ce fait la signalisation calcique au niveau de la synapse
et ainsi sa maturation. Ces observations seraient compatibles avec les résultats de notre étude

montrant qu’a DIV14-15 la délétion de GPR55 semble affecter la maturation des synapses.

Puisque la délétion de GPR55 entraine une augmentation de synapses qui semblent non
matures d’un point de vue structurel et fonctionnel, nous proposons que GPR55 soit un signal
régulant négativement la formation de nouvelles synapses, mais au contraire, un signal

permettant de promouvoir la maturation des synapses naissantes.

Le cannabidiol est capable d’influencer la formation de contacts

synaptique de maniére partiellement dépendante de GPR55

Le CBD a rapidement été identifié comme un antagoniste de GPR55 (Ryberg et al., 2007).
Dans notre étude nous nous sommes intéressés a I'effet du CBD sur la formation des contacts
synaptiques. Puisque le CBD possede de nombreuses cibles cellulaires possibles, nous avons
utilisé plusieurs concentrations de CBD dans I'idée d’activer différentes cibles du CBD (de Almeida
et Devi, 2020). L'utilisation de souris transgéniques délétées pour GPR55 permet d’évaluer

I'implication de GPR55 dans les effets observés.
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L’exposition au CBD 0,6.M et 1uM a entrainé une augmentation de la densité des contacts
synaptiques, les effets du CBD 1uM sont dépendants de GPR55 puisqu’ils ne sont pas observés
dans les neurones gpr557-. En revanche, les effets du CBD 0,6M sont partiellement dépendants
de GPR55 puisque I'augmentation de la densité des contacts synaptiques se retrouve dans les
neurones gpr557- mais dans une moindre mesure. Les effets du CBD 0,3uM, pourraient au
premier abord sembler indépendant de GPR55, bien que I'on n’observe pas d’effet dans les
neurones gpr55**, on observe une diminution significative de la densité de contacts synaptiques
dans les neurones gpr557-. Comme que mentionné précédemment le CBD posséde plusieurs
cibles cellulaires autres que GPR55 (de Almeida et Devi, 2020). Dans le cas du CBD 0,3 et 0,6uM
il est possible que les autres cibles cellulaires soient activées et aient un effet antagoniste a celui
produit par GPR55. Cela expliquerait la diminution de la densité des contacts synaptiques avec le
CBD 0,3uM et la diminution partielle de la densité de contacts synaptiques avec CBD 0,6uM dans

les neurones gpr557-.

Les effets obtenus avec le CBD 1uM tendent a étre similaire a ceux obtenus dans I'étude
du role physiologique de GPR55. L’antagonisation et la délétion de GPR55 entrainent une
augmentation de la densité de contacts synaptiques, sans affecter significativement I'activité
synaptique. En revanche, contrairement aux neurones gpr557- l'aire des points n’est pas
diminuée avec le traitement au CBD. Cette différence pourrait s’expliquer par I’dge des neurones
au moment de I'exposition au CBD. Nous avons vu que I'effet physiologique de GPR55 est présent
principalement a DIV14-15, alors que I'exposition au CBD a été faite a DIV9 pour 24h. Il est
possible que le CBD n’ait pas eu I'opportunité d’affecter la maturation des synapses a DIV9-10.
De plus, les effets d’une antagonisation pour 24h sont difficilement comparables a ceux d’une
délétion du récepteur depuis la conception de I'animal. Une réorganisation fonctionnelle ne peut

pas étre exclue dans les neurones gpr557-.

Le CBD semble avoir eu peu d’impact sur les propriétés électrophysiologiques des
neurones, puisque seule la fréquence de décharge diminue. La fréquence de décharge varie entre
les neurones et dans un méme neurone a travers le temps. Elle est affectée par la g¢ométrie de

la membrane, le type de canaux ioniques ainsi que leur distribution et par I'efficacité synaptique
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(Miyawaki et al., 2019). D’aprés nos données, il est difficile d’expliquer qu’elle pourrait étre la

cause de cette diminution engendrée par I’exposition au CBD.

