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Résumé

Lors de I’attribution du prix Nobel de chimie aux docteurs Robert Leftkowitz et Brian Kobika
pour leurs travaux essentiels sur les récepteurs couplés a des protéines G (RCPGs), Sven
Lindin, membre du comité Nobel, a affirmé que «jusqu'a la moiti¢ » des médicaments
«reposent sur une action ciblant les RCPG ». En raison de leurs roles importants, leurs
mécanismes d'activation et 1’action de leurs ligands, les RCPG demeurent les cibles
potentielles de la majorité des recherches pour le développement de nouveaux médicaments et
de leurs applications cliniques. Dans cette optique, nous avons concentré nos recherches a
travers cette thése pour €lucider les rdles, les mécanismes d’action et les effets des ligands de
trois RCPG : GPR55; GPRI1 et GPR99 au cours du développement des axones des cellules
ganglionnaires de la rétine (CGRs). Les résultats de nos études confirment 1’expression des
récepteurs lors du développement embryonnaire, postnatal et adulte des CGRs ainsi qu’au
cours de 1’établissement de la voie rétinothalamique. /n vitro, la modulation pharmacologique
et génétique de I’activité¢ de ces RCPGs réorganise la morphologie du cone de croissance des
CGRs, celle des neurones corticaux et elle modifie la croissance axonale globale. De plus, les
effets de la stimulation avec des ligands des ces trois RCPGs sur le guidage axonal varient
d’aucun effet (GPR91 et GPR99) a la répulsion ou I’attraction (GPRS55). La voie de
signalisation MAPK-ERK1/2 joue un role essentiel dans la médiation des effets des ligands de
ces récepteurs avec une implication de la voie de RhoA a hautes concentrations pour
I’agoniste endogene de GPRS5S5. In vivo, cette recherche démontre également I’implication de
GPRS55 dans les processus de sélection des cibles thalamiques et de raffinement au cours du

développement du systéme nerveux visuel.

il



Mots-clés : Récepteur couplé aux protéines G (GPCR); GPR55; GPR91; GPR99; cone de
croissance; guidage axonal; cellule ganglionnaire de la rétine (CGR); ERK1/2; RhoA; LPI;

CBD; O-1602; Succinate; o-cétoglutarate; développement; régénération.

v



Abstract

During the ceremony of Nobel Prize award in Chemistry to Drs Robert Leftkowitz and Brian
Kobika for their essential work on G proteins coupled receptors (GPCRs), Sven Lindin,
member of the Nobel committee, said that "up to half" of medicines "are based on an action
targeting GPCRs." Because of their important roles, their mechanisms of activation and their
ligand activity, GPCRs remain the potential target of most of the research in the development
of new drugs and their clinical applications. In this perspective, we have focused our research
through this thesis to clarify the roles, mechanisms of action and ligand effects of three
GPCRs: GPR55; GPR91 and GPR99 during the development of the retinal ganglion cells
(RGCs) axons. The results of our studies confirm the expression of the receptors during
embryonic, postnatal and adult ages of RGCs and during the establishment of the retino-
thalamic pathway. In vitro, pharmacological and genetic modulation of the activity of the
GPCR reorganizes the morphology of the growth cone of RGCs, the cortical neurons and
alters the global axon growth. In addition, the effects of stimulation with the three GPCR
ligands on axonal guidance vary from no effect (GPR91 and GPR99) to repulsion and
attraction (GPRS55). Signaling pathway MAPK-ERK1/2 plays an essential role in mediating
the effects of the ligands of these receptors. RhoA pathway is involved at higher
concentrations to mediate the effect of the endogenous GPRS5S5 agonist. /n vivo, this research
also demonstrates the involvement of GPRS55 in the processes of target selection and

refinement during the development of the neurovisual system.
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1.1 Introduction

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la plus grande famille de
molécules de signalisation transmembranaire régulant une panoplie de processus
physiologiques et pathologiques. Avec moins de 2% des protéines qui sont codées par le
génome et pres de 1000 membres, les RCPGs constituent le plus grand groupe des protéines
impliquées dans la transduction du signal a la surface cellulaire. (Flower et coll., 1999). Ces
récepteurs sont activés par un large éventail de ligands, de peptides, de neurotransmetteurs non
peptidiques, de chimiokines et des nucléotides (Marinissen et coll., 2001 et Pierce et coll.,
2002) et ils participent a une grande variété de fonctions physiologiques, y compris la
neurotransmission, l'exocytose et I'angiogenese. (Marinissen et coll., 2001). Ils sont également
impliqués dans un certain nombre de maladies humaines, ce qui se traduit par le fait qu’elles
sont la cible, directement ou indirectement, d’environ 50% de tous les agents thérapeutiques

(Flower et coll., 1999).

Les cellules des mammiféres détectent une myriade de signaux dans leur
environnement via les RCPG. Etant la plus grande famille des molécules de signalisation
transmembranaire, elle peut étre divisée en deux groupes: les odorants / sensoriels et les non
odorants. Les récepteurs odorants / sensoriels sont limités a des cellules spécialisées qui
détectent les odeurs, les golts et régulent les comportements dans l’organisme tels que
l'alimentation et l'accouplement. Les récepteurs non odorants sont exprimés de maniere
différente dans l'organisme, ils répondent a divers ligands endogenes, et régulent plusieurs
fonctions physiologiques y compris les procédés immunitaires, 'hématopoiese, 'hémostase, le

métabolisme, la neurotransmission, la reproduction, la fonction cardiaque et le tonus



vasculaire. En conséquence, ces récepteurs sont les cibles d’environ un tiers de tous les

médicaments approuvés (Muller, 2000 et Hopkins and Groom, 2002).

Bien que les rdles in vivo ont été définis pour un grand nombre de RCPG non odorant,
environ 370 chez la souris et chez I'humain, 1'expression et la fonction de bon nombre de ces
récepteurs ne sont pas complétement caractérisées et une fraction significative de ces
récepteurs demeure orpheline (Hill et coll., 2002; Joost; Methner, 2002; Vassilatis et coll.,
2003; Fredriksson et et coll., 2003 et Fredriksson et Schi6th, 2005). Une grande partie de la
physiologie des vertébrés est basée sur la transduction du signal par les RCPGs. Cependant et
malgré leurs similitudes, les RCPGs peuvent avoir des combinaisons uniques d'activités de
transduction impliquant plusieurs sous-types de protéine G, ainsi que des voies de

signalisation indépendantes de la protéine G et des processus de régulation complexes.

En effet, la diversité biologique des réponses suite a ’activation des RCPGs repose
probablement sur l'intégration de l'activité fonctionnelle d'un complexe réseau de voies de
signalisation intracellulaire, qui inclut des systemes générateurs de seconds messagers, des
familles de petites GTPases Ras et Rho et de leurs cibles ainsi que les membres de la protéine
kinase activée par un mitogene (MAPK) et la famille des sérines / thréonine kinases (Gutkind
et coll., 2000). L’efficacit¢ du ligand, qui se traduit par son effet sur la structure et les
propriétés biophysiques du récepteur, module la réponse biologique. Les ligands naturels et les
ligands synthétiques peuvent étre complets, donc capables d'une stimulation maximale des
récepteurs. Les agonistes partiels sont incapables de déclencher une activité compléte, méme a
concentrations saturées alors que les antagonistes neutres n’ont aucun effet sur l'activité de
signalisation, mais peuvent empécher d'autres ligands de se lier au récepteur. Enfin, les

agonistes inverses réduisent le niveau de base ou d'activité constitutive du récepteur.



Dans cette thése nous tenterons d’identifier et élucider les différents mécanismes
moléculaires et les effets de trois récepteurs couplés a la protéine G (GPRS55, GPRI1 et
GPR99) sur la croissance et le guidage axonal des axones des cellules ganglionnaires de la

rétine au cours du développement du systéme visuel.



1.2 Les récepteurs des protéines G

1.2.1 La membrane cellulaire

La membrane cellulaire agit comme une barriére entre le milieu intra et extracellulaire
ce qui lui permet de définir la structure et le fonctionnement de la cellule (Robertson et coll.,
1959). Elle est composée d'une bicouche phospholipidique. Chaque phospholipide est
composé de deux unités: la premiere est une téte polaire contenant du glycérol et une molécule
de phosphate. La seconde est la queue hydrophobe formée par deux chaines d'acides gras. Une
liaison covalente relie la queue de l'acide gras non polaire a une molécule de glycérol de la
région polaire de téte (Van Meer et coll.,, 2008). Dans un milieu aqueux, 1’agencement
spontané de ces phospholipides emballe la région de la queue hydrophobe a I’intérieur de la
cellule et exhibe la téte hydrophile a I’extérieur (Van Meer et coll., 2008). En plus de ces
lipides, la membrane cellulaire constituée de proportion substantielle de protéines
membranaires qui jouent un role essentiel dans le fonctionnement d'une cellule (Von Heijneet
al., 2006 and Engel et coll., 2008). Parmi ces fonctions, on cite le transport de molécules a
travers la membrane plasmique, l'entretien des interactions stables cellule-cellule et le
déclenchement des réponses cellulaires suite a la réception des signaux extra et intracellulaires

(Muller et coll., 2008).

Selon la nature de leur interaction avec la membrane cellulaire, les protéines
membranaires sont classées en deux catégories principales: les périphériques et les intégrées.
Les protéines membranaires périphériques sont associées ou adhérées a la surface de la
membrane de fagcon temporaire. Elles sont attachées a la membrane cellulaire principalement

par une hélice alpha amphipathique ou grace a une liaison covalente avec une chaine lipidique.



En revanche, les protéines membranaires intégrales sont noyées dans la bicouche
phospholipidique. La plus grande classe structurelle de toutes les protéines transmembranaires
est ’a-hélicoidale. En fonction du nombre d'hélices couvrant la membrane, on distingue les
protéines transmembranaires a un seul passage ou a passages multiples. Les hélices couvrant
la membrane sont formées par des acides aminés a chaines latérales non polaires pour faciliter
leur interaction avec la membrane hydrophobe, et les boucles qui relient ces hélices sont

hydrophiles et se trouvent dans le cytosol.

Les récepteurs couplés a la protéine G RCPG sont des protéines transmembranaires
responsables de l'initiation de la signalisation intracellulaire en réponse a une grande variété de
stimuli extracellulaires. Ces récepteurs, qui sont considérés comme présentant 2% des génes
humains, constituent une famille avec plus de 800 types de récepteurs, ~ 300 qui
correspondent a des récepteurs non sensoriels (Takeda et coll., 2002 and Overington et et coll.,
2006). Cette diversité permet aux RCPGs de répondre aux signaux exogenes et endogenes
comprenant la lumiére, I’odorat, les hormones, les neurotransmetteurs, les peptides, les ions et
les lipides. La polyvalence de ces récepteurs permet de comprendre comment les RCPGs
peuvent réguler I'homéostasie de la plupart des processus physiologiques et, explique la raison
pourquoi ils représentent a ce jour, la plus importante famille de cible pharmacologique pour

plusieurs médicaments (Fredriksson et coll., 2003).

A T'heure actuelle, jusqu’a 50% des médicaments approuvés agissent a travers ces
récepteurs (Hopkins et coll., 2002) et, entre 2010 et 2012, 19% de nouvelles entités
moléculaires approuvées par la Food and Drug Administration ciblaient les RCPGs. Et encore,
seulement 10% des RCPGs chargés de la détection des signaux endogenes sont ciblés par un

médicament approuvé (Audet et coll., 2012).



Pris ensemble, ces données mettent en évidence I'importance des RCPGs comme cibles
courantes de médicaments, mais également en tant que récepteurs d'intérét pour la découverte

de nouvelles interventions pharmacologiques.

1.2.2 Les différentes familles de récepteurs couplés a la protéine G

Les RCPGs constituent 1'une des plus grandes familles de protéines membranaires. Ils
jouent un rdle crucial dans la transduction du signal dans les cellules eucaryotes (Rosenbaum
et coll., 2009 and Venkatakrishnan et coll., 2013). Chez les humains et autres animaux, les
RCPGs médient la plupart des réponses cellulaires a travers les hormones, les
neurotransmetteurs et les stimulants de 1'environnement. Compte tenu de leurs importants roles
physiologiques, ils servent de cibles majeures des médicaments cliniques actuels (Lappano et
coll., 2011; Rask-Andersen et coll., 2011; Rask-Andersen et coll., 2014 et Civelli et coll.,
2013). Les RCPGs sont caractérisés par la présence de sept segments (également connu sous le
nom de domaine transmembranaire (TM) a-hélicoidal couvrant la membrane, d’une extrémité
N-terminale extracellulaire, une intracellulaire C-terminale, en alternant des boucles
extracellulaires et intracellulaires qui connectent les hélices. L'analyse des séquences montre
que les segments de domaine TM sont relativement conservés dans les familles Grafs, tandis
que les extrémités N-terminales et les boucles alternantes affichent une grande diversité en
longueur et en composition de la séquence. Cette diversité dans leurs extrémités N-terminales
et extracellulaires contribue a leur remarquable capacité a se lier a des ligands de différentes

formes, tailles et propriétés chimiques.

Apres la liaison du ligand, le RCPG subit des changements de conformation qui

conduisent a Il'activation de la protéine G hétérotrimérique, en résultant une réponse



intracellulaire (Oldham et coll., 2008). Les RCPG constituent la superfamille d’environ 800
genes dans le génome humain et plusieurs systémes de classification ont été proposés, y
compris A-F (Kolakowski et coll., 1994), la 1-5 (Bockaert et coll., 1999) ou le systeéme de
classification Grafs (Fredriksson et coll., 2003). Parmi ceux-ci, la classification A-F et le

systeme Grafs sont largement utilisés.

Le systeme de classification Grafs classe le répertoire des RCPGs humains en cing
grandes familles: glutamate (G), rthodopsine (R), 1'adhérence (A), Frizzled / Taste2 (F), et la
sécrétine (S) sur la base de la similarité de séquence et l'inférence phylogénétique (Fredriksson
et coll., 2003). En dehors de ces cinq grandes familles, il y a d’autres petites familles comme
la famille de GPR108, la famille des récepteurs reliés a 1’épaisseur de 1’intima, la famille des
récepteurs de 1’albinisme oculaire et la famille des récepteurs d'AMPc (Fredriksson et coll.,
2003). Toutefois, ces familles de RCPGs sont généralement considérées comme faisant partie

de la catégorie "autres".

1.2.2.1 La famille glutamate

La famille glutamate (également connu sous le nom de classe C) comprend les
récepteurs métabotropiques du glutamate, les récepteurs de 1’acide gamma-aminobutyrique
(GABA) (GABARsS), les récepteurs sensibles au calcium (RSCA), les récepteurs du gotit sucré
(TAS1Rs) et d'autres récepteurs orphelins (Lagerstrom et coll., 2008). La famille glutamate
des RCPGs joue un réle important dans de nombreux processus physiologiques: y compris la

transmission synaptique, I’homéostasie du calcium.

Le domaine extracellulaire (DEC) de la famille glutamate des RCPGs est caractérisé

par un domaine Venus-Flytrap (VFD) qui agit comme un site de liaison orthostérique pour les



ligands natifs et un domaine riche en cystéine (DRC) (Lagerstrom et coll., 2008 and Chun et
coll., 2012). Le domaine de VFD constitue une fente globulaire formée par l'architecture
bilobée, ce qui permet la liaison des ligands dans la fente et la commutation entre les
conformations fermées et ouvertes (Cao et coll., 2009; Dore et coll., 2014; Wu et coll., 2014).
Ce mécanisme ressemble au piége a mouche de certaines plantes carnivores qui est capable de
fermer autour de sa proie. Le domaine DRC est connu pour servir de médiateur de
communication entre les DE et les domaines TM. Cette interaction est stabilisée par des ponts
disulfures formés par des cystéines présentes dans les domaines DRC, et 1'un de ces ponts

facilite également I’interaction entre les domaines DRC et VFD (Lagerstrom et coll., 2008).

1.2.2.2 La famille rhodopsine

La famille rhodopsine des RCPGs (aussi connu comme la classe «A») est la plus
grande de toutes les familles des RCPGs constituant environ 700 des 800 RCPGs humains
(Fredriksson et coll., 2003). Chez I'humain, la famille rhodopsine peut étre subdivisée en
quatre groupes principaux (o, B, y et d) et 13 sous-groupes / familles (Fredriksson et coll.,
2003). L'inférence phylogénétique de groupement en 13 familles distinctes est largement
corrélée avec leur différence dans les fonctions et les propriétés chimiques de leurs ligands.
Les familles de récepteurs ou les principaux groupes de branchement dans l'arbre
généalogique des récepteurs apparentés a la rhodopsine sont: les récepteurs cluster de
prostaglandine, les récepteurs du pole amine, les récepteurs du pdle d’opsine, les récepteurs
cluster de la mélatonine, les récepteurs en grappe MECA (mélanocortine, endothéline,
cannabinoide et adénosine) (formant le groupe a); les récepteurs en grappe de peptides
(formant le groupe P); les récepteurs cluster SOG (somatostatine, opiacés et la galanine), les

récepteurs du péle MCH (hormone de concentration de la mélanine), les récepteurs du pdle



chimiokine (formant le groupe y); les récepteurs cluster-MAS liés, les récepteurs du pdle
glycoprotéine, les récepteurs du pole purine, et les récepteurs du pole olfactif (formant le
groupe J) (Fredriksson et coll., 2003). Parmi ces familles, les récepteurs olfactifs constituent le
composant principal de la grande famille des récepteurs a la rhodopsine, et sont responsables
de discriminer des milliers de molécules d'odeurs différentes (Nei et coll., 2008). La famille
des récepteurs olfactifs est considérée comme la plus évolutivement dynamique entre toutes
les familles de protéines (Nei et coll., 2008). Parmi toutes les grandes familles de RCPGs, la
famille rhodopsine est la cible du plus grand spectre de ligands (Venkatakrishnan et coll.,
2013) La plupart des récepteurs de cette famille sont caractérisés par une courte extrémité N-
terminale et la liaison du ligand a ces récepteurs est largement confinée dans les sept régions

transmembranaires (Venkatakrishnan et coll., 2013).

1.2.2.3 Les RCPGs d'adhérence

La famille des RCPGs d'adhérence est la deuxiéme plus grande de toutes les familles
RCPGs avec 33 et 31 membres chez I'humain et la souris, respectivement (Fredriksson et coll.,
2003 et Bjarnadottir et coll., 2006). Les membres de cette famille sont caractérisés par une
longue extrémité N-terminale avec un large répertoire de domaines, y compris les domaines
d'adhésion cellulaire classiques comme I'EGF (le facteur de croissance épidermique) et les
domaines de cadhérine (Schioth et coll., 2010). En outre, l'extrémité N-terminale des RCPGs
d’adhérence contient le domaine induisant I’autoprotéolyse (GAIN), le RCPG qui englobe le
site protéolytique (GPS) hautement conservé et riche en cystéine (Promel et coll., 2013 et Arac
et coll., 2012). Le site d'environ 50 acides aminés est situé immédiatement avant la premiére
hélice TM. L’autoprotéolyse sur le site de GPS clive les récepteurs en un fragment N-terminal

extracellulaire (FSN) et un fragment transmembranaire / cytoplasmique C-terminal (FCT)
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(Langenhan et coll.,, 2013). Actuellement, il est entendu que la majorit¢ des RCPGs
d’adhérences matures existe non attachée de maniére covalente, mais sous forme de complexe
FSN-FCT. Le processus de clivage et le motif GPS sont essentiels pour la signalisation, le
trafic et la stabilité du récepteur (Langenhan et coll., 2013). L'analyse phylogénétique basée
sur les domaines TM a montré que les RCPGs d'adhérence peuvent étre subdivisés en neuf
familles distinctes (Bjarnadottir et coll., 2004). Notamment, chaque famille a un schéma
unique de l'architecture du domaine N-terminal et ces modeles sont utilisés en tant que
signature moléculaire pour distinguer les sous-familles ainsi qu’identifier leurs homologues
dans les organismes ¢loignés (Nordstrom et coll., 2011 et Arac et coll., 2012). Contrairement a
d'autres familles majeures de RCPGs qui interagissent principalement avec des petites
molécules ou peptides comme ligands, les RCPGs d’adhésion intéragissent avec plusieurs

ligands de la matrice cellulaire (Langenhan et coll., 2013).

1.2.2.4 La famille frizzled

Les geénes Frizzled ont été identifiés chez la drosophile melanogaster. L origine du
terme "Frizzled» vient de son phénotype mutant qui affiche une perturbation dans la polarité
des cellules épidermiques (Adler et coll., 2002 et Schulte et coll., 2010). La famille des
récepteurs Frizzled est activée par les lipoglycoprotéines sécrétées de la famille Wingless/Int-1
(WNT), et ces récepteurs sont essentiels pour le développement embryonnaire, le tissu et la
polarité cellulaire, le développement neuronal et de nombreux autres processus au cours du

développement de l'organisme adulte (Huang et coll., 2004).

Au cours des années, les récepteurs Frizzled ont été identifiés dans divers organismes,

y compris I’humain (Nordstrom et coll., 2011; Schulte et coll., 2007 et Schulte et coll., 2010).
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Chez la plupart des mammifeéres, la famille Frizzled comprend dix récepteurs nommés FZD1-
10 selon la nomenclature de I'International union of basic and clinical pharmacology»
(IUPHAR nomenclature) (Schulte et coll., 2010). Ces récepteurs sont caractérisés par un
domaine comprenant sept régions transmembranaires, une région extracellulaire qui contient
un domaine riche en cystéine (DRC), et un segment intracellulaire qui interagit avec les
protéines de signalisation en aval (Janda et coll., 2012). Le domaine extracellulaire DRC agit
comme un ligand de liaison pour la plupart des récepteurs Frizzled (Janda et coll., 2012). Les
ligands connus du récepteur Frizzled sont Wnts, R-spondines, Norrins, les PRF (protéines
Frizzled connexes) et CTGF (facteurs de croissance du tissu conjonctif) (Schulte et coll.,
2007). L’IUPHAR classe les récepteurs de la famille Frizzled comme une famille séparée des
autres RCPGs. La présence d'un segment a sept domaines transmembranaires caractéristique
des RCPGs, et d'autres éléments de preuve indirects pointent vers leurs interactions avec des
protéines G (Schulte et coll., 2007 et Schulte et coll., 2010). Toutefois, aucune preuve
expérimentale directe pour leur couplage avec la protéine G (Schulte et coll., 2007). Plutot,
une caractéristique notable des récepteurs de la famille Frizzled est qu'ils interagissent avec

plusieurs autres protéines intracellulaires pour induire leur signalisation intracellulaire.

1.2.2.5 La famille sécrétine

La famille des RCPGs sécrétine est constituée des récepteurs qui servent comme des
cibles moléculaires pour les hormones peptidiques, y compris 'hormone sécrétine (Lagerstrom
et coll., 2008 et Poyner et coll., 2012). Ces récepteurs jouent un role crucial dans 'homéostasie
hormonale chez I'humain et d'autres animaux et servent de cibles pour des médicaments
importants pour plusieurs troubles endocriniens (Poyner et coll., 2012). Les RCPGs de la

famille sécrétine sont généralement caractérisés par un domaine N-terminal extracellulaire
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(DEC) contenant le récepteur de I'hormone de croissance (GRH), sept segments
transmembranaires contenant les hélices membranaires et des boucles intra et extracellulaires
reliant les hélices, et un domaine intracellulaire C-terminal. Le DEC joue un réle important
dans la liaison de ces hormones polypeptidiques. L'analyse de séquence montre également que
les résidus situés a la région N-terminale, a proximité de I'hélice TM1 sont conservés et sont
¢galement impliqués dans les mécanismes de liaison du ligand (Siu et coll., 2006; Miller et
coll., 2007 et Bortolato et coll., 2014). Certains ligands de ces récepteurs comprennent les
hormones: sécrétine, peptide intestinal vasoactif (PIV), polypeptide cyclase activant la cyclase
hypophysaire, glucagon, hormone libérant I'hormone de croissance (GHRH), peptides liés au
glucagon 1 et 2 (BPL 1 et 2), polypeptide inhibiteur gastrique (PIG), corticolibérine (CRF), et
I’hormone parathyroidienne (Poyner et coll., 2012 and Bortolato et coll., 2014). Compte tenu
du role important de ces ligands et leurs réponses de signalisation induites, cette famille de
récepteurs sert de cibles pour des médicaments dans plusieurs maladies, notamment les
maladies cardiovasculaires, le diabete, la migraine, les troubles osseux (Lagerstrom et coll.,
2008; Archbold et coll., 2011 et Watkins et coll., 2012). L'analyse phylogénétique basée sur
les segments TM suggére que les RCPGs de la famille de la sécrétine sont étroitement liés a
des GPCRs de la famille d'adhérence et sont considérés comme des RCPGs d'adhésion évolués

(Nordstrom et coll., 2009).

1.2.2.6 Autres types de RCPGs

Les autres familles de génes des RCPGs qui ne se classent pas dans les familles
majeures Grafs, comprennent principalement le récepteur de l'albinisme oculaire (GPR143)
(Palmisano et coll., 2008), le récepteur lié a 1’épaisseur de 1l'intima (ITR), GPR108 (autrement

connu comme le récepteur poumon a sept domaines transmembranaires) et les récepteurs
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dictyostelium discoideum de I’AMP cyclique. Ces génes de RCPGs sont des genes a copie
unique dans la plupart des organismes et ont une longue histoire d’évolution (Nordstrom et
coll., 2011 et De Mendoza et coll., 2014). Les rdles fonctionnels de certains de ces genes de
RCPGs semblables ne sont pas bien compris. Cependant, GPR143 est connu pour étre
impliqué principalement dans la pigmentation de la rétine et il est également exprimé dans les
cellules épidermiques. En outre, des mutations de GPR143 sont la cause de 1’albinisme
oculaire de type 1, une condition qui affecte gravement l'acuité visuelle chez les humains
(Shen et coll., 2001; Palmisano et coll., 2008 et Fukuda et coll., 2015). Les récepteurs de D.
discoideum de I’AMP cyclique sont bien étudiés et sont connus pour étre impliqués dans le

développement de D. discoideum.

1.2.3 Role des protéines G hétérotrimériques dans la signalisation
cellulaire

Les protéines G hétérotrimériques jouent un role essentiel en tant que commutateurs
moléculaires responsables de transformer le signal induit en cascades de signalisation
intracellulaire par les voies de signalisation du RCPG (Figure 1.1) (Oldham et coll., 2008). Les
protéines G hétérotrimériques sont composées de trois sous-unités o, 3, et y. Ces protéines
existent normalement dans un état actif/inactif de Ga-PIB 1i¢ aux sous-unités Gy (Oldham et
coll., 2006 et Johnston et coll., 2007). L'activation d'un GPCR par stimuli (ligand)
extracellulaires induit un changement de conformation des sous-unités Gafy du récepteur ce
qui résulte a la communication avec le PIB et la liaison de GTP par Go.. La liaison de GTP a la
sous-unité Go induit des changements de conformation avec les trois segments souples de Ga.,

appelés les régions "switch" (I-III), et ce complexe hétérotrimérique la déstabilise conduisant a
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la dissociation de GBy (Oldham et coll., 2007 et Johnston et coll., 2007). Cela permet a la fois
a la Go GTP liée et la GPy dissociée de réguler davantage les molécules effectrices en aval et
de moduler divers aspects de la physiologie cellulaire (Koelle et coll., 2006). Ce systeme
revient a son état actif/inactif lors de 1'hydrolyse intrinséque de GTP au PIB par la sous-unité
Go (Kleuss et al 1994), et ce processus est probablement renforcé par le régulateur de la
signalisation des protéines G (RGS) qui interagit avec la sous-unité Go. (Hollinger et coll.,
2002 and De Vries et coll., 2000). Apres la libération de GTP, le PIB li¢ a Gaest prét a
s’associer avec les sous-unités GBy formant un complexe hétérotrimere inactif de protéines G

pour lancer une nouvelle fois le cycle de la protéine G (Oldham et coll., 2008).

En ce qui concerne la structure des sous-unités protéiques G, la sous-unité¢ Go, est la
plus grande des trois sous-unités et contient un domaine de GTPase toute alpha hélicoidale
(Sprang et coll., 1997 et Oldham et coll., 2006). Le domaine GTPase contient une poche de
liaison nucléotidique. Ce domaine est également caractérisé par la présence de trois boucles
souples, nommées les commutateurs I, II et III (Noel et coll., 1993 et Lambright et coll.,
1994). La sous-unité G est caractérisée par sept répétitions de séquences et ces sept segments
individuels forment un B : la structure de 1'hélice (Wall et coll., 1995 et Sondek et coll., 1996).
La plus petite sous-unité Gy contient deux régions a-hélicoidales reliées par une boucle, et ils
forment une interaction superhélice avec l'extrémité N-terminal GB (Wall et coll., 1995 et
Sondek et coll., 1996). Le Gf et Gy forment un dimeére fort GBy qui ne peut se dissocier que

dans des conditions dénaturantes.

En dépit de la taille, de la diversité de la superfamille des RCPGs et de leur capacité

de sentir un large éventail de signaux extracellulaires, ces récepteurs interagissent avec,
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relativement, un petit nombre de protéines G pour lancer la cascade de signalisation
intracellulaire (Wettschureck et coll., 2005 et Oldham et coll., 2006). Par exemple, le génome
humain contient environ 800 RGPGs, mais seulement 16 Go, cinq G et 12 génes Gy
(Downes et coll., 1999; Hurowitz et coll., 2000 et Wettschureck et coll., 2005). Ce répertoire
limité de protéines G, cependant, forme un large éventail de complexes hétérotrimere Goapy,
car plusieurs combinaisons de dimeres GBy sont capables d'interagir avec la méme protéine
Ga. Sur la base de 1'homologie de séquence et le regroupement phylogénétique, il existe
différentes familles de protéines G (Downes et coll., 1999; Hurowitz et coll., 2000). La sous-
unité Gou est généralement classée en quatre catégories principales (Goijo, Gos, Gog; et
Gauo3), et chacune de ces classes est constituée de deux a quatre génes (Wilkie et coll.,
1992). Récemment, une cinquiéme classe de Go a été identifiée dans les poissons et les
invertébrés (Oka et coll., 2009 et Oka et coll., 2009°). Les génes des sous-unités GB dans les
génomes de mammiféres peuvent étre classés en cinq grandes familles de génes (GNJ 1-5).
Les séquences de GNP1-4 sont hautement conservées, tandis que GNBS5 est divergente
(Wilkie et coll., 1992 et Hildebrandt et coll., 1997). La sous-unité Gy est la plus petite des
trois sous-unités d'une longueur de séquence de protéine d’environ 65 a 75 acides aminés.
Chez les humains, il existe 12 génes qui codent pour les séquences de protéines de la sous-
unité Gy et ils varient considérablement les uns des autres, a 1'exception de trois génes qui
constituent la famille de transducine (GNG11, GNGTI1, et GNGT2) (Downes et coll., 1999;

Hurowitz et coll., 2000).
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Figure 1.1 Représentation schématique des composantes du RCPG

Abbreviations: GPCR, G protein-coupled receptor; cAMP, cyclic-adenosine monophosphate; DAG,
diacylglycerol; IP3, Inositol trisphosphate; ERK, extracellular signal-regulated kinase; JNK, c-Jun N-
terminal kinase; RhoA, Ras homolog gene family, member A; p38, p38 member of the mitogen-
activated protein kinase family; P13K, phosphoinositide 3-kinase. (Tirée de Leyva-Illades et coll.,
2013)

Dans cette thése, nous nous concentrons sur la distribution et le role dans le guidage
axonal des cellules ganglionnaires de la rétine au cours du développement du systéme visuel,
de trois récepteurs de la superfamille des protéines transmembranaires intégrale et a-
hélicoidale: Les récepteurs couplés aux protéines G (GPRS55, GPRI1 et GPR99) comme étant
des cibles pharmacologiques potentielles lors du développement et la régénération du systéme

nerveux central.
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1.3 GPRSS, GPR91 et GPR99

1.3.1 GPRSS

1.3.1.1 Structure

Le clonage du GPR55 humain a été effectué initialement en 1999 ou il a été décrit
comme un RCPG d'introns classiques, localisé sur le chromosome 2q37. Le GPRSS5 est une
protéine intégrée a la membrane cellulaire qui se compose de 319 acides aminés et qui partage
avec d'autres RCPGs la caractéristique de sept domaines transmembranaires et la plupart des
autres motifs connus d'acides aminés (Figure 1.2). Phylogénétiquement, GPRSS5 appartient au
groupe des purines 6 de la famille des rhodopsines qui comprend des récepteurs pour les
nucléotides adénosine et uridine, ainsi que d’autres récepteurs orphelins (Fredriksson et coll.,
2003 et Oh et coll., 2006). Il affiche une homologie limitée de séquence d'acides aminés avec
GPR23 (30%), P2YS5 (29%), GPR35 (27%) et CCR4 (23%), les homologies avec les
récepteurs CB1 (13%) et CB2 (14%) étant beaucoup plus faibles (Sawzdargo et coll., 1999).
Récemment, une ¢étude de modélisation d'homologie sur la structure et le profil
pharmacologique de GPR55 a permis de mieux comprendre la structure tridimensionnelle du
récepteur ainsi que les sites de liaisons de ses ligands. Le modéle d'homologie 3D de GPR55 a
¢té construit et analysé en se basant sur la structure cristalline du récepteur A, de 1'adénosine
et les interactions ligands-protéine de plusieurs composés considérés comme ligands de
GPR55. A la lumiére des résultats, Elbegdorj et coll., ont rapporté que la plupart des ligands se
lient au niveau du domaine transmembranaire supérieur commun du modele GPRSS5. De plus,
les liaisons hydrogeénes et les interactions hydrophobes contribuent a la reconnaissance des

ligands (Elbegdorj et coll., 2013). En 1'absence de toutes les données structurales concernant
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GPRSS5, ce modele comparatif représente une validation indirecte de la structure de GPRS5 qui
permet de développer des composés sélectifs capables de mieux atteindre les cibles
thérapeutiques de GPRSS5, d’expliquer sa pharmacologie ¢énigmatique et ses roles

physiologiques.
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Figure 1.2 Représentation hélicoidale du récepteur GPRS5 humain.

(Tirée de haleli et coll., 2010)

1.3.1.2 Distribution
Le profil d'expression de GPR55 dans les tissus provient principalement des études
utilisant 1'analyse par transfert de Northern ou les réactions quantitatives de polymérase en

chaine pour détecter le récepteur.

Des niveaux ¢élevés de transcrits d ARNm GPRS55 humains ont été trouvés dans les
régions du cerveau impliquées dans le controle de la mémoire, 1'apprentissage et les fonctions

motrices, telles que le striatum dorsal, le noyau caudé et putamen, et dans plusieurs tissus
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périphériques, y compris l'iléon, les testicules, la rate, les amygdales, la poitrine et le tissu
adipeux épiploique (Brown et coll.,2007 et Sawzdargo et coll., 1999), ainsi que dans des

lignées de cellules endothéliales (Waldeck-Weiermair et coll., 2008).

L'ARNm de GPRS55 a également été détecté dans d'autres régions du cerveau (cortex
frontal, I'hippocampe, les noyaux thalamiques, les régions du cerveau comme le tronc cérébral
et le mésencéphale) et dans les tissus périphériques chez le rat et la souris. En effet, un niveau
¢levé d’expression de 'ARNm de GPR55 a été trouvé dans les ilots pancréatiques, et
I’expression de la protéine dans les cellules  sécrétant de l'insuline (Romero-Zerbo et coll.,
2009) aussi, dans le duodénum, le jéjunum, I'iléon et le cdlon des rongeurs (Brown et coll.,

2007; Ryberg et coll. 2007; Schicho et coll 2011 et Lin et coll, 2011).

On le trouve aussi dans les muqueuses et des préparations longitudinales de plexus
myentérique du coOlon, ce qui suggere qu'il est présent dans les deux cellules épithéliales
gastro-intestinales et les neurones entériques (Lin et coll., 2011). L’expression de GPR55 a été
démontrée dans les ostéoblastes et les ostéoclastes humains et de souris (Whyte et coll., 2009),
dans les cellules du systéme immunitaire (Balenga et coll., 2009). L'expression de ’ARNm et
de la protéine GPRS55 a été observée chez I’humain dans des lignées de cellules cancéreuses de
'ovaire (OVCAR3 et A2780) et de la prostate (PC-3 et DU145) (Pifieiro et coll., 2011). Ils ont
¢été détectés aussi dans la lignée cellulaire de cancer du sein humain hautement métastatique
MDA-MB-231 (Ford et coll., 2010). Un lien a été établi entre les niveaux de GPRS55 ¢€levés et
des stages avancés de l'adénocarcinome pancréatique et d’autres glioblastomes humains
(Andradas et coll., 2011). De méme, des études récentes ont montré que GPRSS5 est régulé
positivement dans les tumeurs de la peau humaine et d’autres carcinomes spino-cellulaires

(Pérez-Gomez et coll., 2013). L'expression de GPRS55 a également été signalée dans les lignes
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cellulaires lymphoblastoides, les astrocytomes humain, les mélanomes et le lymphoblastome B
(Oka et coll., 2010 et Andradas et coll., 2011), dans les neurones primaires sensoriels en

culture de souris ainsi que dans la rétine du singe vervet (Lauckner et coll., 2008 et Bouskila et

coll., 2013).

1.3.1.3 Pharmacologie et voies de signalisations

Aprés son clonage, la liaison de certains cannabinoides radiomarqués, y compris CP
55940, SR141617 et AM251, mais pas WIN55212-2, a des membranes de cellules HEK-293
surexprimant GPR55 (Wise et coll., 2001; Drmota et coll., 2004; Henstridge et coll., 2009;
Kapur et coll., 2009), a conduit a spéculer que GPRS55 pourrait étre le troisiéme récepteur
cannabinoide (CBR3). Par la suite, plusieurs études ont concentré leurs intéréts a mieux
définir le lien entre GPR55 et ses ligands afin de caractériser la signalisation de GPRS5S5. Les
molécules ciblant GPR55 peuvent étre regroupées en deux catégories principales: les ligands
actifs sur les récepteurs CBR1 et CBR2 (naturels (endogeénes / dérivés de plante) et
synthétiques) et les ligands inactifs sur les deux récepteurs cannabinoides. Ce dernier groupe

comprend lui aussi les deux sous-groupes de ligands naturels et synthétiques (Gasperi et coll.,

2013).

Le premier groupe comprend: les endocannabinoides (AEA, 2-AG, virodhamine,
I'éther noladin) et leurs congéneres (PEA et OEA), identifiés comme agonistes de GPRS55
(Lauckner et coll., 2008; Drmota et coll., 2004; Ryberg et coll. 2007; Waldeck-Weiermair et
coll., 2007); les phytocannabinoides, comme A9-THC, capable d'activer GPR55 (Lauckner et
coll., 2008 et Ryberg et coll. 2007); les agonistes synthétiques de CB1 et CB2, y compris CP

55940, qui active ou inhibe l'activit¢ de GPR55 (Wise et coll., 2001; Drmota et coll., 2004 et
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Ryberg et coll. 2007) les antagonistes / les agonistes inverses synthétiques de CB1, comme
SR141716 (un agoniste de GPRS55 / antagoniste de CB1), et AM251 (un agoniste du GPRS55)
(Ryberg et coll. 2007; Lauckner et coll., 2008; Kapur et coll., 2009 et Yin et coll. 2009); les
agonistes synthétiques de CB2 (JHWO015, un agoniste de GPR55) (Drmota et coll., 2004 et

Lauckner et coll., 2008).

Le deuxiéme groupe comprend: le phytocannabinoide non psychoactif CBD, un
antagoniste de GPR55 (Drmota et coll., 2004; Kapur et coll., 2009; Ryberg et coll. 2007 et
Lauckner et coll., 2008); les analogues synthétiques du CBD, tels que ABN-CBD et O-1602
(deux agonistes de GPR55) (Drmota et coll., 2004; Ryberg et coll. 2007; Ohns et coll. 2007 et
Lauckner et coll., 2008); le lysophosphatidylinositol (LPI), un lysophospholipide acide dérivé
du phosphatidylinositol, qui active efficacement GPR55 et dont le LPI contenant le 2-

arachidonoyl représente un ligand naturel de ce récepteur (Oka et coll. 2007 et 2009).

Malgré la pharmacologie controversée de GPRSS, autant de ligands, de types
cellulaires et des résultats incompatibles (Ross et coll., 2009), plusieurs approches ont été
utilisées afin d'étudier la signalisation dépendante de GPRS5S5. Par exemple, les ligands
mentionnés ci-dessus ont été testés pour leur capacité a activer des protéines G monomeres
hétérotrimériques, 2 moduler la libération du calcium et a induire la phosphorylation de
kinases spécifiques (Gasperi et coll.,, 2013). Les résultats ont montré une pharmacologie
complexe de GPRS55 étant donné que les voies de signalisation activées par GPR55 pourraient

varier de maniere dépendante de I’hote et du ligand (Ross et coll. 2009).

Le couplage de GPRS55 aux protéines G a été confirmé par l'utilisation d’AbnCBD et

son analogue structurel, O-1602 tous deux capables de stimuler la liaison [*°S] GTPyS avec un
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ECso de 2,5 nM et 13 uM, respectivement. L implication des protéines G dans l'activité de
GPRS5 a également été rapportée par Oka et ses collegues (Oka et coll. 2007), qui ont montré
que le LPI de fagon dose-dépendante stimule la liaison de [*>S] GTPYS aux membranes
cellulaires exprimant GPR55. L’utilisation de peptides spécifiques de blocage Gas et Gad,
ainsi que des inhibiteurs de chaque sous-type de protéines G a permis de démontrer

I’association de GPR55 a Go, /13 et Gog (Ryberg et coll. 2007).

D’autres résultats font un lien entre le GPRSS5 et les endocannabinoides. Par exemple,
l'activation de GPRS5 par 'AEA augmente le niveau de phosphorylation ERK dans les
cellules endothéliales (Waldeck-Weiermair et coll., 2008). La signalisation en aval du GPR55
reste a étre totalement €lucidée; cependant, il est connu que GPRS5 utilise Gal3 pour la
transduction du signal et active PLC, RhoA, ROCK, la protéine kinase ERK, p38 mitogen
activé, et libére du Ca®" ce qui peut induire des facteurs de transcription en aval tels que
NFAT, NF-kB, CREB, et ATF2 (Lauckner et coll. 2008; Kapur et coll. 2009; Henstridge et

coll. 2009; Oka et coll. 2010 et Henstridge et coll. 2010).

Gaq ou Goy; activent les petites GTPases, y compris RhoA, Racl et Cdc42. De
maniere cohérente 'AEA, LPI et O-1602, a des ECs respectives de 3, 13 et 75 nM, ont été en
mesure d'activer ces petites protéines G dans plusieurs lignées cellulaires, y compris de
manicre transitoire dans des cellules HEK 293 transfectées par GPRS5S, des neurones
ganglionnaires de la racine dorsale, des ostéoclastes, des cellules du cancer de la prostate et du
cancer de l'ovaire (Ryberg et coll. 2007; Lauckner et coll. 2008; Whyte et coll., 2009 et
Pificiro et coll., 2011). Bien que les voies de signalisation de RhoA et du Ca*" soient

classiquement distinctes, Henstridge et ses collaborateurs (Henstridge et coll. 2009) ont

23



démontré que GPR55 déclenche la mobilisation de Ca®* des réserves intracellulaires par une
Gouis dépendante de I’activation de RhoA, qui a son tour augmente ’activation du facteur de

transcription NFAT (Gasperi et coll., 2013).

Parmi les effecteurs en aval de GPRS5S5, on retrouve également les kinases spécifiques,
telles que ERK, PKB / Akt et p38 MAPK. Par exemple, LPI et O-1602 activent ERK dans les
ostéoclastes et les cellules surexprimant GPR55 (Oka et coll. 2007 et Whyte et coll., 2009), et
augmentent les niveaux de phospho-ERK dans les cellules PC12 traitées a l'aide du LPI
(Obara et coll. 2011). De méme, sur des cellules de cancer ovarien et de la prostate, le
traitement avec le LPI augmente a la fois la phosphorylation d’AKT et d’ERK (Pifeiro et coll.,
2011). Enfin, il a été rapporté qu’ AEA et O-1602 augmentent 'activit¢ de JNK dans la lignée
cellulaire Mz-chA-1 du cholangiocarcinome humain, a travers un mécanisme dépendant du

GPR55 (Huang et coll., 2011).

1.3.1.4 Roles physiologiques

Le systeme nerveux central (SNC)

Rares sont les études sur les effets de GPRSS5 sur le comportement et la physiologie
neuronale. Dans le cerveau humain, ' ARNm de GPRS55 a été trouvé dans le noyau caudé et le
putamen. L’abondance de GPR55 dans les noyaux gris centraux suggere un possible role dans
le contrdle du mouvement. L’expression de GPR55 dans les tissus de souris a révélé l'ordre
d'expression suivant: cortex frontal> striatum> hypothalamus> tronc cérébral> cervelet =
hippocampe> moelle épiniére. En utilisant 1'immunohistochimie Lauckner et coll., ont
démontré la présence de GPRS5 dans les neurones de la racine dorsale du ganglion (DRG) ce

qui possiblement les impliquerait dans la proprioception (Lauckner et coll., 2008). Cependant,
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ces neurones peuvent aussi étre recrutés pour des fonctions nociceptives dans certains états
douloureux chroniques (Neumann et coll., 1996 et Ruscheweyh et coll. 2007). Donc leur réelle

fonction au niveau des DRGs reste a étre confirmée.

De nouvelles preuves soutiennent un role de GPRS5 dans l'amélioration de
I’excitabilité neuronale (Lauckner et coll., 2008; Jensen et al 2011 et Sylantyev et coll., 2011).
Comparé a la souris gpr55 KO ou I’effet est absent, une variété d'agonistes, y compris LPI
stimulent GPRS55, provoquant une libération lente de calcium des réserves intracellulaires.
L’augmentation transitoire de la probabilité de libération au niveau des synapses individuelles
CA3-CALl suite a l‘activation de GPRS5 dévoile le role de GPRS5 dans la signalisation des

circuits synaptiques du cerveau (Sylantyev et coll., 2013).

Enfin, Wu et al ont effectué une caractérisation détaillée des souris gpr55 knock-out en
utilisant  différents  tests = moléculaires, anatomiques, ¢électrophysiologiques et
comportementaux. Selon les résultats obtenus, ils suggérent que GPR5S5 joue un role important
dans la coordination motrice. Les souris gpr55 knockout ont montré de la faiblesse dans la
coordination des taches nécessitant des réponses motrices plus difficiles (Wu et coll., 2013).
Malgré ces avancées sur le role de GPRSS, d'autres études sont nécessaires pour évaluer

pleinement son importance dans le systéme nerveux central.

Le systeme vasculaire

Le role de GPR55 dans le systétme vasculaire a ét¢ déterminé par des évidences
indirectes de sa présence ou de I’effet de ses ligands. Les cellules endothéliales peuvent
réguler I’action proangiogénique médiée par GPRS5 a travers la libération autocrine de LPI

suite a I’hydrolyse intracellulaire des lipides par la phospholipase A2 (PLA2). L’inactivation
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génétique de GPR5S5 dans les cellules endothéliales microvasculaires primaires de 1’épiderme
humain induit une décroissance de 1’angiogenése, ce qui suggere la présence d’agonistes
endogenes de GPRS55 (Zhang et coll., 2010). L’anandamide peut étre libérée par les cellules
endothéliales vasculaires : dans les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine, elle
augmente la libération de Ca*" (Waldeck-Weiermair et coll., 2008). Des études sur le systéme
cardiovasculaire par les chercheurs d’Astra Zeneca ont montré une hypertension significative
chez I’animal gpr55 KO. De plus, O-1602 exerce un effet hypotensif en fonction de la dose
administrée aux rats. Cet effet est bloqué en présence du CBD, un antagoniste de GPR55
(Greasley et coll., 2008). Cependant selon des chercheurs de GlaxoSmithKline, la souris ayant
le géne codant pour GPR55 muté présente une pression sanguine et une fréquence cardiaque
similaires a celles de la souris de souche sauvage. De plus, ’effet de bradycardie induit par

Abn-CBD est similaire chez les deux souches (Jhons et coll., 2007).

L’inflammation

Des expériences réalisées chez des souris déficientes en GPR55 ont montré qu'il joue
¢galement un role dans la douleur neuropathique. Ces souris KO étaient trés résistantes a
I’hyperalgésie mécanique provoquée par 1) l'adjuvant complet de Freund qui induit
l'inflammation ou 2) par la ligature partielle du nerf. Le profilage aux cytokines des souris KO
a montré des différences par rapport aux souris de souche sauvage, ce qui peut expliquer le
manque d'hyperalgésie mécanique inflammatoire (Staton et coll., 2008). GPR55 est exprimé
dans les cellules du systéme immunitaire. Des études récentes suggerent que GPRS5 régule la
fonction CB2 dans les neutrophiles humains. La coactivation du GPRS55 par le LPI et CB2 par
le 2-AG a conduit a une migration accrue des neutrophiles et une polarisation de leur

morphologie, alors que 2-AG seul seulement montre une ¢longation des neutrophiles
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(Kurihara et coll., 2006 et Balenga et coll., 2011). Un effet protecteur de I’agoniste de GPR55
dans l'inflammation intestinale a également été suggéré dans un modele de colite induite par le
sulfate de sodium (Schicho et coll., 2011). Dans un mod¢le murin de pancréatite aigué (AP),
l'administration d'O-1602, un agoniste de GPRS5S5, a amélioré les changements pathologiques
de la souris avec AP et a diminué les niveaux de l'interleukine 6 et des niveaux alpha de la

nécrose tumorale, ce qui suggere I’effet anti-inflammatoire d’O-1602 (Li et coll., 2013).

La formation des os

Les ostéoblastes et les ostéoclastes humains et murins expriment GPRS5. L'expression
de GPRS5S5 est plus élevée dans les ostéoclastes humains que dans les progénitures de
macrophages. O-1602 et LPI inhibent la formation des ostéoclastes de la souris, stimulent leur
polarisation et augmente la réabsorption du calcium. Ces effets ne sont pas observés dans les
macrophages isolés de souris gpr55 KO. Malgré que la formation osseuse ne soit pas affectée,
les souris gpr55 KO ont une masse osseuse augmentée (Whyte et coll., 2009). Ces
observations suggerent que GPR55 peut jouer un role dans la physiologie osseuse par la

régulation du nombre et de la fonction des ostéoclastes.

Le pancréas

L’ARNm de GPRS55 est exprimé dans les 1lots pancréatiques a des niveaux trés élevés.
La présence de la protéine a été démontrée seulement dans les cellules  sécrétant I'insuline.
L'activation de GPRS55 avec O-1602, un agoniste, a entrainé 'augmentation de la libération de
Ca”" et de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose. Le taux d’insuline est réduit chez les

souris gpr55 KO. En outre, des expériences in vivo ont montré que l'activation du GPRS55
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augmente les niveaux de tolérance au glucose et a l'insuline plasmatique (Romero-Zerbo et

coll., 2011). Ces données suggerent un possible role de GPRS5 dans 'homéostasie du glucose.

Le systéeme gastro-intestinal

GPRSS5 a été détectée par immunohistochimie dans les neurones entériques de 1'illéon
du rat en plus des diverses structures de I’intestin énumérées ci-dessus (distribution du
récepteur). L’expression de GPRS5 était plus élevée chez les rats traités avec un
lipopolysaccharide. Ceci indique a la fois un role potentiel dans la réponse de l'intestin a
l'inflammation et la capacité d’O-1602 a réduire les contractions spontanées de 1'iléon de rat,

mais pas celles du colon ou du jéjunum (Schicho et coll., 2011).

Le cancer humain

Les cellules néoplasiques sont souvent détournées de leur fonction physiologique
normale pour survivre, proliférer, échapper au systéme immunitaire, induire 1'angiogenese et
ainsi promouvoir l'invasion cellulaire et les métastases. L'expression aberrante et la mutation
de nombreux GPCRs ont été liées a divers cancers (Dorsam et coll., 2007). LPI, un ligand
endogene de GPRS5S5, est maintenant reconnu comme sécrété par les fibroblastes, les cellules
cancéreuses ¢épithéliales et des cellules transformées de la thyroide, ce qui conduit a des effets
mitogeénes (Falasca et coll., 1994 et 1998). En effet, les patientes atteintes du cancer de 1'ovaire
ont des niveaux plasmatiques augmentés de LPI par rapport aux témoins sains (Xiao et coll.,
2000). Sachant que le LPI est un puissant agoniste du GPRS55, de nombreuses études ont
¢valué le role de GPR55 dans le cancer. Le GPRS55 est ¢galement impliqué dans le
cholangiocarcinome qui résulte de la transformation néoplasique des cellules épithéliales qui

tapissent les voies biliaires.
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Avec l'identification de GPRSS5 en tant que récepteur a ’AEA, il est devenu possible
d'expliquer les effets apoptotiques de 1'AEA (Petitet et coll., 2006). L’AEA a un effet
suppresseur sur la croissance des cholangiocarcinomes a la fois in vitro et in vivo. La
diminution de l'expression de GPR55 empécherait l'action anti-proliférative de I'AEA. Les
effets suppressifs de la croissance en réponse a l'activation de GPR55 par AEA nécessitent
Gal2, activation de la kinase Jun N-terminal et la translocation subséquente de Fas dans les
structures de la bicouche lipidique. Ainsi, GPRS55 offre une cible potentielle pour la

conception d'agents chimiothérapeutiques.

Dans le cancer du sein, le traitement des cellules MDA-MB-231 a 1’aide de LPI
augmente considérablement la chimiotaxie cellulaire, et la transfection avec un petit ARN
interférant GPR55 (siRNA) bloque cette amélioration (Ford et coll., 2010). Les niveaux les
plus élevés du récepteur GPRS5 corrélent avec les tumeurs mammaires humaines avec le pire
pronostic. De plus, il y a une association entre les niveaux accrus de GPR55 et les index de
prolifération élevés, mais pas avec la taille des tumeurs ou métastases (Andradas et coll.,
2011). Une diminution de l'expression de GPR55 dans les cellules EVSA-T du cancer du sein
diminue la viabilité cellulaire et la phosphorylation d’ERK. A 1’opposé, la surexpression de
GPRS5 augmente la viabilité cellulaire et la phosphorylation d’ERK. Les effets prolifératifs
médiés par GPR55 sont considérés comme un résultat de l'activation des ERK et de

l'expression en aval de c-Fos.

Le traitement par LPI des cellules cancéreuses de 1’ovaire (OVCAR3 et A2780) ou de
la prostate (PC-3 et DU145) a induit une augmentation transitoire du Ca®" intracellulaire et de
la phosphorylation d’ERK et de la protéine kinase B (Akt). L’inhibition de I'expression de

GPRS55 par un siRNA spécifique inverse ces effets, ce qui suggere que les effets de LPI dans
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les cellules cancéreuses de 1'ovaire et de la prostate sont médiés par GPRS5S5. L'utilisation d'un
inhibiteur pharmacologique de ROCK a déterminé que la signalisation ROCK est impliquée
en aval du GPRS55 et en amont d’ERK. La régulation a la baisse de GPR55 inhibe également la
prolifération cellulaire indépendante du LPI exogene, ce qui suggere que ces cellules
cancéreuses liberent LPI et favorisent leur prolifération dans une boucle autocrine par

l'intermédiaire GPR55 (Pifieiro et coll., 2011).