Le potentiel thérapeutique du CBD est trés étudié dans la dépression, et nos résultats sont
en accord avec les données publiées. La dépression se caractérise morphologiquement par une
diminution du nombre de synapses ainsi que de l'activité synaptique dans des régions
responsables de la cognition telles que I'hippocampe et le cortex préfrontal. Fait intéressant, ces
deux régions expriment un fort taux de GPR55, expression qui est régulée négativement lors de
la dépression (Ryberg et al., 2007; Shen et al., 2022). Dans des modéles de dépression, I’exposition
au CBD a eu des effets antidépresseurs, a rétabli I’expression de GPR55, a augmenté la synthése
de protéines synaptiques ainsi que le nombre d’épines dendritiques (Fogaca et al., 2018; Sales et
al., 2019; Shen et al., 2022). L’augmentation du nombre de points positifs a la SYN obtenue avec
le CBD 0,6p1M a DIV10 et la délétion de GPR55 a DIV14-15, soutiennent également ces résultats.
Un autre groupe de recherche étudiant I’effet du CBD en aigue (enregistrement aprés 20 minutes
d’application) dans I'épilepsie rapporte que le CBD n’a pas d’effet sur la fréquence des mEPSCs
seuls (Rosenberg et al., 2023). Dans notre étude nous n’obtenons pas d’effet significatif du CBD
sur I'activité synaptique, conformément avec ces résultats. Cependant, il faut tout de méme noter
que I'exposition au CBD dans les neurones gpr55** et gpr557- a changé significativement la
fréquence cumulative de I'amplitude des mEPSCs sans pourtant affecter significativement leur

amplitude moyenne.

Bien que nos données soient cohérentes entre elles, d’aprés les études précédemment
menées dans le guidage et la croissance axonale, nous nous attendions aux résultats opposés. En
effet, dans ces études, la délétion de GPR55 ainsi que son antagonisation par le CBD ont entrainé
une diminution de la croissance de neurites, et des signaux de guidage chemiorépulsif pour le
cone de croissance. Au contraire, son activation a entrainé une augmentation de la croissance des
neurites et des signaux chemioattractif pour les cones de croissance (Cherif et al., 2015; Guy et
al., 2015). Dans la littérature, la plupart des signaux positifs pour la croissance et le guidage des
axones ont également un effet positif sur la synaptogenése (Shen et Cowan, 2010). Pourtant dans
cette étude, il semble que la délétion de GPR55 et I'exposition au CBD aient un effet positif sur la

synaptogenese. Nos observations vont a l'inverse de ce qui était attendu d’apres les résultats de
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guidage et de croissance des axones. Cette divergence peut s’expliquer de plusieurs fagons. Dans
I’étude de Cherif et al., 2015 la concentration de CBD utilisé était de 0,3uM, concentration a
laquelle dans la présente étude nous n’obtenons pas d’effet sur la densité des contacts
synaptiques dans les neurones gpr55%*. Cela pourrait refléter un changement de niveau
d’expression de GPR55 ou des autres cibles cellulaires du CBD entre les cOnes de croissance et les
neurones corticaux immatures. Il pourrait également y avoir des effets différents suivant le stade
de développement. Dans I'étude de Guy et al., 2015, I'effet de GPR55 est étudié dans des
neurones nocicepteurs du ganglion dorsal de la moelle épiniere. Une étude a montré que l'effet
du CBD pouvait changer d’une structure a I'autre du SNC, les effets de GPR55 et du CBD entre les
neurones corticaux et les neurones nocicepteur de la moelle épiniére pourraient donc différer

(Sales et al., 2019).

Impact de la recherche

Dans cette étude nous avons montré que GPR55 est impliqué dans la synaptogenese et
qgue sa modulation par le CBD est capable d’influencer la formation des contacts synaptiques.
Puisque GPR55 est relié au systeme endocannabinoide, cette étude aura permis de mieux
comprendre le réle de ce systeme dans le développement du SNC et en particulier dans la phase
de synaptogenese. Elle nous aura également permis d’en apprendre plus sur les fonctions que
peut avoir GPR55 dans le SNC. De maniére plus générale, elle nous aura permis de découvrir un

autre des acteurs de la synaptogeneése.

Mieux comprendre les mécanismes de synaptogenese, et la découverte de molécules ou
de récepteurs capables de la promouvoir pourrait ouvrir la voie a de nouvelles cibles
thérapeutiques pour des maladies impliquant une diminution du nombre de synapses tel que
dans les maladies neurodégénératives, la dépression ou la récupération post-traumatique. Par
exemple dans le cas d’'un AVC dans l'aire visuelle, étre capable de promouvoir la synaptogenése
dans cette région pourrait augmenter les chances de retrouver les fonctions visuelles perdues