L’expression accrue de GPRSS5 a été signalée lors de glioblastomes humains. Dans un
modele de xénogreffe de glioblastomes, la désactivation de GPRS55 diminue le nombre de
cellules prolifératrices dans la tumeur et ralentit sa croissance (Andradas et coll., 2011). La
présence de GPRS55 a également été signalée dans d’autres types de cancers comme
I’adénocarcinome canalaire du pancréas chez ’humain (Andradas et coll., 2011), les tumeurs
de la peau humaine, les carcinomes spinocellulaires dans les lignées de cellules
lymphoblastoides (Pérez-Gomez et coll., 2013), des astrocytomes humains, des mélanomes et

des lymphoblastomes B. (Oka et coll., 2010 et Andradas et coll., 2011).
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1.3.2 GPR91

1.3.2.1 Structure

Le récepteur a la protéine G-91 (GPRI1) de la famille des RCPG fonctionne comme un
récepteur pour le succinate, un intermédiaire du cycle de Krebs. Le récepteur GPR91 chez
I’humain porte le symbole génétique gpr91, il est localisé sur le chromosome 3q24-3q25.1.
Pour la souris et le rat, le récepteur est identifié génétiquement GPR9! et se localise sur les
chromosomes 3 D et 2q31 respectivement. Selon les bases de données du NCBI (National
Center for Biotechnology Information), le GPR91 humain (Acc. No. EAW78789) code pour
une protéine de 334 acides aminés avec un résidu méthionine en position 5 dans cette
séquence. L'analyse de Kozak sur cette séquence a converti la seconde méthionine en un site
de début réel, ce qui a entrainé un récepteur de 330 acides aminés (Wittenberger et coll.,
2001). Le degré d'homologie est élevé entre les séquences GPRI91 de I'humain, du rat (Acc.
No. NP_001001518) et de la souris (Acc. N ® NP _115776). La seule exception est l'extrémité
C-terminale qui est plus courte de 12 acides aminés chez les rongeurs. Il n’y a pas d’études
détaillées sur les effets de cette différence sur la signalisation de GPR91, mais il semble
qu’elle cause une légere diminution de la puissance du récepteur des rongeurs comparé au
GPR91 humain (He et coll., 2004). A I'heure actuelle, il est clair que GPR91 est un récepteur
de la membrane plasmique (He et coll., 2004; Robben et coll., 2009), ou il agit comme un
capteur pour le succinate extracellulaire. Comme tous les GPCRs, le GPRI1 a une extrémité
N-terminale extracellulaire qui contient une séquence consensus pour la N-glycosylation liée a
Asn4. Une deuxiéme séquence consensus pour la N-glycosylation est contenue dans la boucle

extracellulaire 2 a la position 164.
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GPRO1 est soumis au complexe de N-glycosylation (Robben et coll., 2009), mais le
role précis de cette modification post-traductionnelle reste a étre déterminé. Afin d'éviter la
signalisation prolongée, la plupart des RCPG sont soumis a une désensibilisation puis une
séquestration suivie par le recyclage ou la dégradation (Kohout et Lefkowitz, 2003). En effet,
dans les cellules HEK293, GPR91 peut étre internalisé dans endosomes / lysosomes lors d'une
stimulation avec le succinate (He et coll.,, 2004). En revanche, dans les cellules rénales
polarisées du rein canin Madin-Darby (MDCK), le succinate induit la désensibilisation
temporelle du récepteur, mais I’internalisation du récepteur n’est pas importante. Dans cette

optique, le lavage du succinate resensibilise rapidement le récepteur (Robben et coll., 2009).

1.3.2.2 Distribution

Chez I’humain, le gpr91 a été détecté dans les reins par Northern Blot (Wittenberger et
coll., 2001). Utilisant deux techniques différentes, la RT-PCR et le Western blot, Macaulay et
coll ont démontré la présence de gpr9/ dans les mégacaryocytes humains, les plaquettes, les
monocytes, les cellules T, les cellules B et les monocytes et son absence dans les granulocytes.
(Macaulay et coll., 2007). Ces résultats ont été¢ reproduits par Rubic et coll dans les CD
humaines immatures dérivées de monocytes (MoDCs), les macrophages, les lymphocytes T,
les cellules B exprimant gpr91 (Rubic et coll., 2008). Il a été détecté aussi dans les cellules
CD34+ souches hématopoiétiques, les mégacaryocytes, les cultures progénitrices érythroides,
les cultures de cellules stromales dérivées de la moelle osseuse humaine par RT-PCR et par
immunotransfert (Hakak et coll., 2009), les cellules de la membrane apicale de la macula
densa par immunohistochimie (Vargas et coll., 2009) et les plaquettes humaines par RT-PCR,
western blot et immunofluorescence (Aguiar et coll,, 2010). Cependant, aucune des

transcriptions de gpr9l n’a été détectée dans le cerveau lorsqu'il est étudi¢ par analyse par
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transfert de Northern (Cantagrel et coll., 2004). GPR91 est fonctionnellement exprimé par les
cellules dendritiques immatures apres différenciation des monocytes et il est régulé a la baisse
apres la maturation des cellules dendritiques (Rubic et coll., 2008). Gpr91 est surexprimé dans
les cellules progénitrices hématopoiétiques précoces et a un stade avancé (Hakak et coll.,

2009).

Chez la souris, gpr91 a été détecté dans les reins par Northern Blot (Wittenberger et
coll., 2001) et dans la région corticale du rein, y compris les tubules proximaux, les tubules
distaux et I’appareil juxtaglomérulaire par hybridation in situ (He et coll., 2004). Aussi, des
analyses par RT-PCR révélent la présence de gpr9/ dans les adipocytes isolés, le tissus
adipeux blanc, le foie, la rate, la vésicule biliaire, la veine cave, la peau, la rate, la thyroide, les
cellules endothéliales vasculaires dans l'artériole afférente et le glomérule (He et coll., 2004;
Regard et coll., 2008 et Hakak et coll., 2009). Par contre, aucune transcription de ce récepteur
n’a été détectée dans les cellules musculaires lisses et la cellule juxtaglomérulaire (Toma et
coll., 2008). Enfin par hybridation in situ et immunohistochimie, gpr9/ a été détecté dans la
membrane apicale de 1’épithélium pigmentaire rétinien, dans les corps cellulaires de la couche
de cellules ganglionnaires de la rétine et dans les cellules de la couche nucléaire interne de la

rétine externe (Gnana-Prakasam et coll., 2011).

Les transcriptions de Sunrl n'ont pas été détectés dans les hépatocytes, les cellules de
Kiippfer, les cholangiocytes, les cellules endothéliales sinusoidales et les fibroblastes chez le
rat par immunofluorescence et RT-PCR (Correa et coll., 2007). Aucune expression de gpr91
n’a ét¢ détectée dans les cellules juxtaglomérulaires du rat par immunohistochimie (Toma et
coll., 2008 et Vargas et coll., 2009). Récemment, une étude a révélé que le sunri est exprimé

dans les cardiomyocytes ventriculaires du rat et a la suite du traitement au succinate, les taux

33



de Ca™ transitoires et l'apoptose sont augmentés, ce qui pourrait les impliquer dans

I'hypertrophie cardiaque (Aguiar et coll., 2010).

1.3.2.3 Pharmacologie et voies de signalisation

L’expression dans un grand nombre de tissus et dans une multitude de types cellulaires
de gpr91 suggere un mécanisme de signalisation hautement spécifique en aval de 1'activation
de GPRO1. En effet, dans des lignées de cellules rénales, comme HEK293 et MDCK, les voies
de signalisation de GPR91 impliquent Gq et Gi. Qui a leur tour, induisent la mobilisation du
calcium intracellulaire, I’augmentation de I’accumulation de 1’inositol phosphate, 1’activation
de ERK1/2 et I’inhibition de l'accumulation d'AMPc¢ d'une maniére dépendante de la dose (He
et coll.,, 2004). Une signalisation en aval similaire a été identifiée dans les adipocytes
exprimant gpr91. Le succinate inhibe la lipolyse par un mécanisme dépendant de la toxine
pertussique. Ceci implique une protéine Gi/o dans la signalisation GPR91 (Regard et coll.,
2008). De méme, dans des cellules progénitrices hématopoiétiques, le GPRI1 activé agit via la
protéine Gi/o pour induire la prolifération cellulaire par l'intermédiaire de I'ERK1/2 (Hakak et

coll., 2009).

Bien que l'identité des protéines G associées reste a ¢lucider dans les cellules DCs,
GPROI1 agit en synergie avec les récepteurs Toll via l'activation d’ERK1/2 (Rubic et coll.,
2008). Dans les myocytes cardiaques, la stimulation de GPR91 par le succinate entraine une
augmentation de l'activité PKA qui déclenche le passage du calcium intracellulaire. De plus,
l'activation du GPRI1 affecte la hauteur de pic maximal et la fréquence des passages
calciques. L'apoptose induite par le succinate observé dans les myocytes cardiaques est

probablement orchestrée par cette combinaison de I'activation de la PKA et de 1’augmentation
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des niveaux de calcium intracellulaire (Aguiar et coll., 2010). L'activation de la voie de PKA
suggere une signalisation par la voie Gs/AMPc de GPR91. En effet, cette voie est également
impliquée dans l'activation des plaquettes médiée par GPR91 (Hogberg et coll., 2011).
Contrairement aux adipocytes ou aux cellules rénales, I'administration de succinate dans les
cellules étoilées du foie n'a pas réussi a induire uneréponse du Ca® * intracellulaire, ni a
diminuer les taux d'AMPc basaux ou induits par la forskoline ou d'augmenter les taux d'AMPc

par lui-méme (Correa et coll., 2007).

En plus des voies intracellulaires, le GPR91 est un initiateur important de la
transactivation des signaux en induisant la libération de facteurs extracellulaires ou
d'hormones. L'activation du GPR91 augmente la libération intracellulaire de l'acide
arachidonique via la cyclooxygénase (COX)-2. Ceci conduit a la production et la libération de
la prostaglandine E2 (Robben et coll., 2009) qui par conséquent va transactiver les récepteurs

sur les cellules granulaires EP2 et/ou EP4 (Toma et al, 2008 et Vargas et al, 2009).

Dans I'eeil, l'activation GPR91 libére le VEGF et d'autres facteurs angiogéniques
(Sapieha et coll., 2008). Pendant une longue période, la production de VEGF a été liée a
'augmentation des niveaux intracellulaires de succinate qui conduisent a la stabilisation du
facteur d'induction de I'hypoxie (HIFla) (Taylor, 2008). Fait intéressant, le succinate
extracellulaire via son récepteur déclenche l'expression et la libération accrue de VEGF dans
des conditions hypoxiques indépendamment de HIF1a (Sapieha et coll., 2008). Ceci présente
une nouvelle analyse critique du role des HIF1a dans les réponses adaptatives des tissus dans
des conditions hypoxiques cellulaires ou tissulaires avec possibilité¢ de la régulation de ses

actions, en partie, par le GPR91.

35



1.3.2.4 Roles physiologiques

Le récepteur GPRI1 est un détecteur des perturbations dans I'équilibre énergétique du
corps. Lorsque le corps est dans un état d’hypoglycémie, des hormones telles que le glucagon
déclenchent la dégradation des triglycérides en acides gras libres pour la production d'énergie
par les adipocytes du tissu adipeux blanc. Dans les adipocytes GPR91-positifs, le succinate
inhibe la lipolyse (Regard et coll., 2008) et peut donc empécher la libération des acides gras a
partir des adipocytes. Puisque des niveaux élevés de succinate se trouvent dans des modéles de
rongeurs pour le diabéte sucré et le syndrome métabolique (Sadagopan et coll., 2007; Toma et
coll., 2008), les niveaux de succinate ¢levés peuvent empécher la lipolyse dans des états ou les

molécules énergétiques telles que le glucose et les acides gras libres sont en abondance.

Le foie est essentiel pour réguler le métabolisme du corps en stockant des molécules
sources d’énergie telles que le glycogene, pour convertir ou faire la synthése des acides aminés
et des lipides et dégrader des composés toxiques. Dans le foie, le GPRI1 est exclusivement
exprimé dans les cellules hépatiques étoilées (HSC). L’application de l'ischémie dans un
modele de foie perfusé a augmenté les niveaux de succinate dans le perfusat de I'ordre de 14
fois a environ 1 mM (Correa et coll., 2007). Par ailleurs, les cellules HSC traitées avec du
succinate ont montré des niveaux accrus des marqueurs myofibroblastiques comparés aux
cellules témoins activés, indiquant que le succinate renforce 1’activation des cellules HSC de
maniére indépendante. Cependant, lors de l'activation des HSCs, l'expression du GPRII
diminue rapidement (Correa et al, 2007 et De Minicis et coll, 2007), ce qui suggere que le
GPRI1 sert de détecteur précoce de stress ou des I€sions hépatiques. Selon I’ensemble de ces

résultats la signalisation associée au GPRI1 joue un rdle dans I'amélioration de I'activation des
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cellules HSC pour restaurer les tissus endommagés dans le foie ischémique, mais peut

¢galement contribuer ainsi a la formation d'une fibrose.

Dans les cardiomyocytes, 'administration de succinate peut affecter la contraction des
cellules. Fait important, l'incubation prolongée de cardiomyocytes a forte concentration (10
mM) induit de l'apoptose (Aguiar et coll., 2010). Ainsi, le GPRI1 peut réguler I'apoptose dans

le cceur dans les états d'ischémie et d'hypoxie.

Il est maintenant évident que le GPRI1 est également exprimé dans les cellules
précurseurs hématopoiétiques et de multiples types de cellules sanguines et immunitaires
(Macaulay et coll, 2007 et Hakak et coll, 2009). Lorsqu'il est administré a des plaquettes, le
succinate potentialise leur activation et leur agrégation de maniere dose-dépendante
augmentant les taux d'agrégation par rapport aux témoins sans succinate (Macaulay et coll,
2007 et Hogberg et coll., 2011). Cela suggere un rdle pour le succinate dans
l'athérothrombose, dans lequel les niveaux de succinate peuvent é&tre augmentés
secondairement a une hypoxie locale. Dans les cellules progénitrices hématopoiétiques,
I’activation du GPR91 induit la prolifération des cellules et protege les cellules
érythroleucémiques de 1’apoptose. Ce qui explique 1’augmentation des niveaux
d'hémoglobine, de plaquettes et de neutrophiles lors de I'administration du succinate dans un
modele de souris de myélosuppression induite par la chimiothérapie (Hakak et coll., 2009).
L'administration de succinate peut étre potentiellement bénéfique pour les patients qui se

remettent d'une chimiothérapie.

Rubic et coll. (2008) ont détecté ' ARNm du GPRI1 dans des cellules dendritiques

immatures (DC), mais pas dans les monocytes, les lymphocytes B ou en T, ce qui suggere que
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l'expression de gpr9! est induite au cours du développent des monocytes en DC immatures.
Dans les DC immatures, le succinate stimule la migration des cellules d'une maniere
dépendante de la concentration, donc d’une fagon chimiotaxique. Des souris provoquées avec
la toxine tétanique accumulent des niveaux plus élevés de DC matures dans leurs ganglions
lymphatiques par rapport aux souris gpr91”". Des greffes de gpr91” montrent une amélioration

des résultats de transplantation de la peau (Rubic et coll., 2008).

Dans la rétine, GPR91 est principalement exprimé dans les corps cellulaires de la
couche des cellules ganglionnaires (CGRs) (Sapieha et coll., 2008). Pour étudier le role de
GPRO1 dans la rétine en développement, un siRNA du gpr9/ a été injecté dans 1'ceil de ratons
nouveau-nés, ce qui a diminué la vascularisation de la rétine au jour 4 aprés 1’injection par
rapport aux témoins. Dans cette optique, 1'injection du succinate a entrainé une augmentation
du nombre de vaisseaux dans la rétine, ce qui démontre clairement un rdle prolifératif de
GPROI1 dans la vascularisation rétinienne. GPR91 régule la croissance des vaisseaux par la
production et la libération d'hormones proangiogéniques. Ensemble, ces données ont révélé
que l'expression du GPR91 par les CGRs est essentielle pour une bonne vascularisation de
I'eeil. A cet égard, il a été suggéré que I'élévation des niveaux de succinate peut provoquer une
augmentation de la néovascularisation dans le diabéte sucré ou lors d'ischémie rétinienne,
conduisant a la rétinopathie (Rubic et coll., 2008). Le cas échéant, des inhibiteurs du GPR91
pourraient fournir un traitement potentiel. GPR91 est exprimé dans la membrane apicale de
I'épithélium pigmentaire rétinien (RPE). Sachant que le RPE exprime VEGF et I'excés des
niveaux de fer favorisent I'angiogenése, le role de GPR91 dans l'angiogenese dépendante du
fer a été évaluée dans des souris hfe’/ ", un modele d'hémochromatose héréditaire qui entraine

une augmentation de I'absorption du fer et son accumulation (Gnana-Prakasam et coll, 2011).
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En effet, I'expression de GPR91 dans toute la rétine et dans le RPE de souris Afe” est plus
¢levée par rapport aux animaux de souche sauvage. Ceci a également été observé dans une

lignée cellulaire humaine ARPE19 de I'EPR qui imite la carence en Hfe.

Dans le rein, les travaux récents du groupe Peti-Peterdi ont démontré la libération de
rénine de 1’appareil JGA via le GPRII situé dans la membrane luminale vasculaire (Toma et
coll., 2008) et dans la membrane apicale des cellules de la Macula Densa (Robben et coll.,
2009 et Vargas et coll, 2009). Selon des études de micro perfusion combinée a 1'imagerie en
direct de glomérules isolés, la perfusion avec un tampon induit la libération de rénine
contenant du succinate des cellules granulaires de 1’appareil JGA et induit, aussi, une
vasodilatation rapide de l'artériole afférente. Ces résultats suggerent un role central de GPR91
dans le développement de I'hyperfiltration glomérulaire et l'activation du systéme rénine-

angiotensine rénal.

De manicre analogue a l'induction d'hypertension a la suite d’'une administration de
succinate a des souris (He et coll., 2004), les taux plasmatiques de succinate sont élevés dans
plusieurs modeles de rongeurs avec hypertension et maladies métaboliques. Toutefois, dans le
sérum des patients hypertendus ou diabétiques, les niveaux de succinate étaient semblables a
ceux des témoins en bonne santé appariés pour I'dge (Sadagopan et coll., 2007). La cause de
cette différence entre les modéles de rongeurs et les patients reste a établir. Les mesures ci-
dessus indiquent que le succinate via le GPR91 peut jouer un réle dans le diabéte et le
syndrome métabolique. La relation entre le diabéte et l'hypertension a été également

démontrée en utilisant des souris gpr91 .
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La région JGA et tout le contenu rénal en rénine des souris diabétiques est élevé par
rapport aux témoins non diabétiques. La libération de rénine est stimulée par la perfusion de
l'artériole afférente (Toma et coll., 2008). La libération de rénine observée, combinée avec la
dilatation précitée de l'artériole afférente entrainant une hyperfiltration, sont des

caractéristiques de la néphropathie diabétique.

Aujourd'hui, il est bien établi que la production et la libération de rénine ne se limitent
plus a la région JGA. Les composants individuels du systéme rénine-angiotensine ont été
détectés tout au long du néphron (Rohrwasser et coll., 1999), ce qui a permis d’en éclaircir le
role (Suzaki et coll., 2006; Schweda et al, 2007 et Robben et al, 2009). Dans le rein des souris
diabétiques, l'activation du GPR91 dans le CD entralne une augmentation de la
phosphorylation des kinases extracellulaires 1 et 2 (ERK1/2), alors que cet effet est absent
chez les souris GPR91”". La phosphorylation soutenue d’ERK1/2 est associée 4 la prolifération
des cellules tubulaires et au développement de fibrose interstitielle tubulaire (Sakai et coll,
2005 et Steckelings et coll., 2009). Il a été proposé que GPRII1 jouerait un rdle dans le
développement de la fibrose dans la néphropathie diabétique et 1'hypertension induite par le

diabete (Peti-Peterdi et coll., 2008).
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1.3.3 GPR99

1.3.3.1 Structure

Le récepteur GPR99 (¢également appelé GPR80) codant pour une protéine de 337
acides aminés, est un récepteur orphelin couplé a la protéine G. Une recherche des récepteurs
nucléotidiques connus dans les bases de données génomiques humaines indique une
homologie de GPR99 avec la sous-famille des récepteurs P2Y nucléotidiques. Son activation,
par I'AMP et I'adénosine, augmente I'accumulation d'AMP cyclique et la mobilisation de Ca®
intracellulaire (Inbe et coll., 2004). GPR99 humain partage 36% d'acides aminés identiques
avec les deux récepteurs de I'ATP, P2Y1 et avec GPRI1. La séquence d'acides aminés de
GPR99 chez la souris est identique a 85% a celle de I’humain. Il y a une homologie de 33%
entre les deux récepteurs GPR91 et GPR99 de la souris. Le motif YXVTRPL qui est unique a
la sous-famille de P2Y1 et le motif HXX (R/K) qui se trouve dans tous les RCPG liant des
nucléotides sont conservés dans GPR99 de souris et d’humain. La conservation d’acides
aminés spécifiques dans GPR99 qui sont responsables de I’activation de GPR91 par le
succinate confere au récepteur GPR99 la possibilit¢é de lier les ligands de l'acide
dicarboxylique. En effet, a une concentration micromolaire élevée, le 2-oxoglutarate (o
cétoglutarate), un intermédiaire du cycle de l'acide citrique, active GPR99 via la voie médiée
par Gq (He et coll., 2004). Cette association de GPR99 avec I’a-cétoglutarate a été confirmée
a des valeurs de stimulations similaires dans un dosage avec B-arrestine (Southern et coll.,
2013). Le comité de nomenclature et classification des drogues (NC-IUPHAR) a identifié

GPR99 comme le récepteur de 1’oxoglutarate (Davenport et coll., 2013). Cependant, des
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données récentes classifient GPR99 comme un récepteur supplémentaire pour LTE4

(Kanaokaet coll, 2013).

1.3.3.2 Distribution

L’analyse par Northern Blot avec des tissus humains a révélé que I'ARNm de GPR99
est exprimé dans les reins et le placenta (Wittenberger et coll., 2004). A l'aide de la RT-PCR
quantitative, ' ARNm GPR99 humain a ¢ét¢ détecté de manic¢re prédominante dans la trachée,
les glandes salivaires, les reins, le cerveau feetal, les poumons et dans les mastocytes dérivés
du sang du cordon ombilical (Inbe et coll., 2004). Une analyse RT-PCR quantitative chez la
souris a révélé que 'ARNm de GPR99 est fortement exprimé dans les reins, les testicules et
les muscles lisses (He et coll., 2004). Cependant les transcrits du récepteur de 1’oxoglutarate
(OXGR1) n’ont pas été¢ détectés par Northern Blot dans les tissus cérébraux humains, y

compris le cortex frontal, le putamen caudé, le thalamus, I'hypothalamus et 'hippocampe (Lee

et coll.,2001).

1.3.3.3 Pharmacologie et voies de signalisations

L’internalisation du récepteur induite par le ligand est souvent caractéristique de
I’activation d’'un RCPG et de D’atténuation du signal (Von Zastrow et coll,, 1994). La
coloration par immunofluorescence de cellules exprimant GPR99 par He et al a révélé que le
récepteur GPR99 est localisé a la membrane plasmatique et que sa stimulation par le ligand
induit son internalisation. L’a-cétoglutarate stimule la formation du phosphate inositol d'une

manicre dépendante du GPR99. Cette activation du récepteur n'affecte pas les taux d'AMPc.
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La formation du phosphate inositol et le flux [Ca®"]; sont tous deux insensibles & la

toxine pertussique, ainsi GPR99 semble agir exclusivement par la voie médiée par Gq (He et
coll., 2004). Deux nouvelles voies de signalisation en aval des récepteurs de GPR99 ont été
identifiées (Ameh et coll., 2014). Tout d'abord, GPR99 forme un complexe moléculaire avec
TYK2, un régulateur en amont de facteurs prohypertrophiques, STAT1 et STAT3. La
surexpression de GPR99 dans les cardiomyocytes de rats nouveau-nés médiée par des
adénovirus réduit significativement la phosphorylation de TYK2 et STAT 1 et 3. Inversement,
cette voie est suractivée chez la souris gpr99”" aprés une constriction transversale aortique. De
plus, selon Ameh et ses collaborateurs, l'interaction de CSNS5 (le cinquiéme composant du
complexe signalosome COP9 des mammifeéres) avec GPR99 régule l'ubiquitination de
l'interféron des facteurs de régulation 5 (IRF5) et 8 (IRFS). Ces facteurs de régulation sont
reconnus comme facteurs prohypertrophiques. La surexpression de GPR99 augmente
I’ubiquitination des deux interférons IRF5 et IRF8; sa suppression réduit I’ubiquitination
d’IRF5/8. Ainsi GPR99 module la réponse cardiaque éventuellement, en régulant la voie

STAT et 'ubiquitination d'IRF.

La sous-unité béta de I’ATP synthétase (connue aussi sous le nom du complexe V de la chaine
de transport des ¢électrons de la mitochondrie) est identifiée comme une nouvelle protéine de
liaison de I’a-cétoglutarate. En utilisant une stratégie d'identification de cible a petites
molécules, Randall et ses collaborateurs ont montré que l’a-cétoglutarate inhibe I'ATP
synthétase. Ceci conduit a une concentration réduite d’ATP, une diminution de Ia
consommation d'oxygene, et une augmentation de I’autophagie dans les C. elegans et les

cellules de mammiféres. L’augmentation de la longévité des C.elegans par 1’a- cétoglutarate
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nécessite la sous-unité béta de I'ATP synthétase et dépend de (TOR) en aval (Randall et coll.,

2014).

1.3.3.4 Roles physiologiques

Tenant compte de sa récente découverte GPR99 n'a pas une fonction encore définie.
Par contre, il est activé par I’a-cétoglutarate. GPR99 est exprimé dans le cceur et, selon des
¢tudes antérieures, son ligand, I’a-cétoglutarate, est présent a des niveaux élevés dans le sérum
des patients atteints d’insuffisance cardiaque. Dans les cardiomyocytes, Ameh et ses
collaborateurs ont démontré le réle fonctionnel du récepteur de 1’a-cétoglutarate (GPR99)
dans la pathologie d’hypertrophie cardiaque en utilisant a la fois des approches in vivo et in
vitro (Ameh et coll., 2014). L’ablation génétique de GPR99 chez la souris (gpr99”) a entrainé
une nette augmentation de 1'hypertrophie et de la fibrose interstitielle comparée a la souris de
type sauvage en réponse a une constriction transversale aortique. Ce qui suggere que GPR99

module I’hypertrophie pathologique dans le cceur (Ameh et coll., 2014).

Selon I’étude récente de Randall et ses collaborateurs, l'intermédiaire du cycle
tricarboxylique, I’a-cétoglutarate, prolonge la durée de vie des adultes C. elegans suggérant
ainsi de nouvelles stratégies pour la prévention et le traitement du vieillissement et les
maladies liées a 1'age (Randall et coll., 2014). Par ailleurs, I’a-cétoglutarate peut réduire le flux
sanguin dans les reins de sorte que la réduction du débit sanguin des reins fournit un moyen de
rediriger le sang vers d'autres organes pendant les crises d’hypotension (He et coll., 2004).
D'autre part, le méme mécanisme pourrait contribuer de manicre significative a I'hypertension,

médiée par la rénine, qui est associée a une constriction de l'artére rénale par les plaques de
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cholestérol (Feldkamp et coll., 2004). Ces effets sont similaires a ceux observés dans les cas

de diabete, les maladies rénales et d'autres conditions pathologiques.

L’a-cétoglutarate joue un rdle dans la réduction de la 1ésion mitochondriale, dans les
reins et autres tissus. Ces lésions sont causées par les diminutions et les augmentations
successives des concentrations d’oxygene. Cet intermédiaire du cycle de Krebs est utilisé aussi
dans les reins, le foie et des solutions de préservation d'organes pour transplantation (St Peter
et coll., 2002). Enfin, GPR99 présent dans le placenta a été associé aux perturbations dans
l'activité RAS placentaire réduisant le flux de sang placentaire pendant la grossesse, souvent

avec complications séveres (Nielsen et coll., 2000).
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1.4 Les ligands de GPRSS - GPR91 et GPRY99

1.4.1 LPI

CH,

Figure 1.3 LPI

Le lysophosphatidyl inositol (LPI) était identifi¢ comme un agoniste endogéne de
GPRSS5 par Takayuki Sugiura et ses collégues sur la base de sa capacité a promouvoir la
phosphorylation de ERK1/2 dans des cellules HEK293 exprimant GPR55 (Oka et coll., 2007).
Ils ont également constaté qu'il augmente le calcium intracellulaire dans des cellules HEK293
exprimant GPRS55, mais pas dans les cellules non transfectées. Il est important de noter que
"LPI" n’est pas un composé unique, mais c’est une famille de glycérolipides, contenant une
seule chaine acyle estérifiée soit a la position 1 ou 2 du glycérol avec du phosphate d'inositol
en position 3 (Figure 1.3). Compte tenu de la diversité des chalnes acyles possibles qui
composent la famille de LPI, il est possible que les différentes LPI varient dans leur capacité a
activer GPR55. En examinant l'effet de la fraction d'acide gras sur l'activité de GPRS5 par LPI,
le groupe Sugiura a signalé que le 2-arachidonoyl LPI, contenant des acides gras courts ou

moins saturés, €tait plus puissant (Oka et coll., 2009).

Dans le cerveau, les formes les plus abondantes de LPI comportent des chaines acyles

d'acide stéarique ou palmitique (Oka et coll., 2009). Il peut y avoir une régulation considérable
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de l'activité du LPI par le contrdle de sa synthése enzymatique via la phospholipase 1 (PLA 1)
vs PLA 2. Par exemple, puisque l'acide arachidonique est estérifi¢ principalement a la
deuxieéme position dans le glycérol, alors I’activation de la PLA 1 produira sn-2 arachidonoyl
LPI. 1l est important d’identifier de facon minutieuse les différentes formes de LPI présentes
chez les mammiferes et les régulations possibles de leur synthése. En résumé, a I'heure
actuelle, LPI est I’agoniste de GPRS55 le plus largement accepté, tant en raison de sa capacité a
activer la gamme compléte de ses voies de signalisation qu’en raison de sa puissance ¢levée
relativement aux autres agonistes endogénes. Cependant, des recherches plus poussées sont
nécessaires pour comprendre les formes de LPI les plus pertinentes pour l'activation de

GPRSS, leur synthése et les métabolismes qui contrdlent selon les tissus et les cellules.

1.4.2 0O-1602

Figure 1.4 O-1602

0-1602 est un analogue du cannabidiol qui n’a pas une forte affinité pour les
récepteurs aux cannabinoides CB1 ou CB2 (Figure 1.4). O-1602 a des effets fonctionnels
significatifs sur le systéme nerveux central ainsi que des effets anti-inflammatoires ou pro

nociceptifs a travers un certain nombre de récepteurs distincts. Par exemple, GPR18 pourrait

47



étre une cible alternative d’O-1602 (McHugh et coll., 2010), bien que ce ligand n'agit pas
comme un agoniste de GPR18 exprimé dans les neurones sympathiques de rat (Lu et coll,,
2013). Cependant, O-1602 cause des effets non médiés par CBl et CB2 comme la
vasodilatation in vitro (Jarai et coll., 1999 et Johns et coll., 2007), la diminution de la tension
artérielle in vivo (Johns et coll., 2007), la protection contre la colite et ’inhibition du
recrutement des neutrophiles (McHugh et coll., 2008 et Schicho et coll., 2011), la stimulation
de la polarisation et la résorption in vitro des ostéoclastes chez la souris et I’humain (Whyte et
coll,, 2009). De plus, I'administration centrale et périphérique d’O-1602 stimule la prise
alimentaire de fagon aigué, et augmente chroniquement l'adiposité. L'action hyperphagique
d’0-1602 est médiée par la régulation a la baisse des niveaux de 'ARNm et de la protéine du
neuropeptide anorexigene dont la transcription est régulée par la cocaine et I’amphétamine
(Kun et coll., 2013). O-1602 joue aussi un role anti-inflammatoire et produit un effet
protecteur sur les tissus pancréatiques de souris avec pancréatite aigué induite par la céruléine
(Kun et coll., 2013). Selon plusieurs rapports, O-1602 active GPRS55 (Sawzdargo et coll.,
1999). Cependant, la pharmacologie de GPR55a souvent fourni des résultats contradictoires,
probablement en raison du fait que l'activité des ligands de GPR55 est influencée par le dosage

fonctionnel utilisé (Petitet et coll., 2006 et Pertwee et coll., 2007).
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1.4.3 CBD

Figure 1.5 Le cannabidiol (CBD)

Le cannabidiol (CBD) ¢était identifi¢ comme un antagoniste de GPRS55 dans la
caractérisation initiale du récepteur (Ryberg et coll., 2007). CBD a également ¢t¢ impliqué
dans l'activation d'une gamme de récepteurs, notamment TRPV2 (Qin et coll, 2008), 5S-HT1A
(Campos & Guimaraes, 2008; De Petrocellis et coll, 2008 et Resstel et coll., 2009) et PPARy
(O'Sullivan et coll., 2009). C’est le composant majeur non psychoactif du cannabis sativa,
constituant jusqu'a 40 pour cent de son extrait, et dont la structure a été¢ décrite par Mechoulam
et Shvo (1963) (Figure 1.5); Le CBD a récemment attiré de l'intérét pour son potentiel
thérapeutique dans un certain nombre d'états pathologiques (Pertwee, 2008). Il pourrait
posséder des propriétés anticonvulsives, neuroprotectrices et anti-inflammatoires chez
I'humain. Bien que les effets pharmacologiques précis du CBD n’aient pas été encore
complétement élucidés, des études ont démontré qu'il médie une pléiade d'actions qui

pourraient conférer aux tissus des propriétés protectrices.

Par exemple, le CBD exerce un effet immunosuppresseur en diminuant le facteur

onconécrosant grace a une meilleure signalisation de 1'adénosine endogeéne (Malfait et coll.,
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2000) et il empéche les dommages oxydatifs induits par le peroxyde d'hydrogéne (H,O,)
(Hampson et coll., 1998). Encore, le CBD inhibe I'absorption des mastocytes par l'anandamide
(Rakhshan et coll., 2000), ce qui suggére un role anti-inflammatoire supplémentaire pour le
CBD. Toutes ces actions anti-inflammatoires du CBD seraient prédictives d'un rdle protecteur
dans les événements pathologiques impliquant l'inflammation, telles que l'ischémie et les
lésions cérébrales. En effet, lors d’une 1ésion cérébrale, le CBD joue un role protecteur par un

mécanisme dépendant du récepteur 5S-HT1A (Mishima et coll., 2005).

Selon Durst et coll. (2007), l'administration chronique du CBD réduit
considérablement la taille de l'infarctus du myocarde mesurée plusieurs jours aprés une
ischémie. Cet effet est corrélé avec un effet anti-inflammatoire marqué (Durst et coll., 2007).
Selon des ¢études antérieures, l'administration prolongée du CBD exerce un rdle
neuroprotecteur et cardioprotecteur grace a ses effets anti-inflammatoires, antioxydants et

antinécrotiques (Mechoulam et coll., 2007).

Dans le systéme nerveux central, le CBD a un effet protecteur contre I'épilepsie,
l'anxiété et la psychose et peut améliorer la condition de patients souffrant de maladies des
ganglions de la base, tels que le la maladie de parkinson et de Huntington. Ceci en réduisant
les symptomes et en retardant la progression de la maladie (Iuvone et coll, 2009 et Scuderi et
coll., 2009). Les effets neuroprotecteurs du CBD peuvent étre augmentés par des propriétés
antioxydantes (Hampson et coll., 1998 et Sagredo et coll., 2007). Les premicres études ont
suggéré que le CBD avait un potentiel anticonvulsif a petite échelle dans un essai clinique de
phase I (Cunha et coll., 1980). Le CBD est extrémement bien toléré chez I'humain; par
exemple, a des doses de 600 mg il n’engendre aucun des symptdmes psychotiques associés a

A9-THC (Bhattacharyya et coll., 2009).
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A I'heure actuelle, le CBD est utilisé en thérapeutique dans Sativex (1: 1 A 9-THC /
CBD; GW Pharmaceuticals, Porton Down, Royaume-Uni) pour soulager les symptdmes de la
douleur dans la sclérose en plaques et le cancer. En conclusion, CBD est un composé siir avec
un large éventail d’applications thérapeutiques, y compris le traitement des troubles
psychiatriques (Izzo et coll., 2009 et Hill et coll., 2012). Ces données font du CBD un candidat
prometteur pour une utilisation clinique a venir. Son utilisation thérapeutique, cependant,
présente des facteurs limitants. En plus de sa faible et variable biodisponibilité orale chez
I'humain (Agurell et coll., 1981), il provoque des courbes dose-réponse en forme de cloche.
Selon les études avec des animaux de laboratoire, la marge dans sa dose thérapeutique est
étroite. Un objectif clair de la recherche future, par conséquent, serait d’essayer de mieux
comprendre et ¢lucider les mécanismes responsables des propriétés du CBD afin de
développer des composés avec une sécurité clinique et avec des plages d’efficacité de la dose

plus grandes.

1.4.4 Succinate

HO

OH

Figure 1.6 Le succinate
Le succinate est une molécule métabolique importante qui constitue l'un des

intermédiaires du cycle de 'acide citrique (Figure 1.6). Il est synthétisé dans les mitochondries
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par l'oxydation du succinyl-CoA qui est lui-méme converti en fumarate par I’enzyme succinate
déshydrogénase (Hakak et coll., 2009). Le succinate a été purifié¢ a partir d’extraits de reins de
cochons par chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Il a été identifié comme
ligand pour GPRII par spectrométrie de masse. Les valeurs d’EC50 pour l'activation du
récepteur étaient de l'ordre de 20 a 50 pM, en fonction du test utilisé. Il a été clairement
démontré que le succinate est un ligand endogene pour GPR99 en testant 800 composés
pharmacologiquement actifs et des ligands connus des RCPGs connus, ainsi que les 200 acides
carboxyliques et les composés structurellement apparentés au succinate, y compris les
intermédiaires du cycle de I'acide citrique: 1'a-cétoglutarate, le citrate, l'isocitrate, le malate et
l'oxaloacétate, et plusieurs composés purinergiques. (He et coll., 2004). Comme c’est attendu
pour un composant du cycle de l'acide citrique, le succinate présent dans les mitochondries,
peut étre libéré dans 1'espace extracellulaire suite a des perturbations locales du métabolisme

énergétique (Krebs, 1970).

Les concentrations plasmatiques de succinate mesurées par chromatographie liquide en
tandem avec la spectrométrie de masse chez les rongeurs varient de 6 a 20 uM, tandis que des
niveaux de succinate humains ont été détectés a partir de 2 a 3 uM (Sadagopan et coll., 2007)
et de 2 a 20 uM (Kushnir et coll., 2001) dans le sérum et le plasma, respectivement. En outre,
la concentration en succinate dans 1'urine de souris est de I'ordre de 20 a 30 uM en conditions
physiologiques (Toma et coll., 2008). On a rapporté d'autres fonctions de cet intermédiaire en
plus de son rdle classique dans le métabolisme énergétique. Des études antérieures ont indiqué
que le succinate stabilise le facteur de transcription-1a induit par 1'hypoxie (HIF-1a) dans les
tumeurs spécifiques et dans les macrophages activés et qu'il stimule les cellules dendritiques

(Pearce et coll., 2013 et Mills et coll.,, 2014). En outre, ’implication du succinate a été
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démontrée pour sa modification post traductionnelle des protéines (Tannahill et coll., 2013).

Ce répertoire de fonctions du succinate suggere un role plus large dans l'activation cellulaire.

On a également impliqué le succinate dans des modeles animaux de diabéte sucré
(Toma et coll., 2008), des maladies métaboliques (Sadagopan et coll., 2007), et de dommages
au foie (Correa et coll., 2007). Dans 1'hyperglycémie, comme le diabéte sucré et le syndrome
métabolique, une activité élevée du cycle de Krebs en raison de la disponibilité élevée du
substrat peut augmenter le gradient H sur la membrane mitochondriale, ce qui conduit a
l'inhibition d'étapes enzymatiques médiées par des complexes au sein de la chalne de transport
d’¢électrons, y compris la succinate déshydrogénase (Brownlee, 2005). Cela peut alors
conduire a l'accumulation intracellulaire, et finalement, la libération du succinate dans le flux

sanguin.

Comme le complexe succinate déshydrogénase est impliqué dans la chaine de transport
d'¢lectrons sur la membrane mitochondriale, son activit¢ dépend indirectement de la
disponibilit¢ de l'oxygene. Ainsi, dans des situations ou la pression d’O2 est faible, le
succinate s’accumule a cause de la faible activité du succinate-déshydrogénase ou d'autres
enzymes de la chalne de transport d'¢lectrons qui affectent son activité (Weinberg et coll.,
2000; Jassem et Heaton, 2004 et Brownlee, 2005). En outre, la formation de succinate peut se
produire de fagon non enzymatique (Fedotcheva et coll., 2006). En effet, les taux circulants de
succinate augmentés ont été détectés dans des états de faibles teneurs en oxygene, tels que
l'ischémie (Hems et Brosnan, 1970) ou l'exercice (Hochachka et Dressendorfer, 1976 et Lewis
et coll., 2010). L'effet de faibles pressions d'oxygene sur I’augmentation des niveaux de

succinate était également évidents chez des rats exposés a 100% de CO, au lieu d'isoflurane
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oxygéné, les niveaux de succinate ont augmenté de 7 a 40 uM dans le ventricule gauche, et ont

atteint 173 uM dans la veine cave (Sadagopan et coll., 2007).

A un pH physiologique normal, le succinate est une molécule chargée qui est incapable
de diffuser efficacement a travers les membranes. Ainsi, suite a I'accumulation du succinate a
l'intérieur de la matrice mitochondriale, des transporteurs ou des échangeurs spécifiques sont
nécessaires pour en faciliter le transport de l'intérieur de la mitochondrie vers le cytosol, et
ensuite a travers la membrane plasmique vers l'environnement extracellulaire. La membrane
mitochondriale interne contient un certain nombre de transporteurs de dicarboxylate et des
échangeurs, dont le transporteur succinate-fumarate / malate SLC25A10 (Oswald et coll.,
2007) qui est le candidat le plus probable pour faciliter le transport du succinate accumulé. Le
transport du succinate a travers la membrane mitochondriale externe se produit probablement
par l'intermédiaire des porines, qui sont de grands canaux perméables a la plupart des
molécules sous 1,5 kDa. Des protéines candidates pour le transport du succinate a travers la
membrane plasmique seront probablement spécifiques au type de cellule ou du tissu, étant
donné qu'il n’existe aucun des transporteurs dicarboxylate de la membrane plasmique
exprimés de maniére ubiquitaire. Parmi les candidats potentiels possibles, il y a les membres
des familles de transporteurs d'anions organiques, les protéines multirésistantes aux
médicaments, et les échangeurs sodium-dicarboxylate (Markovich et Murer, 2004 et Pajor,
2006). Toutefois, aucune donnée n’est actuellement disponible au sujet de leur réle dans
l'accumulation de succinate en conditions de stress oxydatif ou métabolique. A I'avenir,
l'utilisation d'antagonistes spécifiques ou de souris knock-out pour ces co-transporteurs pourra
révéler les voies impliquées dans les états pathologiques causés par l'accumulation du

succinate.
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1.4.4 L’o-cétoglutarate

HO O

Figure 1.7 L’ a-cétoglutarate

Dans la cellule, 1'a-cétoglutarate (ou 2-oxoglutarate ou a-KG) est produit a partir de
l'isocitrate par décarboxylation oxydative catalysée par l'isocitrate déshydrogénase (IDH). Il
est décarboxylé en succinyl-CoA et en CO; par 'a-KG déshydrogénase, un point de controle

clé dans le cycle de Krebs (Figure 1.7).

L’0-KG peut également étre produit a partir de la désamination oxydative du glutamate
a l'aide de I’enzyme glutamate déshydrogénase, et en tant que produit des réactions de
transamination de phosphate dépendant du pyridoxal ou le glutamate est un donneur du groupe
amino commun (Randall et coll., 2014). L’a-KG (mais pas isocitrate ou citrate) retarde le
vieillissement et prolonge la durée de vie de C. elegans de ~ 50% (Gems et coll., 2000). II joue
aussi un role physiologique dans les cellules comme premier transporteur d'azote, et comme
intermédiaire entre deux neurotransmetteurs antagonistes, le glutamate excitateur et l'acide
gamma-aminobutyrique (GABA) inhibiteur. Plusieurs ¢éléments de preuve, y compris
l'identification récente de mutations affectant 1’isocitrate déshydrogénase (IDH), le fumarate

hydratase (FH) et la succinate déshydrogénase (SDH), ont démontré que des mutations dans
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certaines enzymes métaboliques peuvent jouer un réle causal dans la tumorigenese. Les genes
de ’IDH1 et IDH2 dépendant du NADP" sont fréquemment mutés dans > 75% des gliomes
(Parsons et coll., 2008), ~ 20% de la leucémie my¢loide aigué¢ (LMA) (Mardis et coll., 2009),
et plusieurs autres tumeurs a différentes fréquences (Hemerly et coll., 2010; Murugan et coll.,
2010; Amary et coll., 2011; Damato et coll., 2012 et Oermann et coll., 2012). Ces mutations
dans IDH1/2 sont le résultat d’une perte dans la production d'a-cétoglutarate (a-KG) et un gain
d'activités de la 2-hydroxyglutarate (2-HG) simultanés (Dang et coll., 2009; Yan et coll., 2009

et Zhao et coll., 2009).

L’0-KG joue un rdle critique dans quatre voies métaboliques et cellulaires différentes:
comme intermédiaire dans le cycle de Krebs pour le métabolisme de I'énergie, en tant que
précurseur de la formation de la glutamine pour la synthése d'acides aminés, en tant que
transporteur d'azote pendant le cycle de l'urée et la désintoxication de l'ammoniac, et un
cosubstrat pour la Fe (II) / dioxygénase dépendante de 1’a-KG. L'accumulation des données
génétiques et biochimiques soutient l'idée que les altérations de la Fe (II)/dioxygénase

dépendante de I’ a-KG contribuent a la tumorigenése (Oermann et coll. 2012).

1.5 Le cone de croissance et la chimiotaxie

1.5.1 Structure du cone de croissance

A la fin du XIX siécle, Santiago Ramén y Cajal a découvert que l'extrémité distale des
axones de croissance contenait une structure qu'il a appelée le cone de croissance (CC). Il a
proposé que cette structure soit la responsable de 1’orientation de la croissance de 1'axone en
réponse a des attractifs, maintenant connu comme les molécules chimiotactiques. Aussi, il a

proposé que les propriétés physiques des tissus environnants puissent influencer la croissance
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et direction du CC (Cajal et coll,, 1890). Cette découverte fondamentale a offert une
explication plausible a la direction de la croissance axonale. Elle a aussi conduit a la
découverte des mécanismes de guidage axonal qui comprennent les signaux diffusibles
attractifs et répulsifs et ceux qui sont ancrés a la membrane cellulaire ou a la matrice

extracellulaire (Figure 1.8).

L’observation de la croissance de fibres neuronales n’est devenue possible qu'a la
premiére décennie du XXe siécle, lorsque Ross Harrison a développé une méthode de culture
d’explants de neurones (Harrison et coll., 1910). Il a observé que le processus d’allongement a
partir de la pointe du cone de croissance est impliqué dans la motilité de la structure. Il a décrit
deux phénomeénes dans le développement du nerf: (1) Le mouvement protoplasmique qui
consiste a former la fibre nerveuse primitive par I’extension du protoplasme neuroblastique en
un filament et (2) la différenciation tissulaire formant la neurofibrille sans le filament
(Harrison, 1910 et Keshishian, 2004). Ces observations ont confirmé que 1) I’axone se projette
a partir d'un seul corps cellulaire et 2) le cone de croissance est l'acteur principal de la
croissance axonale. Les derniéres études sur des cultures de tissus nerveux permettaient la
croissance des axones seulement sur des substrats solides alors qu’ils baignent dans un milieu
liquide, ce qui a poussé les chercheurs en guidage axonal a diriger leurs recherches dans

I’analyse d’interactions entre axones et les CC avec le substrat.

Le premier postulat «Guidage par contacty de Weiss et al stipulait que les axones ont
besoin d’un minimum d’appariement avec leur substrat situé¢ dans la matrice intracellulaire
immédiatement adjacente aux cellules, mais pas a une certaine distance (Weiss et coll., 1941).
Plusieurs études ont par la suite renforcé 1’hypothése de la croissance neuronale utilisant

diverses techniques comme la microscopie a contraste de phases et ’imagerie en temps réel
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(Pomerat et coll.,, 1951). Par ailleurs, la microscopie électronique a révélé la premicre
distribution détaillée des composants du cytosquelette au sein du cone de croissance, avec les
neurofilaments d’actine (FA) dans sa zone centrale et dans les filopodes et les microtubules
(MT) principalement dans 1'axone et quelque peu dans le CC (Yamada et coll., 1970). Suite a
des expériences utilisant des inhibiteurs de la polymérisation des composants du cytosquelette
comme la cytochalasine B et la colchicine, Yamada et al ont montré I’importance de la
polymérisation des FA et MT pour la formation du cone de croissance et I’extension des
neurites (Yamada et coll., 1970 et Yamada & Wessells, 1971). Ceci représente une premiere

explication moléculaire de la motilité du cone de croissance.

F-actin
network

Figure 1.8 Cytosquelette d’un cdne de croissance interprétant un environnement

chimiotactique diversifié

(Tirée de Bearce et coll., 2015)
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1.5.2 Les molécules de guidage

Le jeune neurone est confronté a un voyage complexe. Le prolongement d'un seul
axone, correctement guidé dans l'embryon en développement implique une orchestration
complexe de la croissance, de la rétraction, et des événements de guidage. Pour naviguer dans
ce paysage, l'axone est équipé d'un véhicule répondant : le cone de croissance. Afin de choisir
la bonne voie, I'axone est exposé a une multitude d’indices externes chimiotactiques, qui
doivent étre détectés et effectivement traduits par une réponse mécanique appropriée (Figure
1.9). Au cours des 15 derni¢res années, des progres spectaculaires ont été réalisés dans
l'identification de certaines de ces molécules. Ils sont organisés en plusieurs familles,
notamment les nétrines, sémaphorines, slits, ¢éphrines et certains morphogeénes et
neurotrophines pour n'en nommer que quelques unes (Tessier-Lavigne et coll., 1996; Song et
coll., 2001; Dickson et coll., 2002; Guan et coll., 2003; Charron et coll., 2005 et Plachez et

coll., 2005).

= e attraction
Contact n

repulsion «_ /
Short-range cues

Figure 1.9 La diversit¢ des mécanismes du guidage axonal agissant a court et & long terme

pour médier un guidage attractif ou répulsif

(Tirée de Tessier-Lavigne and Alex L. Kolodkin., 2011)
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1.5.2.1 Diversité des signaux de guidage pour les processus de

développement neuronaux

Les modalités d’établissement de la connectivité neuronale pendant le développement
et sa régulation chez 1’adulte dépendent de I'identification des molécules de signalisation et de
I’observation des événements cellulaires sous-jacents du guidage neuronal. Trois approches
expérimentales ont été utilisées pour identifier diverses molécules de guidage et leurs
récepteurs: la premiére consiste a jumeler des tests biochimiques et la culture de tissus in vitro
pour détecter les protéines attractives ou répulsives. La seconde en identifiant, in vivo, les
mutations qui affectent les trajectoires de 1’axone a l'aide de la génétique avancée. Finalement,
des approches génétiques et de culture tissulaire permettent de caractériser les fonctions de
molécules ayant des distributions ou des structures moléculaires susceptibles d’étre des

molécules de guidage (Tessier-Lavigne et coll. 2011).

Grace a ces stratégies, quatre grandes familles de signaux de guidage avec des roles
trés bien établis dans le guidage neuronal ont été identifiées: les nétrines, les slits, les
sémaphorines et les éphrines. D’autres classes de molécules, plus connues dans différents
contextes sont également désormais reconnues comme molécules de guidage neuronales. Elles
comprennent certains morphogénes et facteurs de croissance (Figure 1.10). Les molécules
d’adhésion cellulaire (MAC) de différentes classes ont longtemps été impliquées dans le
guidage neuronal. Les membres de la famille des immunoglobulines (Ig) et de la superfamille
des cadhérines jouent un role clé dans la régulation de différents aspects du cablage neuronal.
L'identification et la caractérisation de ces signaux et leurs récepteurs ont permis d’élucider les
mécanismes du guidage comme I'existence de molécules de guidage de courte et de longue

portée, leurs roles, le caractére multifonctionnel de plusieurs molécules de guidage et la
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conservation durant 1'évolution de nombreuses molécules de guidage (Tessier-Lavigne et
Goodman 1996 et Dickson, 2002). Dans la partie suivante de ce chapitre, il sera question des
familles de molécules de guidage les plus connues, des morphogenes, des facteurs de

croissance et de certaines MACs.

1.5.2.2 Nétrines

C’est une petite famille de molécules de guidage phylogénétiquement conservées
d'environ 70-80 kDa qui comprend : la nétrine-A et la nétrine-B de la drosophile, une nétrine
chez caenorhabditis elegans (UNC-6), la nétrine-2, présente chez les poussins, mais pas chez
les mammiféres et deux nétrines étroitement liés chez les mammiféres (nétrine-1 et la nétrine-
3). La nétrine-4 (Orb-nétrine), est la troisiéme nétrine des mammiféres ayant la méme
structure d’ensemble, mais avec plus grande homologie avec la chaine B des laminines (Koch
et coll., 2000) tandis que les nétrines G1 et G2 sont des protéines attachées a la membrane par

des queues de glycophosphatidylinositols (Rajasekharan et coll., 2009).

Les nétrines ont été initialement identifiés par des études convergentes dans C. elegans
et chez les vertébrés. Chez C. elegans, le géne unc-6 est nécessaire pour le guidage des axones
le long de 1’axe dorso-ventral (Hedgecock et coll., 1990). Ce géne code pour la nétrine (Ishii et
coll., 1992) qui se trouve a la ligne médiane ventrale (Wadsworth et coll., 1996). Chez les
vertébrés, I’effet de la croissance et I’activité chimiotactique sur les axones commissuraux de
la moelle par la plaque de plancher (floorplate) de la ligne médiane ventrale (Tessier-Lavigne
et coll., 1988) sont médiés par la nétrine-1 (Kennedy et coll. 1994 et Serafini et coll. 1994) qui

est requise pour le guidage in vivo (Serafini et coll., 1996). Les nétrines sont bifonctionnelles,
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capables d'attirer des axones et d'en repousser d’autres (Colamarino et Tessier- Lavigne 1995

et Wadsworth et coll., 1996).

Les nétrines ont été localisées sur la ligne médiane du systéme nerveux de la
drosophile, ou elles contribuent a attirer les axones vers la ligne médiane (Harris et coll., 1996;
Mitchell et coll. 1996); en effet, le réle des nétrines dans le guidage axonal dans le régne
animal, a été décrit en détail (Moore et coll. 2007). Cette description comprenait surtout, leur
double fonction a «longue portée», diffusant a quelques centaines de micromeétres de leur
source (Kennedy et coll., 1994 et 2006) et a "courte portée" dans d'autres systémes en restant
immobilisées sur les cellules qui les a produites (Deiner et coll. 1997; Brankatschk et Dickson

2006).