chez les patients.
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La légalisation du cannabis récréatif au Canada le rend plus accessible et le fait paraitre moins
nocif qu'il ne I'est vraiment. Pourtant la consommation de cannabis ou juste de CBD durant la
grossesse ou l'allaitement a des conséquences néfastes avérées pour le foetus et I'enfant
(Augustin et Lovinger, 2022; Bara et al., 2021). Dans notre étude, nous avons montré que
I’antagonisation de GPR55 par le CBD augmentait le nombre de contacts synaptiques non
matures. Plus de synapses n’est pas nécessairement quelque chose de positif, tout
particulierement dans le développement du SNC, puisque la maturation et le I’élagage synaptique
(« pruning ») sont des étapes tout aussi importantes dans le développement des réseaux de
connexion neuronales (Paolicelli et al., 2011). Des anomalies dans I'élagage synaptique ont été
associées a des troubles neurodéveloppementaux comme le spectre de I'autisme (Tang et al.,
2014). Les médicaments a base de cannabis ou de leurs dérivés sont tres en vogue actuellement.
Le présent mémoire apporte une preuve supplémentaire que ces substances ont des cibles
moléculaires multiples et des effets tres divers, qui ne sont pas tous encore compris. La
compréhension approfondie des effets du CBD sur le cerveau permettra d'évaluer de maniere
plus éclairée I'équilibre entre les avantages et les risques de son utilisation thérapeutique, afin de

déterminer dans quelle mesure celle-ci est favorable.

Limites du modele et des méthodes ; perspectives

Les premieres limites de cette étude viennent du modele utilisé. Bien que la culture
cellulaire de neurones corticaux présente des avantages, notamment pour la simplification du
systeme, elle présente aussi des désavantages. Le premier est aussi son avantage principal, la
simplification du modele, nos cultures ne sont pas optimisées pour le développement des
astrocytes ni des glies pourtant essentielles au bon développement et a la survie des neurones,
la solution serait de faire des cocultures de ces types cellulaires. De plus, bien que les neurones
soient cultivés a une densité qui leur permet de développer des connexions, il faut qu’ils restent
suffisamment isolés pour des questions de quantifications en immunocytochimie. Ce type de
réseau de connexions ne peut pas avoir la méme richesse et la fonctionnalité qu’un réseau de
connexions que I'on pourrait retrouver dans un cerveau. La solution serait d’utiliser des tranches
de cerveau pour I'étude électrophysiologique. Une autre limite du modele est la délétion

constitutive de GPR55. Puisque le récepteur est absent depuis la conception de I'animal, il est
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possible qu’il y ait eu des mécanismes de compensation qui se soient mis en place, permettant
une réorganisation du systeme. Il est également envisageable que les observations de notre étude
soient en partie causées par d’autres problemes dans le développement du SNC, comme des
perturbations dans la neurogeneése, de la croissance et le guidage des axones. Une solution serait
de faire une délétion conditionnelle du récepteur spécifiquement durant la phase de
synaptogenése. Enfin, une des dernieres limites du modeéle est que les neurones corticaux
proviennent d’embryons de souris. La souris, bien qu’elle soit un mammifere, reste éloignée de
'homme, et les effets observés dans cette étude pourraient ne pas étre complétement
transposables chez ’lhumain. Une solution serait d’utiliser des progéniteurs neuronaux dérivés de

cellules souches pluripotentes induites (iPSC) humaines.

Dans cette étude, nous avons utilisé des méthodes traditionnelles dans I'étude des
synapses, mais certaines limites sont a souligner. Par exemple le western blot ou
immunobuvardage est une méthode de quantification relative de I'expression des protéines
synaptiques dans les lysats, elle est moins efficace pour détecter des modifications faibles
d’expression de protéines. La méthode ELISA serait plus adaptée pour détecter des modifications
fines dans I’expression de protéines. En immunocytochimie, nos limites viennent de notre
méthode de quantification. En effet, nous utilisons le logiciel Intellicount pour quantifier nos
contacts synaptiques ainsi qu’extraire plusieurs autres données. Pour que la quantification soit la
plus exacte possible, il faut que le neurone prit en photo soit relativement isolé, or la
représentativité d’un neurone isolé pour quantifier des contacts synaptiques avec d’autres
neurones est questionnable. Nous rencontrerions le méme probleme si les contacts synaptiques
étaient comptés manuellement. Une critique que I'on pourrait faire a Intellicount, c’est qu’il ne
détecte pas les points positifs a la SYN de trés petite taille. Cependant, Intellicount reste une
méthode de quantification que nous avons jugée optimale pour nous. Elle nous permet de
supprimer le biais humain, de gagner beaucoup de temps dans la quantification, nous permettant
de quantifier de plus grande quantité de données laissant I'opportunité a des différences faibles

d’étre significatives.