Dans toutes les especes, les effets attractifs des nétrines sont médiés par la famille des
récepteurs DCC (Deleted in Colorectal Cancer), caractérisée par quatre domaines
immunoglobulines (Ig) et six domaines fibronectines (Fn) de type III a leur extremité
extracellulaire. Le role des membres de cette famille est bien documenté dans 1’attraction par
exemple, UNC-40 chez C. elegans (Chan et coll., 1996), DCC chez les vertébrés (Keino-Masu
et coll., 1996), et Frizzled chez la drosophile (Kolodziej et coll., 1996). Un deuxiéme membre
de la famille DCC, la néogénine, se lie a nétrine-1 (Keino-Masu et coll., 1996), mais elle n'a
pas encore ¢été clairement impliquée dans D’attraction axonale médiée par la nétrine. On a
propos¢ DSCAM, membre de la superfamille des Igs, en tant que corécepteur de ’activité
médiée par la nétrine dans certains systemes (Andrews et coll. 2008; Ly et coll. 2008). Les
membres de la famille UNCS sont les responsables des effets répulsifs des nétrines. Ce sont

des protéines qui possedent deux Igs et deux thrombospondines (Leung- Hagesteijn et al.
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1992; Leonardo et coll. 1997; Hong et coll. 1999 et Keleman et Dickson 2001). Il existe un

UNCS chez C. elegans, un chez la drosophile, et quatre (UNC5A-D) chez les mammifeéres.

1.5.2.3 Slits

Les slits sont de grandes protéines sécrétées qui sont impliquées dans la répulsion des
axones chez la drosophile et les vertébrés (Brose et al 1999; Kidd et coll. 1999 et Li et coll.
1999). Elles sont isolées aussi a partir d'un facteur de ramification pour les axones sensoriels
chez les vertébrés (Wang et coll., 1999). Les slits sont constituées des répétitions de quatre
terminaisons amines, riches en leucine, ainsi que des répétitions d’EGF et d’autres motifs.
Parmi les espéces, il existe un slit chez la drosophile, trois (Slit1-3) chez les vertébrés; un chez
C. elegans avec fonction de répulsion axonale (Hao et coll. 2001). Les récepteurs de la famille
Robo, membres de la superfamille des immunoglobulines avec une ressemblance a DCC et
UNCS, médient la répulsion des Slits (Kidd et coll., 1998 et Zallen et coll., 1998). On énumeére
trois Robos chez les mammiferes, trois chez la drosophile et une (SAX-3) chez C. elegans.
L'activité de ramification des axones et des dendrites par les slits, est également médiée par
Robo (Whitford et coll. 2002 et Ma & Tessier-Lavigne 2007). Il est a noter que les slits
peuvent étre clivés pour donner des fragments de 140 kDa avec une terminaison amine
capable de se lier a Robo (Wang et coll., 1999). Chez les vertébrés, le membre de la famille
Robo3 posséde un isoforme d'épissage, Robo3.1, qui peut inhiber les actions répulsives de
Robol et Robo2 (Sabatier et coll.,, 2004 et Chen et coll., 2008). De méme, des analyses
génétiques ont inféré une fonction similaire "anti-Robo" a Robo2 chez la drosophile

(Spitzweck, 2010).
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1.5.2.4 Sémaphorines

Les sémaphorines forment une grande famille de protéines, phylogénétiquement
conservées, qui comprend a la fois les molécules de guidage sécrétées et transmembranaires
(Yazdani et Terman 2006). La premiére sémaphorine identifiée fut la protéine
transmembranaire sémaphorine la chez la sauterelle, appelée a l'origine "fascicline IV
"d’apres le nom de I'anticorps monoclonal qui définit son motif d’expression neuronal". Son
role est primordial dans la correction de la trajectoire des axones sensoriels au cours du

développement des membres de la sauterelle (Kolodkin et coll. 1992).

Sema3A, sémaphorine sécrétée initialement appelée "collapsin-1," a été la premicre
sémaphorine identifiée chez les vertébrés. Elle a ét¢ découverte suite a une purification
biochimique des facteurs extraits du cerveau qui sont capables de repousser des axones in vitro
(Luo et coll.,, 1993). Chez les vertébrés supérieurs, il existe environ 20 différentes
sémaphorines. Chacune d’elles contient une signature d'environ 500 acides aminés qui jouent
un role clé dans la médiation de I'association de ces protéines avec les récepteurs de
signalisation appartenant a la famille des pléxines. Les sémaphorines peuvent agir a la fois a
longue et a courte portée. La majorité des sémaphorines peuvent fonctionner comme de
puissantes molécules d'inhibition dans une variété d’essais tant in vitro qu’in vivo au cours du
développement neuronal (Kitsukawa et coll., 1997 et Tran et coll., 2007). Les sémaphorines
transmembranaires peuvent étre répulsives, soit par leur action dans leur environnement soit
lorsqu’elles sont exprimées sur les faisceaux d'axones pour faciliter la dissociation ou la
défasciculation des processus axonaux individuels. Les principaux récepteurs pour les
sémaphorines sont les membres de la famille des pléxines qui comprennent neuf différentes

protéines chez les vertébrés supérieurs. Ce sont de grandes protéines transmembranaires
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phylogénétiquement conservées qui ont une parenté¢ lointaine avec les sémaphorines
(Tamagnone et Comoglio 2000). Plusieurs sémaphorines se lient directement aux pléxines par
leurs co-récepteurs neuropiline 1 ou 2. D’autres chez les vertébrés, comme les sema3A
sécrétées, forment un complexe holorécepteur actif : les neuropilines avec le récepteur pléxine.
Différentes sémaphorines sécrétées nécessitent des combinaisons spécifiques de neuropiline-1
ou -2 et une pléxine spécifique pour leurs réponses de guidage dans des sous-types neuronaux
distincts (Tran et coll., 2007). L'activation du récepteur pléxine initie une série d’événements
de signalisation intracellulaire qui aboutissent au démontage des composantes locales du
cytosquelette du cone de croissance et des substrats attachés (Zhou et coll., 2008). Cependant,
de nombreuses sémaphorines partagent avec des protéines appartenant a d'autres familles de
molécules de guidage la capacité a fonctionner a la fois comme attractifs et répulsifs. Les
sémaphorines peuvent en certaines circonstances agir ainsi. Cette bifonctionnalité peut étre
dirigée par l'utilisation de différents complexes d’holorécepteurs ou par l'activation des voies
de signalisation intracellulaires distinctes. Comme les molécules de guidage éphrines, les
sémaphorines transmembranaires sont également capables de servir de récepteurs dans la
régulation des événements de ciblage dendritique dans le systéme olfactif de la drosophile.
Elles sont aussi impliquées dans le guidage des photorécepteurs dans le systeme visuel de la
drosophile, le développement cardiaque embryonnaire du poulet et le guidage des axones

thalamiques chez les mammifeéres (Tran et coll., 2007).

Les sémaphorines facilitent la formation des voies axonales centrales et périphériques
en régulant le guidage et la fasciculation axonale. Cependant, ils régulent également le ciblage
des axones aux endroits spécifiques de leurs partenaires synaptiques, le raffinement des

projections exubérantes et la régulation de la morphologie neuronale et de la synaptogenése
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(Tran et coll., 2007). Ainsi, la signalisation des sémaphorines via de multiples récepteurs au
cours de I'établissement et du maintien de la connectivité neuronale démontre la polyvalence

et la diversité de cette famille de molécules.

1.5.2.5 Ephrines

La quatrieme famille des molécules de guidage canoniques est la famille des éphrines.
Ce sont des molécules de signalisation a la surface cellulaire qui jouent un role important dans
plusieurs événements au cours du développement, y compris le guidage axonal (Klein 2004).
Il existe deux sous-familles; les cinq classes d’éphrines A attachées a la surface de la cellule
par l'intermédiaire de liens GPI, et les trois classes de molécules transmembranaires, les

¢phrines B.

Pour activer leurs récepteurs et pour apparaitre inactives lors de leur sécrétion a la
surface de la cellule, les éphrines doivent étre regroupées ce qui leur attribue 1’action exclusive
a courte portée des molécules de guidage. Ces ligands se lient aux récepteurs tyrosine kinases
de la famille Eph. La classe A des éphrines interagit avec huit classes de récepteurs EphA a
divers degrés de sélectivité, tandis que la classe éphrines B interagit avec six classes de
récepteurs EphB. Les éphrines jouent un rdle essentiel dans I'organisation des projections
topographiques comme les cellules ganglionnaires de la rétine avec leurs cellules cibles dans
le tectum optique chez vertébrés inférieurs, ou le noyau genouillé latéral du thalamus chez les
vertébrés supérieurs (Feldheim et O'Leary 2010). Ces fonctions de cartographie montrent la
polyvalence des éphrines, qui peuvent &tre attractifs pour certains axones et répulsifs pour

d’autres, ou étre des régulateurs positifs ou négatifs de la ramification axonale.
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En plus de la cartographie topographique, les éphrines sont impliquées comme
attractifs et répulsifs a courte portée a 1’égard d'une variété d’axones centraux et périphériques.
Ils jouent aussi des rdles dans le raffinement des projections axonales. Des études plus
récentes indiquent que les éphrines et leurs récepteurs jouent un réle clé dans la régulation de
la morphologie dendritique et de la synaptogenese dans le SNC, ce qui les implique avec leurs
récepteurs tyrosine kinases dans la plasticité synaptique (Shen et Cowan 2010). Les éphrines
peuvent également participer a la signalisation inverse en fonctionnant comme des récepteurs
pour réguler la cartographie topographique, le guidage axonal et la synaptogenese. Ceci met en
¢vidence le role de la grande famille des éphrines et de leurs récepteurs apparentés dans la
régulation du guidage et de la morphologie cellulaire dans un éventail croissant de types

cellulaires.

1.5.2.6 Morphogeénes et facteurs de croissance

Les études conduites en parallele avec I’identification des molécules de guidage
canoniques ont montré I’implication d’autres types de molécules dans le guidage comme les
morphogenes de la voie Wnt, Hedgehog (Hh), et le facteur de croissance b (TGFD) / les
familles des protéines morphogénétiques osseuses (BMP), ainsi qu'une variété d’autres
facteurs de croissance. Wnts sont les morphogénes les plus reliés aux fonctions du guidage
axonal. Des études initiales ont montré un réle de Wnt dans la répulsion chez la drosophile et
l'attraction chez les mammiferes: Drosophila Wnt5, agit par l'intermédiaire du récepteur
Derailed, I’homologue du récepteur tyrosine kinase Ryk (Yoshikawa et coll. 2003), alors que
chez les mammiféres Frizzled 3 est le récepteur de Wnt4 (Lyuksyutova et coll., 2003). Les
Wnts ont plusieurs roles différents dans 1’attraction et la répulsion des axones dans des

systémes et des organismes neuronaux divers. Parmi ces roles : le guidage de la migration des
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cellules neuronales, ’orientation de la cartographie topographique du systéme visuel des
vertébrés et la régulation de la formation des synapses (Salinas et Zou 2008). On a également
attribué des roles de guidage a Sonic Hedgehog (Shh) chez les vertébrés (Charron et Tessier-
Lavigne 2007) dont un réle répulsif pour un ensemble de cellules ganglionnaires de la rétine
(Trousse et coll., 2001) et attractif pour les axones commissuraux de la colonne vertébrale
(Charron et coll., 2003). Dans les deux cas, les fonctions de guidage impliquent le complexe
formé de la protéine de liaison Shh (BOC), un membre de la superfamille des Ig et la
composante de signalisation de Shh (Smoothened) (Okada et coll., 2006; Sanchez-Camacho et

Bovolenta 2008 et Fabre et coll. 2010).

Les membres de la famille TGFb / BMP ont ét¢ impliqués comme chimiorépulsifs pour
les axones commissuraux de la moelle en les repoussant de la ligne médiane dorsale via
I’activation des récepteurs BMP canoniques (Augsburger et coll., 1999; Yamauchi et coll.,
2008). Dans C. elegans, le gene UNC-129 code pour un membre divergent de la famille TGF-
B qui est requis pour certaines migrations axonales dorsales (Colavita et Culotti 1998). Il
n’agit pas directement comme une molécule de guidage, mais plutot comme modulateur de la
réponse des axones vers la nétrine UNC-6 en interagissant directement avec le récepteur de la
nétrine UNC-5 (Mac Neil et coll. 2009). D’autres études sont nécessaires pour bien définir le

role des protéines TGFb / BMP dans le guidage axonal.

Plusieurs facteurs de croissance ont été également impliqués dans l'attraction des
populations spécifiques d’axones dans les systémes nerveux central et périphérique des
vertébrés. Ils comprennent le facteur de croissance des hépatocytes, les neurotrophines BDNF
(Brain-derived neutrophic factor), la neurotrophine-3, les facteurs de croissance des

fibroblastes, le facteur neurotrophique dérivé des cellules gliales, la neuréguline, et le facteur

68



des cellules souches (Ebens et coll. 1996; O'Connor et Tessier-Lavigne 1999; Kramer et coll.
2006; Lopez-Bendito et coll. 2006; Shirasaki et coll. 2006 et Gore et coll. 2008). Cependant,
l'importance des facteurs de croissance dans le guidage axonal demeure mal comprise a ce
jour. Les effets sur le guidage de seulement un ensemble d'axones ont été démontrés pour
chaque facteur de croissance, mais ces effets sont uniquement attractifs, pas répulsifs. /n vivo,
les effets ont surtout ét¢ documentés chez les vertébrés. D'autres études seront nécessaires

pour étoffer les roles de facteurs de croissance dans le guidage axonal en général.

1.5.2.7 Les molécules d'adhésion cellulaire (MAC)

Les superfamilles des molécules d'adhésion cellulaire (MAC) de I'immunoglobuline ou
de la cadhérine jouent un réle dans le guidage axonal. En effet, un role pour l'adhésion
homophile dans la régulation de la fasciculation axonale a ét¢ documenté pour la superfamille
des Ig MAC fascicline IT (Harrelson et Goodman, 1988; Lin et coll. 1994 et Lin et Goodman,
1994). Cependant, quand on s’intéresse au guidage plutdt qu’a la fasciculation, 1'idée que ces
molécules guident a travers l'adhésion a été remplacée par la possibilité émergente que les
membres de ces familles pourraient stimuler la croissance ou I’attraction en fonctionnant
comme des molécules de signalisation dans des combinaisons hétérophiliques plutdt

qu’homophiliques.

D’autres Ig CAM, y compris NrCAM et L1, ont été impliqués dans le guidage dans un
role indirect comme corécepteurs dans les complexes de récepteurs sémaphorine (Mann et
coll., 2007). Une des plus fascinantes CAM est I’'lG de la drosophile DSCAM (Grueber et
Sagasti 2010). Grace a I’épissage alternatif, plus de 19 000 isoformes de DSCAM peuvent étre

générés (Schmucker et coll., 2000). Chaque isoforme peut se lier a lui-méme, mais se lie
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faiblement aux isoformes qui ne lui ressemblent pas. Etonnamment, la liaison des isoformes
semblables médie la répulsion, plutdt que I’adhérence ou l'attraction; elle est utilisée par les
axones et les dendrites pour s’autoéviter (Wojtowicz et coll. 2007 et Hattori et coll. 2009). Ces
¢tudes sur les CAMs illustrent la polyvalence des membres de la superfamille des Igs, et
suggerent que d'autres paires ligand-récepteur de cette famille restent a identifier. Dans le cas
des cadhérines, malgré beaucoup de spéculations sur leurs fonctions potentielles en matiere de
guidage, il y a peu de preuves tangibles de leurs roles. Par contre, un exemple vient de la
drosophile, ou N-cadhérine réglemente plusieurs étapes de ciblage des axones dans les

membres, bien que le mode de fonctionnement demeure mal compris (Nern et coll., 2008).
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Figure 1.10 Schéma de quelques molécules de guidage attractives et répulsives ainsi que leurs

LINGO1 I p75

principaux récepteurs.

BDNF, Brain-Derived Neurotrophic Factor; DCC, Deleted Colorectal Cancer; Eph, Récepteur
Ephrines; GT1b, Ganglioside; IgCAM, la superfamille des molécules d’adhésion
immunoglobulines; LRP1, Récepteur lipoprotéine; MAG, Glycoproteine associée a la
my¢line; NGF, facteur de croissance neurotrophique; NgR1,Récepteur Nogo; NRP;
Neuropiline; NT3, Neurotrophine-3; NT4, neurotrophine-4; PLXN, Pléxine; S1PR2,
Récepteur sphingosine-1-phosphate 2; SEMA, sémaphorines; Trk, Récepteur tropomyosine
kinases A—C, UNC; (membres de la famille UNC des vertébrés et les récepteurs de Nétrine
UNCSA-D) (Tirée de Nina et coll., 2015).
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1.5.3 La chimiotaxie

Le cablage du systtme nerveux dépend de la précision du guidage des cones de
croissance a leurs cibles. Un mécanisme clé qui régit le guidage est la chimiotaxie, dans lequel
les cones de croissance détectent et suivent les gradients moléculaires. Les axones s’étendent a
la recherche de leurs cibles appropri¢es, souvent sur de longues distances. Les cones de
croissance sont trés mobiles, changeant constamment leur morphologie en étendant ou
rétractant leurs filopodes pour sonder leur environnement. En absence de molécules de
guidage, les cones de croissance progressent le long d'un chemin relativement simple, portant
sur les voies de 1'axone derriere eux, a travers une série d'étapes bien définies. Tout d'abord, la
membrane se prolonge, ce processus est connu sous le nom de la protrusion. Cette région
naissante s’engorge par la suite avec le flux d’organelles provenant de la région centrale du
cone de croissance. Enfin, les composants moléculaires a l'arriere du cone de croissance

viennent la consolider pour former le segment stabilisé de I'axone (Mortimer et coll., 2008).

Par analogie a la cellule eucaryote, une chimiotaxie efficace des cones de croissance
suggere trois étapes clés : la détection directionnelle, la polarisation et la motilité (Figure 1.11)

(Devreotes et coll., 2003 et Van Haastert et coll., 2004).

La détection directionnelle est la capacité d'une cellule a transduire un gradient externe
de facteur chimiotactique en un gradient intracellulaire d’activité plus prononcée afin de
transmettre sa réponse spatialement. La motilité¢ est la génération de mouvement par une
coordination spatiotemporelle de la dynamique du cytosquelette et de 'adhérence au substrat
(Mortimer et coll., 2008). Ces deux processus se produisent dans le contexte de la polarisation,

qui représente la capacité d'une cellule a organiser les composants clés de la signalisation en
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deux régions persistantes et distinctes : «avant» et «arriere». Ces procédés, importants pour
toutes les cellules eucaryotes exposées a un stimulus chimiotaxique (Song et coll., 2001),
jouent des rdles similaires dans les cones de croissance (Van Haastert et coll., 2004 et Von
Philipsborn et coll., 2007). Nous discutons maintenant de ces phénomenes en les reliant a la

chimiotaxie des cOnes de croissance.

Directional sensing Motility
. : : ; Cell or
Extracgzllular i - Nmsg 'redgcllon - Dynamic regulation of | growth cone
gradient - Amplification cytoskeleton ovemert
- Adaptation - Substrate adhesion
Polarisation

- Reflects the cell or growth cone ‘certainty’
- Biases directional sensing and motility events to the leading edge

Figure 1.11 Cadre conceptuel de la chimiotaxie avec ses trois étapes 1 orientation

directionnelle, la motilité et la polarisation

(Tirée de Mortimer et coll., 2008)

1.5.3.1 Détection directionnelle

Au cours de la détection directionnelle, les cones de croissance sont confrontés a des
défis de réduction du bruit (Xu et coll., 2005), d'amplification (Goodhill et coll., 2004) et
d'adaptation (Von Philipsborn et coll., 2007) pour raffiner le signal externe. Tout d'abord, a
quelques points superficiels externes le gradient doit &tre «amplifié» en une asymétrie

intracellulaire plus forte (Parent et coll., 1998). En amplifiant ce gradient externe en une
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réponse intrinseque essentielle, la cellule peut étre capable de neutraliser les effets du bruit

(Shibata et coll., 2005).

La capacité de détecter plusieurs ordres de grandeur des concentrations de ligand est la
propriété de I’adaptation. La réduction du bruit permet de détecter fidelement le gradient
malgré les contraintes importantes dues aux fluctuations inhérentes a la liaison au récepteur et
a la diffusion du ligand (Figure 1.12) (Berg et coll., 1977; Van Haastert et coll., 2007 and

Mortimer et coll., 2008).

External gradient

e
N\

Concentration

Figure 1.12 Exemple de transduction, adaptation et réduction du bruit

d’un signal externe (vert) bruyant en un signal interne (bleu) actif permettant ainsi au CC de
répondre a un éventail plus grand de concentrations de signaux externes (tirée de Mortimer et
coll., 2008)
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Le regroupement asymétrique des microtubules axé sur les récepteurs activés dans les
microdomaines lipidiques de la membrane plasmique peut entrainer le développement d’un
gradient prononcé dans le cone de croissance (Bouzigues et coll., 2007). Une distribution
asymétrique des récepteurs activés a son tour renforce toute signalisation intracellulaire
asymétrique. Les microdomaines lipidiques de la membrane plasmique sont connus pour leurs
roles important dans la signalisation par plusieurs molécules de guidage, y compris NGF,
BDNPF, la nétrine-1, la sémaphorine 3a et la signalisation inverse par I'éphrineB (Bruckner et

coll., 1999; Guirland et coll., 2004 et Fujitani et coll., 2005).

La dynamique lente des microtubules basée sur la redistribution et la diffusion des récepteurs
représente un filtre temporel pour réduire le bruit (Bouzigues et coll., 2007). L’adaptation des
cones de croissance a des changements dans la concentration absolue de ligand semble
impliquer I’internalisation du récepteur et la synthese locale des protéines (Ming et coll., 2002
et Piper et coll., 2005). L endocytose des récepteurs pourrait fonctionner comme une forme
d'inhibition globale, alors que 1’excitation locale et 1'amplification peuvent étre atteintes par un
changement de mécanisme dans lequel la signalisation en aval ne se produit que lorsque la
densité locale des récepteurs activés dépasse un seuil spécifique. Le réglage de 1’endocytose
des récepteurs et leur recyclage, de telle sorte que la densité moyenne des récepteurs liés sur la
surface du cone de croissance est maintenue légérement au-dessous de ce seuil, pourraient

améliorer la détection d'un gradient faible (Figure 1.13) (Mortimer et coll., 2008).
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Figure 1.13 Le regroupement des récepteurs liés au sein de la bicouche lipidique offre un

mécanisme d’amplification

Si un seuil de densité des récepteurs liés est nécessaire dans la bicouche lipidique avant le
début de la signalisation, le faible gradient de liaisons de ligands qui franchit ce seuil pourrait
étre converti en un plus fort gradient de signalisation. Pour que ce mécanisme puisse
fonctionner sur une grande plage de concentrations, la densit¢é moyenne des récepteurs liés
doit étre maintenue en dessous du seuil d'activation, ce qui est déterminé par I’endocytose et le

recyclage des récepteurs. (7irée de Mortimer et coll., 2008)

1.5.3.2 Motilité

La motilit¢ du cone de croissance est réglée par la régulation coordonnée de la

dynamique du cytosquelette - spécifiquement 1’actine et la tubuline - et I'adhérence au substrat.
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Le cytosquelette d'actine se présente sous deux formes structurelles primaires: un maillage de
filaments d'actine réticulés et fortement ramifiés, qui soutient les lamellipodes, et de longs
faisceaux de fascine liés a des filaments d'actine regroupés cote a cote, orientés en paralléle et

soutenant les filopodes (Ishikawa et coll., 2007).

La dynamique de I'actine est régulée par diverses protéines qui clivent ou réticulent des
filaments d'actine existants ou qui induisent la nucléation de nouveaux filaments (Ishikawa et
coll., 2007). De plus, des protéines motrices aident a faire avancer un filament d'actine
polymérisée (Medeiros et coll., 2006). La motilité¢ du cone de croissance est conduite en partie
par I’incorporation des sous-unités d'actine a ’extrémité - (pointed end) du cytosquelette
d’actine filamenteuse (F-actine), et par la rétraction continue subie par le maillage de F-actine

vers le centre du cone de croissance ou il sera dépolymérisé (Dent et coll., 2003).

Le couplage de f-actine avec un substrat permissif via les récepteurs d'adhésion permet
au cone de croissance de développer une force de traction, et conduit a la protrusion de la
membrane. Le cone de croissance est attaché avec 'axone en arriere, de telle sorte que pour
avancer, l'axone doit s’allonger. Cela implique la livraison de nouveaux segments de
microtubules au cone de croissance et la consolidation des microtubules plus ou moins
organisés dans la zone centrale en un faisceau serré caractéristique de l'axe de l'axone
(Mortimer et coll., 2008). La polymérisation des microtubules joue a la fois un réle permissif
pour l'extension de l'axone et un role instructif dans le guidage axonal (Figure 1.14) (Buck et

coll., 2002).

Les microtubules sondent de fagon continue la région périphérique du cone de

croissance grace a leur instabilité dynamique qui aide a résister au flux rétrograde de f-actine
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provenant des protéines motrices (Grabham et coll., 2007). Au cours de ces excursions, ils
s’associent de maniére transitoire avec les faisceaux d'actine des filopodes (Zhou et coll.,
2004). Ces associations dans la zone périphérique peuvent devenir stables conduisant I’axone

a avancer et a tourner (Dent et coll., 2003).

Ainsi, la motilit¢ du cone de croissance implique une intégration progressive
d’événements moins définis qui a leur tour informe la stabilisation et I'extension des
microtubules. Les boucles de rétroaction impliquant la livraison des protéines de liaison a
I’actine via les microtubules pourraient alors stabiliser ou déstabiliser les interactions entre les
¢léments du cytosquelette d'actine et de tubuline, ou elles peuvent conduire a 'amplification

d’une réponse dans une région particuliere (Andersen et coll., 2005).

Engorgement

Protrusion I
Stabilisation of

microtubules

Actin \
polymerisation |

Microtubule

retraction bundling

Figure 1.14 Processus de portusion, engorgement et consolidation permettant la motilit¢ du
CcC

(Tirée de Mortimer et coll., 2008)

78



1.5.3.3 Polarisation

Pour maintenir le mouvement vers l'avant, les événements de motilité doivent se
produire préférentiellement a 1’extrémité négative pointue du filament d’actine. Généralement,
les cones de croissance ont une polarité¢ intrinseéque «avant-arriere» exercée par l'axe de
I'axone (Figure 1.15). Ils peuvent, toutefois, afficher différents degrés de polarisation avant-

arriere (Mason et coll., 2000).

Les cones de croissance «en pause» prennent des formes plus complexes, et déploient
les microtubules en boucle dans leur région centrale — de tels comportements se produisent
lorsque le cone de croissance doit prendre une décision de guidage complexe (Mason et coll.,
1997). Cependant, les cones de croissance qui s’étendent le long d'une voie bien définie
s’organisent et prennent la forme d’une balle, une morphologie qui est en corrélation avec une

sensibilité réduite et une croissance rapide (Mason et coll., 1997).

Les cones de croissance possédent un ensemble de composants moléculaires
spécifiques qui marquent leur avant et leur arriére et qui maintiennent un arrangement régional
appropri¢ du cytosquelette. L’extrémité frontale du cone de croissance est enrichie de
molécules qui favorisent la polymérisation et le regroupement de l'actine. Pour maintenir le
mouvement antérograde, le cone de croissance doit réguler également son adhérence au
substrat en développant une forte adhérence a son extrémité comparée a la zone centrale et a
I'axe de I'axone pour extraire les forces mobiles des bandes d’actine (Mortimer et coll., 2008).
Le controle exercé par la bicouche lipidique sur 1’endocytose et le trafic des molécules
d'adhésion cellulaire a partir de la zone centrale jusqu’a I’extrémité est crucial pour l'extension

axonale (Kamiguchi et coll., 2006).
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L’avancement du cone de croissance implique un processus de consolidation axonale
qui consiste a convertir I'arriere du cone de croissance en un segment d’axone bien défini. Cela
nécessite l'activation des protéines de translocation qui induisent le regroupement des
microtubules (Bielas et coll., 2007) et la déstabilisation du cytosquelette d'actine (Loudon et

coll., 2006).

Au moment de tourner, les cones de croissance développent une polarité gauche-droite
qui coordonne I'extension du cytosquelette dans la direction du virage et la rétraction dans le
coté opposé (Figure 1.15). La traduction des protéines locales est nécessaire pour plusieurs
réponses du cone de croissance (Wu et coll., 2005; Piper et coll., 2006 and Lin et coll., 2007).
La traduction locale des ARNm a l'intérieur des cones de croissance contribue directement au
processus de rotation a la fois attractif et répulsif. La signalisation autocrine et 1’addition
focale de protéines transmembranaires par exocytose ciblée pourraient également jouer un role
dans la polarisation gauche-droite (Tojima et coll., 2007). La polarisation gauche-droite peut
étre stabilisée par la capture de microtubules dynamiques a 1’aide des protéines associées aux
microtubules et l'alignement des microtubules le long des faisceaux d’actine dans la zone
périphérique du cone de croissance. La livraison simultanée des protéines liées a 1’actine,
médiée par les microtubules, ainsi que la régulation positive de la stabilit¢ des microtubules
par les filaments d'actine, pourrait agir comme une boucle de rétroaction positive pour
maintenir la polarité gauche-droite pendant que le cone de croissance compléte un tour
(Andersen et coll., 2005). En plus de la protrusion dans la direction du tour, le cone de

croissance doit aussi se replier du c6té opposé (Loudon et coll., 2006).

Le défi de détecter et de répondre a un gradient demeure omniprésent en biologie.

Déterminer comment les événements moléculaires sont régulés temporellement et
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spatialement dans le cone de croissance est crucial pur approfondir notre compréhension de la

chimiotaxie de cOne de croissance.

1

Neuronal growth cones

Low polarisation High polarisation
% .
———
Left-right polarisation of Left-right polarisation of
signalling in response to cytoskeletal motility

guidance cue

Figure 1.15 Deux modeles de polarisation «avant-arriere» et «gauche —droite»

(Tirée de Mortimer et coll., 2008)
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1.6 Guidage axonal et établissement du systéme visuel

Le systéme visuel est I’'unique moyen de traitement visuel et cognitif des informations
du monde extérieur dans le cerveau. La cellule ganglionnaire est le seul type de cellules
neuronales dans la rétine qui envoie des axones de la rétine vers le cerveau. Le guidage axonal
représente I’ensemble d'événements par lesquels I’axone sortira de 1I'ceil et atteindra ses cibles

dans le cerveau.

Au cours des derniéres décennies, les connaissances sur les mécanismes moléculaires
impliqués dans la formation du systéme visuel se sont multipliées grice a des avancées
génétiques et moléculaires majeures. Dans ce chapitre, il sera question des mécanismes
contrdlant le guidage axonal des leur sortie de 1’ceil jusqu’aux centres visuels primaires, les
molécules de guidage impliquées, la différenciation des CGRs, et les processus essentiels de

raffinement pour I'établissement de cartes topographiques et la ségrégation axonale.

1.6.1 Le systéme visuel des mammifeéres

Le systéme visuel est formé des yeux et des voies qui les relient au cerveau. La rétine
traduit la lumiére en signaux nerveux. Elle permet de voir dans des conditions qui vont de
I'obscurité a la lumiére intense du soleil, de distinguer les couleurs, les formes, le mouvement
et de fournir un degré ¢élevé de précision visuelle. La rétine est constituée de trois couches de
cellules nerveuses séparées par deux couches contenant des synapses établies entre les axones
et les dendrites de ces cellules. La rétine comporte des photorécepteurs, les batonnets et les
cones. La couche de la rétine interne contient trois types de cellules nerveuses, les cellules

bipolaires, horizontales et amacrines (Figure 1.16).
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Figure 1.16 Différentes couches de la rétine
(Tirée de http:// www.corpshumain.ca/en/Vue_en.php)

Les cellules bipolaires regoivent le stimulus nerveux des photorécepteurs, et la majorité
d’entre elles le transmettent directement aux cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs). Les
cellules horizontales relient les récepteurs et les cellules bipolaires par des connexions
relativement longues qui sont paralleles aux couches rétiniennes. Les cellules amacrines lient
les cellules bipolaires et les CGRs. Les axones des CGRs passent a la surface de la rétine et se

réunissent au niveau du disque optique pour quitter l'ceil et former le nerf optique. On
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distingue 20 types de CGRs classés selon la morphologie et des critéres moléculaires et
fonctionnels. Chaque type participe a des circuits distincts de la rétine et projette a un
ensemble spécifique de cibles dans le cerveau (Coombs et coll, 2007; Schmidt et coll., 2011).
Ces cibles comprennent les principaux noyaux de formation d'image tels que le corps
genouill¢ latéral (CGL), la partie visuelle du thalamus, et le colliculus supérieur (SC), situé

dans le toit du mésencéphale, qui coordonne les mouvements rapides de 1’ceil.

Les axones provenant des deux yeux se rencontrent au chiasma, qui est situé a la base
de I'hypothalamus. Chez les primates, les axones des CGRs de la rétine nasale croisent du c6té
opposé de la téte (controlatérale ou axones commissuraux), tandis que les axones de la rétine
temporale envoient des projections a [’hémisphére ipsilatéral (axones ipsilatéraux).
L’importance de la vision binoculaire et la position frontale des deux yeux ont été, durant
I’évolution, en constante corrélation avec la proportion des axones ipsilatéraux (Jeffery et
Erskine, 2005). Chez les primates, le pourcentage d’axones des CGRs ipsilatérales et
contralatérales est a peu pres égal (60% vs 40%) tandis que dans la souris, seulement environ
3% a 5% de tous les axones des CGRs sont ipsilatéraux. Ceci peut étre dQ a la position des
yeux plus latérale chez ces rongeurs ce qui réduit le degré de chevauchement dans le champ
binoculaire. Chez des espéces comme le poussin, les poissons et les tétards xenopus aucun
chevauchement ne se produit dans le champ visuel binoculaire et les projections ipsilatérales

chez ces animaux sont absentes.

Les voies optiques sont formées de la combinaison des axones ipsilatéraux avec les
axones controlatéraux de l'autre ceil apres le passage du chiasma optique. Un grand nombre
d'axones du tractus optique se terminent au corps genouillé latéral (CGL). Le CGL droit regoit

des informations du champ visuel gauche (coté nasal gauche et coté temporal droit de la
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rétine), tandis que le CGL gauche recoit des informations a partir du champ visuel droit (c6té
nasal droit et c6té temporal gauche de la rétine. Chez les carnivores et les primates, le CGL se
compose de six couches. Les couches 1, 4, et 6 traitent l'information provenant des fibres du
champ visuel temporal de la rétine; les couches 2, 3, et 5 correspondent a l'information des
fibres issues du champ visuel nasal de la rétine. Le CGL des rongeurs ne présente aucun motif
de stratification évident (Van Hooser et Nelson, 2006). Ainsi, les projections de la rétine sont
organisées dans des territoires complémentaires qui ne se chevauchent pas appelés domaines
spécifiques oculaires (Godement et coll., 1984). Les relations spatiales entre les CGRs de la
rétine sont maintenues afin de former I'image comme une représentation ordonnée (carte) de
l'espace visuel. En effet, les cellules ganglionnaires voisines dans la rétine projettent a des
cellules voisines dans le CGL et le SC pour former une carte topographique continue qui
reflete 'image visuelle pergue par la rétine (Rakic, 1976; Godement et coll, 1984 et Chalupa et
Snider, 1998). Du CGL dorsal, les neurones de relais de second ordre, appelés neurones
thalamocorticaux, transmettent l'information visuelle vers le cortex, ou elle est intégrée avec
d'autres modalités sensorielles pour permettre au cerveau d'élaborer les réponses motrices

appropriées.

1.6.2 Différenciation et axonogeneése des cellules ganglionnaires de
la rétine

1.6.2.1 Spécification des cellules ganglionnaires de la rétine

Les cellules progénitrices rétiniennes multipotentes donnent naissance a la majorité des
types cellulaires de la rétine. Chez tous les vertébrés, les CGRs sont les premiéres a étre

générées (Young., 1985; Holt et coll., 1988; Wetts et Fraser, 1988 et Turner et coll., 1990).
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Chez la souris, la période de naissance des CGRs s’étale du jour embryonnaire (E11)
au premier jour postnatal (P0O) avec un pic a E14.5 (Drager, 1985 et Hufnagel et coll., 2010).
Dans la rétine humaine, la genése des CGRs commence autour de la cinquiéme semaine foetale
et se termine autour de la dix-huitiéme (Pacal et Bremner, 2014), alors que dans les poissons et

les amphibiens, ce processus est continu tout au long de la vie.

La transformation des cellules progénitrices en CGRs se produit pendant ou juste apres
la division finale de la cellule (McLoon et Barnes, 1989; Waid et McLoon, 1995; Prasov et
Glaser, 2012; Pacal et Bremner, 2014) sous I’influence de plusieurs facteurs intrinséques et
des signaux de cellule a cellule. La différenciation des CGRs commence dans la rétine centrale
et se propage de manicre périphérique suivant un mode concentrique (Drager, 1985; Hu et de
Paques, 1999; McCabe et coll., 1999; Neumann et Nuesslein-Volhard, 2000; Martinez-

Morales et coll., 2005 et Hufnagel et coll., 2010).

La premiere différenciation centrale des CGRs est déclenchée par les facteurs de
croissance des fibroblastes (FGF3 et FGF8) libérés par les centres organisateurs de la tige

optique et de la rétine neurale (Masai et coll., 2000 et Martinez-Morales et coll., 2005).

La signalisation Delta-Notch joue un role important dans la différenciation des cellules
progénitrices rétiniennes. Le blocage de cette signalisation entraine une différenciation
prématurée et une augmentation ultérieure du nombre des CGRs suite a la polarisation vers
une production de CGRs au début de la rétinogenése (Austin et coll., 1995 et Henrique et coll,

1997).

Les protéines sécrétées reliées a frizzled (Sfrps) régulent de facon négative la

signalisation de Notch dans la rétine, par inhibition de la métalloprotéase ADAMI10 essentielle
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pour l'activité de Notch. Ainsi, les mutants de souris composites pour SFRP1 et SFRP2 ont

une neurogenese rétinienne perturbée (Esteve et coll., 2011).

La signalisation Notch régule la neurogenése rétinienne en partie par le controle de
l'expression de génes essentiels pour spécifier la destinée des cellules, comme Atoh7 (Maurer
et coll., 2014). Le géne bHLH proneural Atoh7 (précédemment connu sous le nom Math5) est
essentiel pour la différenciation en CGRs. Atoh7 est exprimé dans les progéniteurs rétiniens
coincidant avec le début de la différenciation CGRs. Chez les souris dépourvues du gene
Atoh7, quelques CGRs sont générées, mais la majorité des cellules progénitrices optent pour
une différenciation en cellule amacrine ou en cone photorécepteur (Brown et coll, 2001 et
Wang et coll, 2001). En aval, les cibles d’Atoh7 sont le domaine POU du facteur de
transcription Brn3b (POU4F2) et I’homéodomaine LIM du facteur de transcription Islet-1

(Wang et coll., 2001 et Yang et coll., 2003).

Brn3b et Islet-1 (Isll) sont exprimés par les CGRs pendant ou peu apres leur division
cellulaire terminale (Prasov et Glaser, 2012; Pacal et Bremner, 2014). Ils agissent dans des
voies paralléles, pour activer des genes essentiels a la différenciation morphologique et a la
survie des CGRs (Erkman et coll., 2000; Pan et coll., 2008). Brn3b est exprimé dans environ
80% des CGRs naissantes. Les facteurs liés Brn3a (Pou4fl) et Brn3c (Pou4f3) sont
respectivement exprimés dans environ 80% et 20% des CGRs. Chez la souris, 1'expression de
Brn3a et Brn3c dans CGRs commence environ 1 jour aprés I’expression de Brn3b (Xiang et
coll.,, 1995 et Pan et coll, 2005). Bien qu'initialement pensée pour étre fonctionnellement
équivalente (Pan et coll.,, 2005), I'utilisation de souris Brn3a et Brn3b conditionnées a
démontré des roles distincts pour Brn3a et Brn3b dans le controle de 1'identité des sous-types

de CGRs (Badea et coll., 2009 et Shi et coll., 2013).
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Une combinaison de signaux intrinséques et extrinseéques joue aussi un réle important
dans la conduite de la différenciation des CGRs dans la rétine. Neurog2, un facteur de
transcription fortement li¢ a Afoh?7, est un facteur clé de la régulation de la progression spatiale
et temporelle des CGRs au cours de la neurogenése de la rétine. FGF1 et le morphogene
classique sonic hedgehog (Shh) sont également impliqués dans la propagation de l'onde de
différenciation des CGRs dans la rétine (McCabe et coll., 1999; Neumann et Nuesslein-
Volhard, 2000). Cependant, le role de Shh reste controversé et peut étre spécifique a I'espece.
Dans toutes les especes, Shh, libéré par les CGRs nouvellement générées, peut agir sur les
cellules progénitrices neurales indifférenciées pour réguler leur différenciation. La
perturbation génétique ou pharmacologique de la signalisation Hedgehog de rétines de poisson
z¢ébré n'a pas d'impact sur la premiere différenciation centrale des CGRs, mais la neurogenése
ne parvient pas a se propager plus loin, démontrant un rdle positif pour la signalisation shh
dans la propagation de la différenciation des CGRs chez ces poissons (Neumann et Nuesslein-
Volhard, 2000). Cependant, des études chez le poussin et la souris n’ont pas réussi a
reproduire cette observation. Elles indiquent plutét que Shh est un régulateur négatif de la
genese des CGRs chez ces especes (Zhang et Yang, 2001 et Wang et coll, 2005). Cette
différence inter-espéce dans la fonction de Shh lors de la différenciation des CGRs peut étre

attribuée a des différences de signalisation de Shh ou dans la durée de la neurogenése.

D’autres facteurs libérés par CGRs modulent la production et la survie des nouvelles
CGRs, agissant ainsi par une boucle de rétroaction pour controler le nombre de CGRs (Waid
et McLoon, 1998 et Gonzalez-Hoyuela et coll., 2001). La liste de ces facteurs n’est pas
exhaustive, mais elle comprend le facteur de croissance endothéliale vasculaire-A (VEGF-A),

le facteur de croissance analogue épidermique neural (NEL), et le facteur de croissance et
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différenciation 11 (Gdf11) (Kim et coll., 2005; Hashimoto et coll., 2006 et Nakamoto et coll.,
2014). D’autres ¢études seront nécessaires pour identifier le répertoire complet de signaux

extrinseques essentiels pour la genese des CGRs.
1.6.2.2 Différenciation morphologique des CGRs

Adjacentes a la surface de 1'épithélium pigmentaire rétinien (EPR), les CGRs
naissantes procédent a leur division finale, formant des cellules sphériques sans polarité
¢vidente. Dans la rétine jusqu’a la surface vitréenne, ces cellules apolaires générent des
cellules de morphologie bipolaire. Ces cellules sont fixées aux membranes limitantes interne et
externe de la rétine. Le noyau de la CGR migre ensuite vers la surface interne de la rétine. Au
cours de cette migration, un axone se prolonge dans la couche de fibre optique. Enfin, la forme
cellulaire bipolaire rompt la liaison de son processus apical avec la surface ventriculaire, ce
qui produit des CGRs morphologiquement distinctes dans la couche interne de la rétine. La
formation de dendrites survient aprés I’initiation des axones, mais avant ’innervation des
cibles (Hinds et Hinds, 1974; Holt, 1989; McLoon et Barnes, 1989; Neige et Robson, 1994 et

Zolessi et coll., 2006).

La signalisation Slit-Robo joue un rdle essentiel dans la régulation du processus de
retrait apical chez les CGRs en différenciation. L’imagerie confocale en temps réel de la
différenciation des CGRs chez des embryons du poisson zébré a démontré que 1’émergence de
I’axone se produit rapidement de fagon trés dirigée (Zolessi et coll., 2006). Contrairement a la
culture cellulaire ou de multiples processus transitoires se déroulent avant le développement
de l'axone, in vivo les axones apparaissent en l'absence d'autres neurites. L’initiation de

I’axone qui se produit indépendamment du processus de rétraction apical (Zolessi et coll.,
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2006) est régie par une gamme de signaux extrinseéques. Le blocage de la NFprotocadhérine,
ou de la signalisation B-intégrine, chez les CGRs du Xenopus, compromet 1’initiation et la
croissance axonale, démontrant un réle important dans l'extension de l'axone initial de
I'adhésion cellulaire et de la signalisation de l'intégrine (Lilienbaum et coll., 1995, Riehl et
coll., 1996 et Piper et coll., 2008). Le réarrangement du cytosquelette est également important
comme en témoigne le blocage de la Rho GTPase Racl qui inhibe 1’axogenése (Ruchhoeft et

coll., 1999).

La polarité initiale de la croissance axonale est controlée, du moins en partie, par des
signaux de la couche basale de la rétine. Chez le poisson z€bré mutant présentant une
perturbation de la polarité neuroépithéliale et dans le développement de la lame basale, de
nombreuses CGRs ne se polarisent pas normalement et étendent leurs axones de fagon
aberrante le long de la surface externe du (RPE) de la rétine (Zolessi et coll., 2006). De méme,
la digestion des composants de la lamina basale de la rétine par la chondroitine sulfate
protéoglycane (CSPG) ou I’ajout de chaines exogenes CS libres dans une culture de rétines de
rat induisent un renversement complet dans la polarité des CGRs, avec des corps cellulaires et

des axones situés a coté¢ du RPE (Brittis et coll., 1992 et Brittis et Silver, 1994).

1.6.3 Croissance et guidage axonal dans la rétine et a la sortie de
I'ceil

1.6.3.1 Croissance dans la couche fibre optique

Apres leur initiation, les axones des CGR s’étendent vers leur point de sortie de I'eeil, le
disque optique, dans une zone étroite de la surface intérieure de la rétine : la couche de fibres

optiques. Les propriétés inhibitrices des couches externes de la rétine et la présence de facteurs
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de croissance dans les terminaisons des cellules gliales de cette région, limitent la croissance
des axones de la rétine a la couche des CGRs (Schlosshauer et Stier, 1995). Le guidage des
axones des CGRs au cours de leurs allongements le long de la couche la plus profonde de la
rétine a été perdu lorsque les terminaisons gliales radiales ont été éliminées de facon sélective
dans les cryo-sections rétiniennes. Ainsi, les terminaisons gliales radiales fournissent un
excellent substrat de croissance lorsque les préparations pures de ces terminaisons ont été

employées dans les cultures d'explants (Schlosshauer et Stier, 1995).

La molécule d'adhésion cellulaire, NCAM (molécule d’adhésion cellulaire neurale),
qui est localisée dans les terminaisons des cellules gliales stimule leur croissance (Halfter et
coll., 1987 et Brittis et coll., 1995). Inversement, les protéines Slit sont une composante de
l'activité inhibitrice de la rétine externe (Thompson et coll., 2006b). Les axones des CGRs qui
expriment le récepteur de Slit : Robo2 (Plachez et al, 2008 et Thompson et al, 2009) sont
sensibles a la signalisation inhibitrice de Slit peu de temps aprés I’axogenese (Thompson et

coll., 2006b).

Chez les souris, Slitl et Slit2 sont les seuls membres murins de la seule famille Slit qui
sont exprimés dans la rétine en développement (Erskine et coll., 2000 et Niclou et coll., 2000).
Leur absence ou celle de leur récepteur robo2 induit une projection aberrante des axones des
CGRs dans les couches externes de la rétine (Thompson et coll., 2006° et 2009). Cependant le
faible nombre d’axones dans la rétine externe en absence de la signalisation Robo-Slit
implique d’autres facteurs inhibiteurs supplémentaires pourraient prévenir la croissance en

dehors de la couche de fibres des CGRs.
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1.6.3.2 Croissance vers le disque optique

La croissance dans la couche de fibres des CGRs est trés organisée et des le début, elle
est dirigée vers le disque optique. Cependant, les axones aberrants des CGRs dans la rétine
externe dans les souris mutantes Slit 1, Slit2 ou Robo2 (Thompson et coll., 2006°) ou ceux du
poisson z¢bré nok de polarité rétinienne défectueuse (Zolessi et coll., 2006) continuent leurs
prolongements vers le disque optique et quittent l'ceil. Ceci suggere que les signaux
responsables de la croissance dirigée dans le disque ne sont pas restreints a la couche des

fibres des CGRs.

Avant I’axogenése, le neuro-épithélium rétinien inhibe la croissance axonale (Halfter,
1996). Parce que la neurogenése de la rétine est initiée dans la rétine centrale et se propage en
périphérie, les CGRs nouvellement différenciées sont bordées par une zone d'inhibition
périphérique et une région permissive centrale, qui aidera a assurer que la croissance de
l'axone soit dirigée vers le centre depuis le début. Chez les rongeurs, les propriétés inhibitrices
du neuro-épithélium rétinien correlent avec une vague de recul centre-périphérie des CSPGs.
La vague des CSPGs qui passe sur les cellules du neuro-épithélium indifférencié¢ aide a
contrdler le moment de la genése des CGRs et la signalisation inhibitrice dirige la croissance
des axones loin de la périphérie de la rétine, directement vers le disque optique (Brittis et coll.,

1992).

Les facteurs inhibiteurs, tels que Slit2 sécrétée par le cristallin, aident également a ce
que la croissance des axones des CGRs soit dirigée centralement depuis le début (Ohta et coll.,
1999 et Thompson et coll., 2006b). Dans les rétines de poussin et sous le contrdle du facteur

de transcription ZIC3, des facteurs inhibiteurs s’assurent de la croissance des axones en
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direction centrale (Zhang et coll., 2004). Une gamme des molécules d'adhésion cellulaire tels
que L1, NrCAM, et BEN (également appel¢é DM-GRASP/ SCI/ Neurolin) agissent de concert
avec les forces inhibitrices poussant les axones des CGRs de la périphérie de la rétine,
entrainant leur croissance centrale. Le blocage de la fonction de ces molécules dans les rétines
de poussin, de poissons ou de rongeurs altere le regroupement étroit des axones des CGRs et
la croissance dirigée vers le disque de certains axones (Brittis et coll., 1995, Ott et coll., 1998

et Weiner et coll., 2004).

Shh est un autre facteur impliqué dans la promotion de la croissance dirigée vers le
disque. Comme mentionné ci-dessus, Shh est exprimé dans un gradient rétinien élevé au
centre et faible en périphérie, ce qui correspond au modele de différenciation des CGRs. In
vitro, Shh peut agir directement sur les axones des CGRs en fonction de sa concentration afin
de promouvoir ou inhiber leur croissance (Kolpak et coll., 2005). La surexpression ou la perte
de fonction de Shh dans les rétines de poussins entraine une perte compléte de la croissance
dirigée vers le disque (Kolpak et coll., 2005). De méme, chez la souris, le blocage de
signalisation de Shh dans les CGRs par électroporation compromet la croissance des axones
dans la région du disque optique induisant la croissance de nombreux axones parallélement au

disque ou dans la rétine périphérique (Sanchez-Camacho et Bovolenta, 2008).

Les facteurs de transcription tels que Brn3b et Pax6 jouent aussi un role dans la
différenciation des CGRs. Ils sont également impliqués dans le contrdle de la croissance des
axones des CGRs vers le disque optique (Erkman et coll., 2000 et Manuel et coll, 2008). Chez
les souris dépourvues de Brn3b ou exprimant des copies multiples de PAX6 humain, la
fasciculation axonale est altérée, avec des trajectoires axonales anormales a l'intérieur de la

rétine a défaut d'atteindre le disque optique (Erkman et coll., 2000 et Manuel et coll., 2008).
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1.6.3.3 La croissance hors de 1'ceil

Arrivés au disque optique, les axones changent de 90° leur sens de croissance pour
quitter ’ceil. Le développement normal et la structuration du disque optique sont essentiels
pour la croissance de 1'eeil. Chez certaines souris mutantes ou le développement du disque
optique est perturbé, de nombreux axones des CGRs ne parviennent pas a sortir de 1'eeil. Cela
se produit chez le mutant hétérozygote KRD (avec des défauts rétiniens et rénaux, Otteson., et
al, 1998) ou le mutant BST (spot du ventre et de la queue; Rice et coll., 1997), les mutants
conditionnels ayant une carence en shh au niveau des CGRs (Dakubo et coll., 2003) ou les
mutants de TBX2 (Behesti et coll., 2009). De méme, les souris avec récepteur BMP 1B muté
ont une expression perturbée des signaux de guidage au niveau du disque optique, ce qui altére

la sortie des axones des CGRs de I'eeil (Liu et coll., 2003).

La nétrine-1, agissant avec son récepteur DCC, est la molécule de signalisation clé
essentielle pour la croissance hors de 1'eeil des axones des CGRs (Deiner et coll., 1997). La
nétrine-1 se localise dans la glie du disque optique. En stimulant la croissance, elle exerce un
effet attractif sur les axones des CGRs (Deiner et coll., 1997 et De la Torre et coll., 1997). Les
axones rétiniens des souris dépourvues de nétrine-1 ou de son récepteur DCC, poussent
normalement vers le disque optique, mais ne parviennent pas a sortir de 1'ceil, entrainant une
hypoplasie du nerf optique (Deiner et coll., 1997). Contrairement a la moelle épiniere ou
I’effet attractif sur les axones commissuraux est de longue portée (Kennedy et coll., 1994), la

nétrine-1 agit localement dans la rétine pour diriger 1'orientation vers le disque optique.

Malgré son effet attracteur, les axones des CGRs se détournent du taux élevé de

nétrine-1 a la surface du disque optique vers le nerf optique. Hopker et al ont démontré que
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chez le Xenopus, les changements au niveau des taux d'AMPc des cones de croissance
provoqués par le contact, avec la laminine-1, protéine de la matrice extracellulaire,
convertissent 1’attraction médiée par la nétrine-1 en répulsion véhiculant ainsi le cone de
croissance hors de I'eeil (Hopker et coll., 1999). A I'entrée du disque optique, la laminine-1 est
localisée a la surface de la rétine. La diminution des taux d'’AMPc du cone de croissance induit
une signalisation inhibitrice de la nétrine-1 colocalisée dans cette région, entrainant la conduite

des axones dans les régions les plus profondes du disque optique.

La localisation et la fonction de la nétrine-1 dans I'eeil peuvent étre également
modulées par les héparane sulfate protéoglycanes (HSPG). In vitro, l'activité de croissance
favorisée par la nétrine-1 est réduite dans les axones des CGRs déficients en HSPG. De méme,
les souris avec une synthése défectueuse de HSPG dans la rétine affichent une gamme
d’erreurs dans le guidage axonal des CGRs, y compris un retard de croissance hors de 1'ceil
(Ogata-Iwao et coll., 2011). La signalisation inversée par EphBs agissant comme molécules de
guidage inhibitrices peut guider les axones dorsaux des CGRs, mais pas les ventraux vers le

disque optique et hors de I'eeil (Figure 1.17-A). (Birgbauer et coll., 2000).

1.6.4 Guidage axonal au niveau du chiasma

1.6.4.1 Les déterminants cellulaires et moléculaires du trajet général vers et
a travers le chiasma

Une fois que les axones des CGRs quittent 1'ceil, ils s’allongent parmi les cellules
gliales intrafasciculaires du nerf optique (Silver, 1984). Sema5SA et Slit2 sont exprimés par les

cellules gliales du nerf optique. Grace a une signalisation inhibitrice, ils aident a limiter les
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axones des CGRs au sein du nerf optique et en assurent le regroupement (Plump et coll., 2002

et Oster et coll., 2003).

Le facteur de transcription Vaxl1 est également exprimé par les cellules gliales du nerf
optique ainsi que dans le diencéphale ventral. Il est nécessaire a la croissance des axones
rétiniens du nerf optique pour former le chiasma. Chez les souris dépourvues de Vaxl, les

axones des CGRs ne parviennent pas a former le chiasma (Bertuzzi et coll., 1999).

La protéine Vaxl est sécrétée par les cellules du diencéphale ventral et,
indépendamment de l'activité de son facteur de transcription, peut favoriser la croissance
axonale des CGRs, d’ou cette possibilité étonnante : Vax1 pourrait agir directement sur les
cones de croissance des axones des CGRs comme un signal d'orientation essentiel pour la

formation du chiasma (Kim et coll., 2014).