Une derniére limite de notre étude actuellement est que nos groupes ne sont pas tous

équilibrés en nombres de neurones quantifiés. Cela s’explique par la qualité des cellules dans
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certaines conditions en particulier aprés DIV14, et un manque de temps notamment pour
I’électrophysiologie avec le CBD. Une fois les groupes complétés, certaines données pourraient

devenir statistiquement significatives et confirmer ou infirmer nos hypotheses.

Enfin, cette étude fait face a une limite complétement indépendante de notre volonté, le
manque de spécificité des anticorps dirigés contre GPR55. Nous avons essayé, plusieurs
compagnies, plusieurs protocoles, du démasquage d’antigéne, nous avons également essayé
d’utiliser un ligand fluorescent de GPR55, le Tocrifluor T1117. Nous avons méme essayé de
contacter Rosenberg et al.,2023 qui ont publié en avril 2023 apres avoir localisé GPR55 au niveau
présynaptique dans I’hippocampe et confirmé leur marquage avec la méme souris transgénique
que nous utilisons. Nous avons reproduit le protocole tel que décrit dans l'article, utilisé
I’anticorps de la méme compagnie a la méme concentration, mais nous obtenons du marquage
dans les neurones gpr557-. Dans ces souris transgéniques, ’ARNm de GPR55 n’est pas traduit et
le génotype de nos souris a été vérifié. Nous les avons contactés pour obtenir plus de détail sur
le protocole et le numéro de lot de I'anticorps. Le numéro de lot de |'anticorps utilisé pour I'article
nous a été communiqué, mais malheureusement, la compagnie ne dispose plus de ce lot en stock.
lls nous ont également confié avoir constaté un manque de spécificité dans les nouveaux lots de
cette méme compagnie... L’hybridation in situ pourrait étre une solution permettant de confirmer
I’expression de GPR55 dans nos neurones corticaux gpr55** et de potentiellement le localiser au

niveau synaptique.

Pour la suite de cette étude, il sera important d’équilibrer les groupes qui ne le sont pas,
continuer d’essayer de localiser GPR55 dans nos cultures. Il sera aussi pertinent de tester |'effet
du LPI, I'agoniste endogene de GPR55, sur la formation de contacts synaptique, leur maturation
et leur fonctionnalité (Oka et al., 2007). Il pourrait aussi étre intéressant de tester I’effet de GPR55
sur les synapses GABAergiques, puisque dans I'hippocampe le LPl via GPR55 diminue Ia

transmission GABAergique (Rosenberg et al., 2023).

Concernant la maturation des synapses, une étude sur la forme des épines dendritiques
entre les neurones gpr55** et gpr557- pourrait étre pertinente puisque que leur forme refléte

leur état de maturation (Kayser et Dalva, 2014). Il sera aussi intéressant de regarder si la délétion

81



du gene gpr55 entraine une altération de la maturation électrophysiologique globale du neurone
en étudiant les propriétés de cellules dont la maturation est depuis longtemps décrite dans la
littérature (McCormick et Prince, 1987). Enfin, I'effet du CBD 1uM a DIV14-15 pourrait étre

investigué voir si on retrouve le méme patron que dans le gpr557-.
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Chapitre 5 — Conclusion

Dans cette étude, nous avons cherché a comprendre le role physiologique que joue GPR55 dans
la formation des contacts synaptiques excitateurs. Nos résultats suggerent que ce dernier
pourrait intervenir dans les phases plus tardives de la synaptogeneése, ici a DIV14-15, et qu’il serait
un signal d’arrét de la formation de nouvelles synapses, mais un signal positif pour la maturation
des synapses existantes. La deuxieme question de cette étude concernait 'effet du CBD sur la
formation de contacts synaptiques excitateurs. Nous avons montré que I'exposition au CBD est
capable de moduler la formation de nouveaux contacts synaptiques de la maniere dépendante
ou partiellement dépendante de GPR55. Les résultats de cette étude nécessiteront d’étre
complétés par des résultats supplémentaires, mais pour I'instant nous pouvons affirmer que
GPR55 semble bien impliqué dans la synaptogenése et particulierement dans la maturation des
synapses. Egalement, que le CBD est capable de moduler cette phase critique du développement
des connexions neuronales. Ces données nous permettront a terme de mieux comprendre le réle
du systeme endocannabinoide dans le développement du SNC, et d’avoir une meilleure

compréhension face aux déficits induits par la consommation périnatale de cannabis.
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