Une fois que les axones atteignent le chiasma, 1'organisation des cellules gliales change
d’intrafasciculaire a radiale (Colello et Guillery, 1992 et Marcus et coll, 1995). Une population
de neurones diencéphaliques exprimant 1’antigéne SSEA-1 de surface cellulaire (antigene-1
spécifique au stade embryonnaire) et CD44 sont également présents dans le chiasma murin
(Figure 1.17-B). Ces neurones constituant un réseau en forme de V inversé qui définit le bord
postérieur du chiasma. Ces neurones s'étendent le long de la ligne médiane (Sretavan et coll.,
1994; Marcus et coll., 1995). L’ablation de ces neurones induit un décrochage des axones des
CGRs a leur entrée dans le cerveau ce qui résulte en un échec dans la formation du chiasma

(Sretavan et coll., 1995).

Comme ils s’étendent vers et a travers le chiasma optique, les axones CGRs sont

délimités par des signaux inhibiteurs Slit qui jouent un réle essentiel dans la définition de la
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trajectoire précise suivie par les axones (Figure 1.17-B). Chez la souris ou le poisson zébré, le
manque de signalisation Slit-Robo cause I’errance de nombreux axones loin de leur voie

normale (Fricke et coll., 2001; Plump et coll., 2002 et Plachez et coll., 2008).

La signalisation Slit au chiasma est modulée par HSPG et les taux d'AMPc
intracellulaires. HSPG sert a la fois a localiser les Slits dans la matrice extracellulaire (Wright
et coll., 2012). Ils sont aussi nécessaires pour les réponses des cones de croissance des axones
des CGRs a Slits (Piper et coll., 2006 et Pratt et coll, 2006). Chez la souris ou le poisson zébré
mutants ou la biosynthése des HSPG est perturbée (EXT1: Inatani et coll., 2003; Hs6stl,
Hs2st: Pratt et coll, 2006; Conway et coll., 2011; dak / ext2; boite / extl3: composé mutants
Lee et coll., 2004), les axones des CGRs commettent des erreurs de guidage au chiasma

optique qui ressemblent, en partie, au phénotype observé chez les mutants Slit et Robo2.

La chimiokine SDF-1 n'a pas d'effet sur la croissance axonale par elle-méme.
Cependant, SDF-1 réduit I’activité inhibitrice de multiples signaux de guidage, y compris Slit,
en agissant avec son récepteur CXCR4 pour élever les niveaux d'AMPc du cone de croissance
(Chalasani et coll., 2003). SDF-1 peut moduler la signalisation Robo-Slit. /n vivo, le blocage
soit de SDF-1 ou de son aval de signalisation, 'ADCY8 (adénylcyclase 8), préserve les axones
des CGRs des erreurs de guidage des mutants de poissons zébrés avec une perte partielle de la

fonction de Robo2 (Chalasani et al, 2007 et Xu et al, 2010).

La modulation des réponses de guidage induite par les métalloprotéases, y compris la
signalisation de Slit, est également impliquée dans le guidage axonal des axones des CGRs

dans le chiasma (Webber et coll., 2002 et Hehr et coll., 2005). En plus de Slit et de leurs
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modulateurs, d'autres facteurs y compris Shh et CSPG sont impliqués dans la délimitation de

la trajectoire suivie par les axones des CGR au cours de leur croissance a travers le chiasma.

Shh est exprimé dans l'ensemble du systéme nerveux central (SNC) médian, a
l'exception du petit espace ou le chiasma optique se développe. Ainsi, les axones des CGRs
s’étendent normalement a travers la ligne médiane dans la région exempte de Shh, avec des
niveaux ¢levés de Shh en bordure antérieure et postérieure du chiasma (Marcus et coll., 1999
et Trousse et coll., 2001). Cet écart dans l'expression de Shh est indispensable pour que
I’axone de la CGR progresse normalement a travers la ligne médiane. Chez les mutants PAX2,
ou des mutants de poisson z¢ébré de FGF8/ace avec une expression de Pax2 perturbée, Shh est
exprimé tout le long de la ligne médiane du CNS sans espace dans la région du chiasma. Dans
ces mutants, les axones des CGRs ne peuvent plus croitre a travers la ligne médiane, mais
projettent ipsilatéralement (Torres et coll, 1996; Macdonald et coll., 1997 et Shanmugalingam

et coll., 2000).

Le blocage de la signalisation de Shh dans des embryons de souris in vivo au cours de
la période ou le développement du chiasma n'a pas d'impact grave sur les motifs de la rétine ou
du diencéphale. Par contre, il peut en résulter plusieurs défauts de guidage des axones des
CGRs: la défasciculation, une augmentation de la surface occupée par les axones
controlatéraux ayant franchi la ligne médiane, une augmentation du nombre d'axones
s’étendant ipsilatéralement et dans la partie controlatérale du nerf optique (Sanchez-Camacho
et Bovolenta, 2008). Ainsi, comme Slits bordant le chiasma, Shh aide a contraindre les axones
des CGRs a suivre la voie appropriée lorsqu’ils s’allongent dans le chiasma Les CSPGs sont
exprimées par les neurones qui définissent la frontiere postérieure du chiasma. Le traitement

de la culture de tranches du diencéphale-ventral de la rétine avec chondroitinase ABC aboutit
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a une désorganisation de la croissance au chiasma, y compris des axones traversant a des
endroits aberrants, et errant loin de leur voie normale (Chung et coll., 2000). Reste a
déterminer si les CSPGs agissent directement sur la croissance des axones des CGRs au

chiasma, ou grace a la modulation d’autres signaux de guidage comme Slit ou Shh.

1.6.4.2 Mécanismes moléculaires pour traverser la ligne médiane du
chiasma

Dans toutes les espéces, la majorité des axones des RGCs projettent controlatéralement
au chiasma. Malgré 1’absence de molécules chimioattractives telles que, la nétrine-1 (Kennedy
et coll., 1994) et Shh (Charron et coll., 2003) sur la ligne médiane diencéphalique de la moelle
¢épiniére (Deiner et Sretavan, 1999; Marcus et coll., 1999 et Trousse et coll., 2001) et
I’inhibition par Shh de la croissance des axones controlatéraux des CGRs (Trousse et coll.,
2001 et Sanchez-Camacho et Bovolenta, 2008), I'action de nombreuses molécules est

essentielle pour assurer le passage a la ligne médiane du chiasma.

La molécule d'adhésion cellulaire NrCAM, une des premicres protéines essentielles a
la traversée de la ligne médiane au chiasma, est exprimée a la fois par les CGRs projetant
controlatéralement et par les cellules gliales de la ligne médiane ventrale (Williams et coll.,
2006). Chez les souris dépourvues de NrCAM, un petit nombre d’axones de CGRs générés
tardivement projetant controlatéralement ne parviennent pas a traverser la ligne médiane alors
que la majorité des axones contralatéraux traversent normalement. De plus, des expériences in
vitro ont montré que, lorsqu’agissant seul, NrCAM est nécessaire exclusivement dans la rétine
pour promouvoir la croissance des axones des CGR dans le chiasma (Williams et coll., 2006).

Toutefois, des expériences ultérieures ont démontré que NrCAM, au niveau du chiasma, agit
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en association avec Sema6D et Plexin-Al sur les neurones exprimant SSEA-1 pour favoriser

la croissance des axones controlatéraux des CGRs (Kuwajima et coll., 2012).

La neuropiline-1 (NRP1), un isoforme de liaison du facteur de croissance vasculaire
classique VEGF-A, est le premier facteur de la ligne médiane présentée comme agent
chimioattractif et promouvant la croissance des axones controlatéraux au chiasma (Erskine et
coll., 2011). Chez les souris mutées pour NRP1 ou exprimant seulement l'isoforme VEGF120
qui ne peut pas signaler avec NRP1, la taille des projections ipsilatérales est augmentée
sensiblement. Cette augmentation est due a une défaillance des axones controlatéraux a
franchir la ligne médiane. NRP1 est également important pour la croissance axonale des CGRs
controlatérales du poisson zébré (Dell et coll., 2013). Cependant, dans cette espece, le ligand
identifié est un partenaire classique de NRP1 lors de la signalisation dans le systéme nerveux,

la sémaphorine (Sema) 3D (Sakai et Halloran, 2006).

Contrairement aux souris, ou la signalisation des sémaphorines par les neuropilines
n’est pas indispensable pour le développement du chiasma (Erskine et coll., 2011), la
désactivation génétique de sema3d chez le poisson zEébré aboutit 2 un décrochage des axones
dans le tractus optique proximal et a des projections ipsilatérales aberrantes (Sakai et Halloran,
2006). Les Sema3d sont exprimées dans les parties antérieure, postérieure, et dorsale du
chiasma en développement. Elles ne sont pas nécessaires pour la traversée de la ligne médiane,

mais pour la croissance du chiasma dans le tractus optique proximal (Sakai et Halloran, 2006).

Les souris dépourvues de GAP-43 (protéine associée a la croissance-43) affichent un
défaut de guidage des axones des CGRs du chiasma au tractus optique proximal (Strittmatter

et coll., 1995). La GAP-43 est une protéine intracellulaire abondante du cone de croissance qui
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est phosphorylée par la PKC en réponse & des molécules de guidage extracellulaires, ce qui
entraine la modulation du cytosquelette d'actine du cone de croissance. Bien exprimée a la fois
par les cones de croissance des CGRs et par les cellules le long de la voie optique, sur la base
d’expériences de transplantation, GAP-43 est nécessaire pour l'interaction autonome normale
des cones de croissance des CGRs avec les cellules diencéphaliques qui tapissent le tractus
optique proximal. Ainsi, la formation appropriée du tractus optique controlatéral nécessite des
facteurs a la fois promouvant le passage de la ligne médiane, comme le VEGF-A, ainsi que

des molécules qui permettent la croissance du chiasma dans le tube proximal.

L’expression de NRP1 dans différents types de neurones, y compris les CGRs du poisson
z¢ébré et les neurones sensoriels et olfactifs de mammiféres, est réglementée au niveau
transcriptionnel par les taux d'AMPc intracellulaire (Imai et coll., 2006 et Dell et coll, 2013).
La baisse des niveaux d’AMPc chez le poisson zEébré par expression d'un dominant négatif
(DN) de la sous-unité de la protéine G (DNGas / OLF) réduit les niveaux dARNm de Nrpla
et Nrplb dans les CGRs. Il en résulte des erreurs de guidage des axones des CGRs qui copient
le phénotype observé chez I’animal ayant Nrpla muté, ou son ligand au chiasma sema3d et
sema3e chez le poisson zébré (Dell et coll., 2013). Ainsi, 'AMPc peut agir en deux volets
distincts pour moduler le guidage axonal des CGRs. Tout d'abord, I'AMPc peut agir
rapidement pour modifier la réponse des cones de croissance des signaux de guidage, en
changeant des réponses d’attraction en répulsion et vice versa (Song et coll., 1998; Hopker et
coll., 1999; Chalasani et coll., 2003; Chalasani et coll., 2007 et Xu et coll., 2010). D'autre part,
I'"AMPc peut agir sur une période de temps plus longue afin de réguler la transcription de

genes codant pour les récepteurs impliqués dans le guidage axonal, tels que NRP1. Controlant
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ainsi la capacité du cone de croissance pour répondre a des signaux environnementaux

spécifiques (Dell et coll., 2013).

1.6.4.3 Mécanismes moléculaires pour éviter la ligne médiane du chiasma

Chez les mammiferes et d'autres espéces ayant une vision binoculaire, tels que le
Xenopus post métamorphique, une population de CGRs projette a 'hémisphere ipsilatéral au
lieu de traverser la ligne médiane au chiasma optique. Les axones ipsilatéraux des CGRs
atteignent la ligne médiane, mais arrivés 1a, ils sont repoussés par les effets répulsifs provenant
de cellules gliales et d’autres cellules du diencéphale ventral. Une des familles de molécules
de guidage impliquées dans cet évitement de la ligne médiane sont les éphrines et leurs
récepteurs tyrosine kinase, les Ephs. Les axones ipsilatéraux des CGRs expriment des niveaux
¢levés d’EphB1, tandis que les cellules gliales a la ligne médiane expriment son ligand,

'éphrineB2 (Williams et coll., 2003).

Lorsque les axones ipsilatéraux s'approchent des cellules gliales du chiasma, la liaison
de EphB1 a I'éphrineB2 médie une réponse répulsive qui provoque le guidage des axones

ipsilateraux loin de la ligne médiane (Williams et coll., 2003 et Petros et coll, 2009).

Des analyses poussées de souris knockout EphB et éphrine-B ont démontré que, en
dépit de la co-expression de I'EphB2 dans les axones des CGRs projetant ipsilatéralement,
I'éphrine-B2 préfere 'EphB1 comme récepteur (Chenaux et Henkemeyer, 2011). L'expression
de 'EphB1 dans les CGRs ipsilatéraux est controlée par le facteur de transcription a doigt de
zinc ZIC2 (Garcia-Frigola et coll., 2008), un des principaux déterminants de 1’évitement, par
les axones, de la ligne médiane dans le SNC (Herrera et coll., 2003 et Escalante et coll., 2013).

Le facteur de transcription Islet-2 (ISL2) est exprimé par un ensemble de CGRs controlatérales
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a travers la rétine, mais il est nécessaire dans la région de chevauchement binoculaire dans le

champ visuel pour réprimer I'expression de ZIC2 / EphB1 (Pak et coll., 2004).

La signalisation médiée par Shh, a travers ’'un de ses récepteurs Boc, est également
impliquée dans la génération des projections ipsilatérales. Boc est exprimé dans les CGRs
ipsilatérales, mais pas dans les controlatérales. De son co6té, Shh est sécrété par les CGRs
controlatérales et aussi par le diencéphale ventral médian a I’exception d'ou se développe le

chiasma (Trousse et coll., 2001 et Sanchez-Camacho et Bovolenta, 2008).

Alors que la signalisation Shh au niveau du chiasma semble étre importante pour
inhiber le guidage axonal des axones ipsilatéraux (Sanchez-Camacho and Bovolenta, 2008 et
Fabre et coll., 2010), ’activation de Boc dans la rétine module la spécification des CGRs
ipsilatérales. En absence du récepteur Boc, les CGRs ipsilatérales ne se différencient pas
proprement et par conséquent, il se produit une diminution, dépendante du temps, du nombre
des CGRs positives pour Zic2 et une augmentation du nombre des CGRs exprimant Isl2 dans

la rétine ventrotemporale (Sanchez-Arrones et coll., 2013).

Les teneurines (Ten-m/Odz) composent une famille de protéines transmembranaires de
type II médiant I’adhésion par reconnaissance homophilique (Tucker and Chiquet-Ehrismann,
2006 et Tucker et coll, 2011). Tenm3, un membre de cette famille, a été proposé comme
modulateur de la génération de circuits visuels binoculaires chez la souris (Leamey et coll.,
2007 et Dharmaratne et coll., 2012). Les souris 7en-m3 KO montrent des anormalités dans la
cartographie des projections ipsilatérales ce qui entraine des défauts d’alignement de la carte

binoculaire et des déficits en exercant des tidches comportementales nécessitant la vision.
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Récemment, Antinucci et coll., ont décrit le role de Ten-m3 dans la spécification et la

lamination des CGRs (Antinucci et coll., 2013).

Nogo, un inhibiteur potentiel de la croissance des neurites est exprimé par les cellules
gliales radiales de la ligne médiane. Il participe au guidage des axones dans la voie ipsilatérale.
Le blocage de la fonction du récepteur Nogo (NogoR) dans une préparation semi-intacte du
systéme visuel en développement a pour résultat la réduction de la taille des projections
ipsilatérales. Suite & une régulation a la baisse de Nogo, aucun effet n’est observé sur les
projections controlatérales in vivo, in vitro la croissance des projections présomptives ipsi et
contro est inhibée (Wang et coll., 2008). NogoR est exprimé dans les CGRs ipsilatérales et
controlatérales. Considérant la difficulté de distinguer entre les axones qui ont navigué des le
début a travers le chiasma et ceux qui ’ont traversé pendant la période du traitement, il est
juste possible que I’effet sur les projections controlatérales ne soit pas détecté. D’autres études
sont nécessaires pour €lucider le réle de la signalisation Nogo dans le développement du

chiasma optique.

1.6.5 Navigation axonale a travers le tractus optique et

reconnaissance des cibles

A la sortie du chiasma, les axones des CGRs se prolongent de fagon dorso-caudale
dans le tractus optique sur la surface du diencéphale afin d’atteindre leurs principales cibles :
le noyau géniculé latéral (LGN) et le collicule supérieur (SC) chez les mammiferes et le
tectum chez les vertébrés inférieurs. Malgré leur extension adjacente au télencéphale quand ils
projettent dans le tractus optique, les axones des CGR de toutes les espéces ne pénétrent pas

dans ce tissu. La signalisation Slit-Robo, comme au niveau du chiasma, joue un important role
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de garde-fou aidant a définir de fagon précise la voie suivie par les axones des CGRs lors de

leur prolongement a travers le tractus optique.

Les Slits sont exprimées au diencéphale et dans le télencéphale bordant le tractus
optique (Ringstedt et coll., 2000; Hutson and Chien, 2002 et Thompson et coll., 2006a). Chez
la souris ou le poisson zébré avec délétion de Slit-Robo, plusieurs axones s’¢loignent de leur
voie normale et projettent dans le télencéphale et dans d’autres régions aberrantes du cerveau

(Fricke et coll., 2001; Thompson et coll., 2006 et Plachez et coll., 2008).

La B1-intégrine et la N-cadhérine, des modulateurs de la voie Slit-Robo (Rhee et coll.,
2002 et Stevens & Jacobs, 2002), sont également importants pour restreindre le trajet des
axones des CGRs aux voies optiques (Stone et Sakaguchi, 1996). D’autres facteurs inhibiteurs
comme Shh (Gordon et coll., 2010), CSPGs (Ichijo et Kawabata, 2001 et Walz et coll., 2002),
et la ténascine-R (Becker et coll.,, 2003) maintiennent les axones des CGRs dans la voie
normale et le blocage de I’expression ou de la fonction d’une de ces molécules, in vivo,

entraine une déviation des axones des CGRs du tractus optique.

Sfrp-1 est aussi impliqué dans le guidage de la croissance dans le tractus optique. Il est
exprimé dans la région du développement du tractus optique et peut agir directement sur les
axones des CGRs, via une protéine G et 'AMPc, soit pour stimuler ou inhiber la croissance
axonale. La surexpression de sfip-1 chez le Xenopus induit de graves erreurs de guidage dans
le tractus optique, par exemple, des axones s’étendant loin du tractus et des aberrations dans la

direction de la croissance (Rodriguez et coll., 2005).

La signalisation FGF joue également un role important dans I'orientation des axones

des CGRs vers et dans leurs cibles. Le FGF-2 peut agir directement sur les axones en
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promouvant la croissance axonale (McFarlane et coll., 1995). Le niveau de croissance des
axones des CGRs chez le Xenopus exprimant le dominant négatif du FGFR est plus lent que la
normale et les projections évitent le tectum au lieu d'y entrer (McFarlane et coll., 1996). La
signalisation FGF agit aussi indirectement pour contrdler le développement du tractus optique
a travers la régulation de I'expression d'autres molécules de guidage. Chez le xenopus, la Slitl
et la Sema3A sont exprimés dans le mi-diencéphale, dans la région ou les CGRs tournent
caudalement vers le tectum (Campbell et coll, 2001 et Atkinson-Leadbeater et coll, 2010).
L’inhibition de la fonction de FGFR dans le neuroépithélium du tractus optique induit une
baisse rapide de Slitl et des niveaux d'expression de Sema3A : les axones des CGRs n’arrivent
pas a dépasser le mi-diencéphale. La double délétion de Slit! et Sema3A, mais pas la simple,
induit des défauts de guidage axonal similaires a la perte de la signalisation FGF dans le

neuroépithélium (Atkinson-Leadbeater et coll., 2010).

La reconnaissance de la cible peut également dépendre de la signalisation de la
sphingosine-1-phosphate (SP1) dans les cones de croissance des CGRs (Strochlic et coll.,
2008). La SP1 est exprimée a travers le tractus optique du xenopus en développement et peut
agir directement sur les cones de croissance des CGRs pour induire des réponses de répulsion.
Le blocage de la synthése de la SP1 dans la zone du tractus optique en développement induit le

contournement du tectum par plusieurs axones.

Les HPSGs sont également des modulateurs clés de la signalisation de Slit, FGF et SP1
et jouent des roles importants dans le développement du tractus optique. L’ajout d’HSS
exogenes, le traitement par I’enzyme héparitinase, ou I'inhibition de la sulfatation endogene de
I'HSS induisent des défauts d'extension des axones des CGRs et des défauts de guidage tectal

(Walz et coll., 1997 et Irie et coll., 2002).
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Chez la souris et le poisson zébré, NRP1 se localise dans les axones des CGRs, dés les
premiers stades de développement, jouant un role dans l'orientation exacte au chiasma
(Erskine et coll, 2011 et Dell et coll, 2013). Le xenopus exprime NRP1 seulement dans les
cones de croissance et devient réactif a Sema3A seulement a des stades ultéricurs,
correspondant au moment ou les axones des CGRs atteignent le tractus optique (Campbell et

coll., 2001).

Les cones de croissance des CGRs du xenopus affichent des réponses trés dynamiques
a des signaux importants pour le guidage et la croissance le long du tractus optique, modulés
par des changements intrinseéques des niveaux d'’AMPc (Shewan et coll., 2002). Le calendrier
d'expression du récepteur étant contrdlé par des microARNs (Baudet et coll., 2012), et la

traduction locale des protéines induite par les molécules de guidage (Leung et coll., 2013).

1.6.6 Raffinement dans les cibles visuelles

Arrivés au SC, avant la naissance chez les rongeurs, les premiers cones de croissance des
axones des CGR entrent dans la cible et projettent postéricurement en bombardant de
projections leur future zone terminale (Nakamura et O'Leary, 1989 et Simon et O'Leary,
1992). Puis les branches interstitielles commencent a se former le long de 1’axone. Les
branches néoformées projettent, préférentiellement le long de l'axe latéral médian vers leur
future zone terminale (Nakamura et O'Leary, 1989 et Simon et O'Leary, 1992; Charniéres et
coll., 2002 et McLaughlin et coll., 2003%). Dans une deuxiéme phase, les segments d’axones
de CGR qui sont en position distale par rapport a la zone terminale appropriée sont éliminés.
Parallelement, des arborisations complexes continuent de croitre dans la zone terminale

appropriée. Par conséquent, les cartes topographiques et les couches spécifiques de 1’ceil dans
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les cibles visuelles émergent en totalité avant le début de 1’expérience visuelle (Chapman et
Stone, 1996; Chapman et coll, 1996a; Issa et coll., 1999 et White et coll., 2001). La maturation
de ces cartes topographiques et des cartes spécifiques de I’ceil prend graduellement place au

cours des deux premicres semaines suivant la naissance de la souris.

1.6.6.1 Mécanismes moléculaires impliqués dans I’établissement de la carte
topographique et des arborisations axonales

Selon plusieurs études indépendantes, les éphrines et leurs récepteurs Ephs controlent
majoritairement la formation de la carte rétinotopique des principales cibles visuelles.
EphrinAs et ephrinBs sont exprimés dans la rétine et les cibles visuelles. Les CGRs expriment
les récepteurs EphA dans un gradient temporal élevé / nasal faible. Leurs ligands éphrinesA,
liés a la membrane cellulaire par une ancre glycosylphosphatidylinositol, sont fortement
exprimés dans la partie caudale du collicule supérieur et faiblement dans les aires rostrales.
Les axones exprimant des niveaux ¢levés d’EphAs sont incapables de poursuivre dans la partie
postérieure du SC a cause de la répulsion produite par les éphrines qui les forcent a continuer
dans la partie antérieure du SC (Figure 1.17-C). (Frisen et coll., 1998; Feldheim et coll., 2000
et Carreres et coll., 2011). L’expression ectopique du récepteur EphA3 dans le locus Isl2
démontre que la cartographie topographique rostro-caudale est générée par des niveaux
relatifs, plutdét qu’absolus, des récepteurs EphA dans les CGRs (Brown et coll., 2000). La
répulsion par 1'éphrineAS du collicule exercée sur les axones temporaux semble étre accentuée
par le facteur de transcription Engrailed (Brunet et coll., 2005). Engrailed, exprimé dans le SC
(Wizenmann et coll,, 2009), stimule le récepteur adénosine-Al (A1R) présent en
concentrations ¢levées dans la région temporale et faible dans la région nasale du cone de

croissance. AI1R est couplé a une protéine G. Sa stimulation par Engrailed inhibe I’activité de
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I’adénylate cyclase 1 (ACI; Stettler et coll., 2012), ce qui est nécessaire a 1’émergence de
zones terminales cibles et I’élimination du ciblage imprécis au niveau individuel des axones
(Dhande et coll., 2012). L’activation de I’AC1 diminue 1’accumulation d'AMPc et stimule la
synthese et la sécrétion rapide d'ATP a partir des cones de croissance. Suivant le gradient
(élevé-nasal/ bas temporal), I'éphrineAs est exprimée dans la rétine (Marcus et coll., 1996).
Les EphAs sont exprimés dans le SC dans le sens opposé au gradient d’éphrineAs (Rashid et
coll., 2005). Cette signalisation inverse, éphrinesA rétiniennes agissant comme récepteur et
EphA du collicule agissant comme ligands, peut jouer un role dans I’établissement de la carte
topographique. Ceci est renforcé par la surexpression de 1'éphrineAS dans la rétine centrale qui
entraine la projection erronée de ces neurones dans la partie caudale du SC (Carreres et coll.,
2011). Cependant la perturbation de la cartographie topographique de souris mutées pour
I'EphA7, exprimé dans le SC et non dans le tissu rétinien (Rashid et coll., 2005), et
I’augmentation des niveaux d’EphAs dans le SC provocant des erreurs de projection des
axones nasaux vers des positions plus postérieures (Yoo et coll., 2011) démontrent que les
éphrineAs ne possedent pas un domaine intracellulaire. Elles sont cependant capables de
déclencher la signalisation intracellulaire par Il'association avec d'autres protéines
transmembranaires. Par exemple, la neurotrophine BDNF favorise le branchement interstitiel
in vitro par un mécanisme dépendant de TrkB (Marler et coll., 2008). Sur les axones des
CGRs, les éphrineAs interagissent également avec un autre récepteur de BDNF, le p75 (Lim et
coll., 2008). Aussi, le BDNF contrdle la ramification axonale des CGRs via le microARN
(miARN-132), qui inhibe la p250GAP, une GTPase qui supprime la fonction Rac. La

signalisation de BDNF peut ainsi controler a la fois la capacité¢ de ramification globale et la
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formation locale de branches a l'aide des voies respectives miRNA-132-dépendantes et

indépendantes (Marler et coll., 2013).

Il a également été proposé que les éphrinesA rétiniennes désensibilisent les récepteurs
EphA grace a des interactions cis dans les mémes cellules, créant ainsi un gradient décroissant
de temporal a nasal de récepteurs sensibles aux EphA (Hornberger et coll., 1999; Carvalho et
coll., 2006). Cette interaction cis pourrait créer un gradient pour les deux récepteurs EphA
(EphA3 chez le poussin et EphA4 chez la souris) qui au lieu d'étre exprimés selon un gradient,
sont détectés dans la couche des CGRs de fagon homogéne (Feldheim et coll., 1998; Brown et
coll, 2000 et Reber et coll., 2004). Ces deux mécanismes proposés pour la fonction des
¢éphrineAs dans la rétine, a savoir la signalisation inverse et la désensibilisation des récepteurs
d’EphA, pourraient ne pas étre mutuellement exclusifs et agir en parallele lors de

|'établissement des cartes topographiques.

Les EphBs/éphrineBs sont impliqués dans la cartographie le long de 1'axe latéral
médian du collicule (Hindges et coll., 2002; Mann et coll., 2002 et Thakar et coll., 2011). Les
récepteurs EphB1/B2/B3 sont tous exprimés dans la rétine dans un gradient croissant dorso-
ventral, tandis que I'éphrinB1/B2 sont exprimés selon un gradient croissant latéral médian
dans le SC (Figure 1.17-A et C). Le role individuel de chaque récepteur EphB dans la rétine
est similaire. Le niveau total d’EphBs est plus important que 1’identité de chaque EphBs dans
I'établissement de la cartographie latéro-médiane (McLaughlin et coll., 2014). EphB/ephrinBs
peuvent agir bifonctionnellement en médiant en méme temps 1’attraction et en repoussant des
branches lorsqu'elle est exprimée a des niveaux élevés (McLaughlin et coll., 2003°). Similaires

aux ephrinAs, les ephrinBs sont exprimés dans la rétine et la signalisation inverse ephrinB /
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EphB, contribue également a la cartographie latéro-médiane au niveau du SC (Hindges et

coll., 2002 et Thakar et al, 2011). (Figure 1.17-C).

D'autres facteurs, agissant pour moduler la signalisation de 1'éphrineB ou dans des
voies paralleles sont importants pour la cartographie latéro-médiane. L'interaction de la
molécule d'adhésion cellulaire L1 avec l'adaptateur ankyrine du cytosquelette interféere avec la
signalisation Eph durant le développement de la cartographie latéro-médiane. Les souris
porteuses de mutations dans le motif de liaison L1-ankyrine affichent une cartographie latéro-
médiane anormale des axones des CGRs qui ressemble au phénotype des souris mutantes pour

'EphB.

Wnt3 est fortement exprimé dans les zones médianes du SC, présentant un profil
d'expression semblable a I'éphrineB1. Le récepteur Ryk de Wnt3 qui est fortement exprimé
dans la rétine ventrale de la souris, induit la répulsion des axones ventraux en présence de
Wnt3. De plus Wnt3, a trés haute concentration, attire les axones dorsaux des CGRs. La
stimulation de Wnt3 semble étre médiée par le récepteur Frizzled-5, exprimé dans la couche
des CGRs d'une maniére homogene (Schmitt et coll., 2006). Dans ce modele proposé, la
signalisation répulsive Wnt-Ryk compétitionne avec I’interaction attractive Wnt-Frizzled pour
générer une réponse au gradient d’expression de Wnt3. L'expression gradué¢e d’EphA/Bs et
des éphrineA/Bs le long de la rétine temporale, nasale-dorsale et ventrale, requise pour définir
des modeles de projection spécifiques et des arborisations dans les cibles, est le résultat de
l'action de facteurs définissant la polarité de la rétine a des étapes précoces du développement

de la rétine.
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Les facteurs de transcription FOXG1 et Foxdl précisent respectivement, 1’identité
nasale et temporale de la rétine. En plus d'étre essentiel a l'expression correcte de ZIC2,
d'EphB1 et de FOXGI, Foxdl est requis pour I'expression rétinienne graduelle et tardive de
EphA/éphrineAs (Herrera et coll., 2004; Pratt et coll., 2004; Tian et coll., 2008 et Carreres et

coll., 2011).

Les protéines osseuses morphogénétiques (PGB), en particulier BMP4, définissent la
polarité de la rétine en controlant I'expression des facteurs de transcription T-Box: Tbx5 et
TBX2 (Chapman et coll, 1996b; Sowden et coll, 2001 et Behesti et coll., 2006), et Vax2, qui
sont importants pour spécifier respectivement, 1’identit¢ dorsale et ventrale de la rétine
(Koshiba-Takeuchi et coll., 2000; Barbieri et coll., 2002; Mui et coll., 2002 et Gross et
Dowling, 2005). Des études de perte de fonction chez la souris démontrent que Vax2 est
requise pour l'expression de EphAS, EphBs et éphrineBs le long de 1’axe dorso-ventral de la
rétine, ce qui entraine la désorientation des axones rétinotectales le long de l'axe latéro-
médian du SC (Barbieri et coll., 2002 et Mui et coll, 2002). L’absence de Tbx5 induit
l'expression d’éphrinesB1/B2 dans la moiti¢ antérieure de la rétine, ce qui conduit a des
erreurs de projection dans les cibles pour les axones des CGRs (Koshiba-Takeuchi et coll.,

2000).
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Figure 1.17 Représentation schématique de différentes molécules de guidage impliquées dans

I’établissement des voies neurovisuelles.

Illustration des projections rétinofugales (noir et rouge) en direction du SC et du LGN ainsi
que des projections thalamocorticales. (A) Rétine. Coupe coronale (en haut) vue de face (en
bas) de la rétine et affichage des molécules impliquées dans le guidage intra-rétinien. Le
disque optique est représenté comme un cercle en pointillés dans le centre de la rétine. (B)
Chiasma. Représentation des axones ipsilatéraux (vert) et des projections traversant la ligne
médiane (rouge) ainsi que des molécules impliquées dans I'acheminement et de guidage des
axones des CGRs au niveau du chiasma. (C) collicule supérieur. Projection rétinotopique
temporale (vert), nasale (rouge), et dorsale (jaune) des axones des CGRs et des molécules
impliquées dans l'initiation de la carte rétinotopique dans le SC. Le profil d'expression
d’ephrinA2 décrit ici est vrai pour le tectum de poulet tandis que I'expression d’éphrineA2 au
SC de souris affiche la plus haute expression a mi-chemin a travers la moiti¢ postérieure du
SC (D) Noyau genouillé latéral dorsal. Cartographie topographique du nez (rouge) et
temporale (vert) des axones des CGRs dans le noyau genouillé latéral. A, antérieure; CSPG,
protéoglycane sulfate de chondroitine; L, latérale; dLGN, noyau genouill¢ latéral dorsal; M,
médiale; N, nasale; OFL, couche de fibre optique; OR, rétine externe; P, postérieure; CGRs,
cellules ganglionnaires de la rétine; SC, collicule supérieur; T, temporal; V, ventral.

(Tirée de Haupt C. et Huber A. B., 2008).
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1.6.6.2 Mécanismes du raffinement axonal

Suite aux mécanismes moléculaires décrits ci-dessus, la carte formée est approximative
et le systéme sera soumis a un raffinement plus localisé et a la génération d’ondes rétiniennes
spontanées. Autour de la naissance, des ondes électriques spontanées sont initiées par une
classe d'interneurones cholinergiques dans la rétine: les cellules amacrines en forme d’étoile
éclatée. La dépolarisation spontanée de ces cellules chaque 15s provoque un afflux de Ca*"
conduisant a l'activation des CGRs voisines (Feller et coll, 1996; Zheng et coll, 2004). Une
vague est initiée quand un certain nombre de cellules amacrines s’activent dans un endroit
particulier de la rétine. Chez la souris et au cours de la maturation du systéme visuel (entre
P10 et P14), les vagues rétiniennes deviennent médiées par les récepteurs ionotropiques du
glutamate (Wong et coll, 1993; Bansal et coll., 2000; Demas et coll, 2003 et Syed et coll,
2004). Ce passage de l'acétylcholine a la transmission de glutamate est un processus graduel et
dépend de la maturation des cellules bipolaires, la principale source de glutamate dans la rétine

(Miller et coll., 1999).

Chez la souris, l'apparition de vagues rétiniennes cholinergiques au cours de la
premicre semaine apres la naissance coincide avec le remodelage axonal lors de la formation
de la carte. De plus, le blocage pharmacologique et génétique de l'activité électrique de la
rétine brouille la cartographie au SC (O'Leary et coll, 1986; Stellwagen et Shatz, 2002;
McLaughlin et coll, 2003, Chandrasekaran et coll., 2005 et Dhande et coll, 2011). Ces
résultats aménent a croire au réle modulatoire de l'activité spontanée de la rétine sur la
signalisation EphA / éphrineA (Nicol et coll., 2007). Cependant, la topographie rostro-caudale

reste presque normale chez des souris transgéniques ou l'activité spontanée de la rétine est
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diminuée (Xu et coll., 2011). La démonstration moléculaire que la signalisation de répulsion
EphA / ephrinA agit méme en l'absence de l'activité de la rétine (Benjumeda et coll., 2013)
indiquent que la topographie a grande échelle est indépendante de l'activité rétinienne
spontanée. L'activité spontanée est cependant essentielle pour le remodelage axonal a fine
échelle y compris le raffinement spécifique des yeux (Shatz et Sretavan, 1986; Penn et coll.,
1998; Cook et coll., 1999; Rossi et coll, 2001; Stellwagen et Shatz, 2002 et Xu et coll., 2011).
Les arborisations des CGRs provenant des deux yeux se chevauchent au début et par la suite

se séparent dans des territoires oculaires spécifiques distincts (Shatz et Sretavan, 1986).

L’origine de préférence pour les ondes rétiniennes est la région binoculaire (la rétine
ventro-temporale chez la souris) puis elles se propagent en direction de la rétine dorso-nasale
(Ackman et coll., 2012). Les axones ipsilatéraux semblent étre plus sensibles aux effets du
processus binoculaire compétitif que les axones controlatéraux. Les axones des CGRs ventro-
temporales n’ayant pas d’EphB1 projette de facon aberrante dans le c6té opposé, mais ils se
séparent des axones controlatéraux projetant normalement d'une mani¢re dépendante de
l'activité (Rebsam et coll., 2009). Cette ségrégation des axones ipsilatéraux sur le coté
controlatéral peut refléter l'expression différentielle de protéines particulieres tel que le
transporteur de la sérotonine (Sert) dans les CGR ipsilatéraux, mais pas dans les
controlatéraux (Garcia-Frigola et Herrera, 2010). Le récepteur de la sérotonine SHTIB est
exprimé dans toutes les terminaisons axonales rétiniennes (Upton et coll., 1999 et Salichon et
coll., 2001). Il est couplé¢ négativement a I'AC1 par l'intermédiaire de protéines G et il est
activé par la sérotonine pour inhiber la production d'AMPc (Bouhelal et coll., 1988) et I'entrée
du calcium dans les terminaisons axonales controlatérales. Par contre, les axones des CGRs

ipsilatéraux qui expriment Sert internaliseraient la sérotonine extracellulaire pour relever
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I'inhibition médiée par SHT1B. Ainsi la production d'AMPc et I’afflux de Ca>" entrainent la
rétraction des terminaisons ipsilatérales permettant le raffinement et la ségrégation spécifiques

des yeux.

Apres l’occupation de leurs aires respectives dans leurs cibles visuelles, les
terminaisons ipsi et controlatérales sont maintenues et stabilisées dans leurs cibles grace a la
transmission glutamatergique (Penn et coll., 1998; Stellwagen et Shatz 2002 et Demas et coll,
2003). Cependant, le retrait conditionnel du transporteur vésiculaire 2 du glutamate
(VGLUT?2) n’empéche pas les terminaisons des axones des CGRs ipsilatéraux de cibler dans
la région appropriée malgré la concurrence des axones controlatéraux sur le méme territoire.
Ainsi, bien que la transmission de VGLUT2-dépendante soit importante pour certains aspects
de raffinement spécifique, elle n’est pas essentielle pour le maintien et la consolidation des

territoires axonaux dans les cibles (Koch et Ullian, 2010).

En résumé, la connectivité initiale sommaire qui relie les axones des CGRs a leurs
cibles compte sur l'action d'un réseau complexe d'interactions moléculaires qui coordonne le
comportement des axones. Cette connectivit¢ délimite les caractéristiques anatomiques
centrales des circuits visuels tels que la rétinotopie, la ségrégation et la régiosélectivité.
L’activité spontanée rétinienne, survenant avant l'ouverture des yeux, rend ces cartes
topographiques plus précises et fonctionnelles au moment de l'ouverture des yeux. Cette
séquence d’événements moléculaires et dépendants de I'activité confeére au systéme visuel en
développement une plasticité extréme pour maximiser le champ visuel et le protéger en

réponse a des perturbations telles que la dégénérescence.
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En conclusion, I’établissement du systéme visuel en développement implique une
interaction complexe entre plusieurs mécanismes basés sur la génétique, les interactions
moléculaires et 'activité. La fonction visuelle dépend de fagon critique de la génération et la
spécification correcte des CGRs, et du guidage approprié de leurs axones vers leurs cibles
visuelles dans le cerveau. Le guidage axonal n’est pas un processus simple et il nécessite des
interactions intégrées entre de multiples signaux coexprimés et des facteurs modulateurs, ainsi
qu’une régulation des changements intrinseques dans les réponses des cones de croissance et
de I'expression des molécules de guidage. En atteignant leurs cibles, les terminaisons axonales
sont soumises aux mécanismes moléculaires agissant de concert avec l'activité spontanée pour
induire leur réarrangement et leur raffinement. La perturbation de 1'un de ces processus peut
entrainer une déficience visuelle séveére. Malgré les avancées considérables, la compréhension
des mécanismes qui contrdlent le cablage et la mise en place du systéme visuel demeure un

défi important pour les années futures.
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Figure 1.18 Le guidage axonal et les protéines du guidage axonal

(A) Au cours du développement embryonnaire, les axones sont guidés le long des voies prédéterminées par des protéines
extracellulaires dans leur environnement. Le cone de croissance, une structure sensorielle a la pointe de 'axone, permet aux
axones de réagir au guidage axonal des protéines. Les protéines réceptrices a la surface cellulaire du cone de croissance se
lient aux signaux de guidage et induisent la direction de 1’axone. (A) Les effets des molécules de guidage sur les axones en
croissance peuvent étre répulsives (bleu, -) ou attractives (rose, +). Elles peuvent exister en tant que protéines sécrétées qui
forment des gradients dans la matrice extracellulaire ou en tant que des protéines membranaires avec des effets a courte
portée. (B) Similaires aux axones et lors de leur migration, les cellules dans le systéme nerveux en développement sont
guidées vers leurs cibles par des protéines de guidage axonal répulsives et attractives. (C) Cinq familles de protéines de
guidage axonal canonique ont été identifiées (en haut). Elles se lient par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques sur le cone

de croissance (en bas). RGM = molécules de guidage répulsives (tirée de Eljo et coll., 2015).
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1.7 Objectifs de la recherche

L'objectif général de cette thése était d'étudier I’implication des récepteurs couplés aux
protéines G : GPR55; GPRI1 et GPR99 durant le développement des projections des CGRs et
des neurones corticaux. Cela comprenait la localisation et 1’identification de ces récepteurs
dans la rétine et le cerveau par différents essais biochimiques comme l'immunobuvardage
(Western blot), 'immunocytochimie, 1’hybridation in situ et I’immunohistochimie. Par la
suite, nous avons utilisé diverses techniques dont la pharmacologie, la génétique, la biologie
moléculaire, la microscopie en temps réel et confocale, I’immunohisto- et cytochimie pour
démontrer 1’implication (ou non) de ces récepteurs dans la croissance et le guidage axonal des
cellules ganglionnaires de la rétine au cours du développement du systéme visuel. Puis, nous
avons essay¢ de déterminer les mécanismes moléculaires et d’élucider les voies de
signalisation impliquées lors de 1’activation de chacun de ces récepteurs. Enfin, nous avons
essay¢ de vérifier les résultats obtenus et les effets observés in vitro par une série
d’expériences in vivo afin de mieux caractériser les roles de ces trois récepteurs ainsi que de
leurs ligands dans la croissance des projections de CGRs et la formation de la voie
rétinothalamique. Dans le cadre de cet objectif, j’ai participé significativement aux travaux

décrits dans les quatre articles suivants :

e Argaw A, Cherif H, ..., JF Bouchard (2011). Concerted action of CB1 cannabinoid receptor and deleted
in colorectal cancer in axon guidance. J Neurosci. 2011 26 jan; 31 (4): 1489-1499.

e Duff G, Cherif H, ..., Bouchard JF (2013). Cannabinoid Receptor CB2 Modulates Axon Guidance.
PLoS One;8(8):¢70849.

e  Cherif Hosni, ..., Ken Mackie and Jean-Francois Bouchard (2015). Role of GPR55 during axon growth
and target innervation. eNeuro/Journal of neuroscience : 2015 Nov 9;2(5). pii: ENEURO.0011-15.2015

e  Cherif Hosni, ...,and Jean-Frangois Bouchard (2015). GPR91 and GPR99 mediate axon growth not the

guidance. Soumis a Journal Nature neuroscience.
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2.1 Abstract

Guidance molecules regulate the navigation of retinal ganglion cell (RGC) projections toward
their visual thalamic nuclei targets. In this study, we demonstrate that the G protein-coupled
receptor 55 (GPRS5) is expressed in the retina during development, and regulates growth cone
(GC) morphology and axon growth. In vitro and in absence of the receptor, no
pharmacological effect of the GPRS55 ligands was observed. However, when neurons obtained
from gpr55 wildtype (gpr55"") mouse embryos were treated with GPR55 agonists LPI and O-
1602; we observed a chemo-attractive effect and an increase in GC size and filopodia number.
In contrast, CBD decreased the GC size and filopodia number inducing chemo-repulsion.
Compared to their wildtype (WTs) littermates, GPR55-deficient mice revealed a decreased
branching in the dorsal terminal nucleus (DTN) and a lower level of eye-specific segregation
of retinal projections in the superior colliculus (SC) and in the dorsal lateral geniculate
nucleus. Moreover, a single intraocular injection of LPI increased branching in the DTN while
treatment with cannabidiol (CBD), an antagonist of GPRS5S5, decreased it. These results
indicate that GPR55 modulates the growth rate and the targets innervation of retinal
projections and highlight, for the first time, an important role of GPR55 in axon refinement

during development.
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2.2 Introduction

The G protein-coupled receptor 55 (GPRS55) is a 319-amino acid protein that was identified,
cloned and mapped to human chromosome 2q37 in 1999 (Sawzdargo et al., 1999). GPRS5S5 is
expressed in the central nervous system as well as in intestine, bone marrow, immune and
endothelial cells, spleen and platelets (Sawzdargo et al., 1999; Ryberg et al., 2007; Waldeck-
Weiemair et al., 2008; Pietr et al., 2009; Balenga et al., 2011; Henstridge et al., 2011; Rowley
et al., 2011). GPRS55 is phylogenetically distinct from the traditional cannabinoid receptors
and shows low amino acid identity compared to cannabinoid receptors 1 and 2: (CBI1R, 13.5%
and CB2R, 14.4%) (Baker et al., 2006). Despite its activation by several cannabinoid ligands,
GPR55 lacks the classical cannabinoid-binding pocket present in both CBIR and
CB2R (Petitet et al., 2006; Kotsikorou et al., 2011). Therefore, GPRS5S5 is likely a receptor for
small lipid mediators and some synthetic cannabinoids and related molecules. The lipid
lysophosphatidylinositol (LPI), which activates GPR55 but not CB1R or CB2R, is the first,
and the most potent to date, endogenous ligand for this receptor (Oka et al., 2007; Lauckner et
al., 2008; Waldeck-Weiermair et al., 2008; Henstridge et al., 2009; Oka et al., 2009). A recent
study showed that Phosphatidyl-b-D-glucoside (PtdGlc), a membrane glycerophospholipid
(Nagatsuka et al., 2003) and its hydrolytic derivative lyso-phosphatidyl-b-D-glucoside
(LysoPtdGlc) mediate guidance of nociceptive afferent axons in the developing spinal cord
(Guy et al., 2015). The atypical synthetic cannabinoid O-1602, with no significant binding
affinity for either CB1 or CB2, also activates GPRS55 and is considered as a GPR55 agonist
(Johns et al., 2007; Ryberg et al., 2007; Pertwee et al., 2007; Waldeck-Weiermair et al., 2008;
Whyte et al., 2009; Schicho et al., 2010; Romero-Zerbo et al., 2011; Sylantyev et al., 2013).

Conversely, cannabidiol, a constituent of cannabis sativa and an analog of O-1602, is an
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effective GPR55 antagonist, with low affinity for CBIR/CB2R (Ryberg et al., 2007; Pertwee
et al., 2007; Ross et al., 2009; Whyte et al., 2009; Sylantyev et al., 2013). GPRS55 primarily
signals via the activation of ERK1/2 and RhoA pathways, the release of calcium from
intracellular stores, and the stimulation of several transcriptional factors (Ryberg et al., 2007;
Lauckner et al., 2008; Henstridge et al., 2010). gpr55 mRNA is expressed in numerous central
nervous system-derived cells and tissues (Henstridge et al., 2011) and the receptor appears to
be expressed in both neurons and glia (Pietr et al., 2009). GPRSS5 protein is present in mouse
dorsal root ganglia (Lauckner et al., 2008), in the hippocampus (Sylantyev et al., 2013) and in
the adult vervet monkey retina (Bouskila et al., 2013). Interestingly, a recent study using
differentiated PC12 cells reported a role for GPRS5 in neurite dynamics (Obara et al., 2011).
Based on these reports, it is plausible to speculate that GPR55 plays a role during axonal
navigation and refinement. Throughout development, the retinal ganglion cell (RGC) axons
navigate to their thalamic (dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN)) and midbrain (superior
colliculus (SC)) targets to form functional synaptic connections (Erskine et al., 2007). In the
present study, we assessed the role played by GPRS5S during axon growth and its possible
implication in visual target innervation. We used the rodent neurovisual system to demonstrate
a mechanism by which GPRS55 influences axon growth. We found that during development,
neurons express GPRS5. Furthermore, in vitro and in vivo genetic and pharmacological
manipulations of GPRS55 affect RGC axon growth and retinothalamic development.
Importantly, we observed that the ERK1/2 and RhoA pathways are necessary for GPRS55-
induced effects on growth cone morphology and axon outgrowth. This study is the first
demonstration that GPRS5S5 is expressed in the developing central nervous system and plays an

important role in axon navigation and brain wiring.
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2.3 Materials and methods

2.3.1 Animal experimentation

All animal procedures were performed in accordance with the relevant university’s animal
care committee’s regulations and approval. Male and female mice and hamsters have been
used in this study. No statistical differences have been observed between both genders. All
procedures were performed in accordance with the guidelines from the Canadian Council on
Animal Care and the NIH guidelines for the care and use of laboratory animals, and were
approved by the Ethics committee on animal research of the Université de Montréal. The cnrl
transgenic mice were obtained from Pr Beat Lutz (Institute of Physiological Chemistry and
Pathobiochemistry, University of Mainz, Germany). The cnr2 transgenic mice were purchased
from Jackson Laboratory (Bar Harbour, ME, USA). The gpr55 transgenic mice were from the
Texas Institute for Genomic Medicine (TGIM, College Station, TX, USA). For all
experiments, heterozygous females and males were mated to generate gpr55™" and gpr55”
littermates. Animal procedures involving gpr55 mice were approved by the Indiana University
Bloomington Institutional Animal Care and Use Committee and were conducted in
compliance with the U.S. Department of Health and Human Services guidelines. All the
surgical procedures were carried out under deep general anesthesia using either hypothermia

(pups < P4) or isoflurane (pups >P4 and adults).
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2.3.2 Reagents

Bovine serum albumin (BSA), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), ciliary neurotrophic
factor (CNTF), DNase, forskolin (FSK), Hoechst 33258, insulin, laminin, monoclonal anti-3-
actin, monoclonal anti-MAP Kinase (Diphosphorylated ERK-1/2), poly-D-lysine,
progesterone, putrescine, pyruvate, selenium, LPI from soya bean, and trypsin, triiodo-
thyronine, DEPEC, triethyl ethanol amine (TEA), Prehybridization solution, Formamide
Glutaraldehyde 50% solution were purchased from Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada).
CBD, Tocrifluor (T1117), and O-1602 (5-methyl-4 [(1R,6R)-3-methyl-6-(1-cyclohexen-1-yl]-
1,3-benzenediol) from Tocris Bioscience (Ellisville, MI, USA). B27, N2, Dulbecco’s
phosphate-buftered saline (DPBS), fetal bovine serum (FBS), glutamine, Neurobasal media,
penicillin-streptomycin, S-MEM, sodium pyruvate, and Alexa Fluor conjugated secondary
antibodies (Alexa 488 and Alexa 555) were purchased from Life Technologies (Burlington,
ON, Canada). The normal donkey serum (NDS), goat and HRP coupled secondary antibodies
raised against rabbit IgG (H+L) or mouse IgM (n chain specific) were from Jackson
ImmunoResearch (West Grove, PA, USA). Rabbit-anti-mouse-macrophage was obtained from
Accurate Chemical (Wesbury, NY, USA). Anti-ERK1/2 and anti-GAP-43 were acquired from
EMD Millipore (Billerica, MA, USA). Anti-RhoA and anti-phosphorylated RhoA were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). Anti-PKA, anti-phosphorylated
PKA, anti-AKT and anti-phosphorylated AKT were purchased from Cell Signaling (Danvers,
MA, USA). The antibody directed against GPR55, the ROCKI1 inhibitor (Y-27632) and the
GPRSS5 blocking peptide were purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA).
ERK 1/2 inhibitor (CI-1040) was obtained from Selleck Chemicals (Houston, TX, USA).

LNAC was acquired from EMD (La Jolla, CA, USA). Avidin-biotin-peroxidase complex ABC
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Kit and donkey anti-goat biotinylated secondary antibody were obtained from Vector
Laboratories (Burlingame, CA, USA). The B fragment of the cholera toxin (CTb) and goat-
anti-CTb were from List Biological Laboratories (Campbell, CA, USA). Buffer kit, RnaseA

buffer, and SSC buffer were from Ambion® (Burlington, ON, CA).

2.3.3 Tissue preparation for immunohistochemistry

Newborn hamsters were deeply anesthetized by hypothermia while adult mice were
euthanized by an overdose of isoflurane. A transcardiac perfusion was conducted with
phosphate-buffered 0.9% saline (PBS; 0.1M, pH 7.4), followed by phosphate-buffered 4%
paraformaldehyde (PFA), until the head was fixed. The nasal part of the eyes of hamsters,
mouse embryos and adult mice was marked with a suture and removed. Two small holes were
made in the cornea before a first postfixation in 4% PFA for a period of 30 minutes. The
cornea and lens were removed and the eyecups were postfixed for 30 minutes in 4% PFA. The
eyecups were then washed in PBS, cryoprotected in 30% sucrose overnight, embedded in Neg
50 tissue Embedding Media (Fisher Scientific), flash-frozen and kept at -80°C. Sections
(14pm thick) were cut with a cryostat (Leica Microsystems, Concord, ON, Canada) and placed

on gelatin/chromium-coated slides.

2.3.4 Immunohistochemistry

The presence of GPR55 during the early development of the mouse and hamster retinas was
investigated by immunohistochemistry. Retinal sections were washed in 0.1 M PBS, postfixed
for 5 min in a 70% solution of ethanol, rinsed in 0.03% Triton X-100 in buffered saline, and
blocked in 10% NDS and 0.5% Triton X-100 in buffered saline for 1 h. The sections were then

coincubated overnight with rabbit anti-GPRS55 antibody. After incubation with the primary
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antibody, the sections were washed in buffered saline, blocked for 30 min, and incubated for 1
h with secondary antibody: Alexa donkey anti-rabbit 488. Due to the absence of
immunoreactivity of several antibodies labeling the ganglion cells during the embryonic
development of the mouse retina, we used a nucleus marker (Sytox) to visualize the cell
somas. After washes, the sections were mounted with a homemade PVA-Dabco mounting

media.

2.3.5 Fluorescent in situ hybridization (FISH)

All solutions used for the FISH experiments were prepared with RNase-free reagents and
diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated double deionized water (ddH,O). Glassware and
instruments were RNase-decontaminated using RNase away solution (Fisher Scientific,
Ottawa, ON, Canada). Probes were designed in our laboratory and made by Sigma-Aldrich
(Woodlands, Texas, USA). In situ hybridization to detect gpr55 mRNA was performed
following instructions as described in (Zangenehpour et al., 2001). For detection of each
species’ gpr35 RNA, two specific probes were used, and all were coupled to a fluorescent dye:
6-Fluorescein Phosphoramidite (6-FAM). As a positive control, a poly-T probe was used.
Primer sequences (5'-3") for in situ hybridization are listed below:

Mouse Probe 1: [eFAM]ACATGCTGATGAAGTAGAGGCA.

Mouse Probe 2: [(FAM]TTGGTTCTTCTGCTTCATACA.

Hamster Probe 1: [6FAM]TGAAGCAGATGGTGAAGACACT.

Hamster Probe 2: [6(FAM]AGTTGCAGGAACAAGCTGATGT.

The mouse probes were based on the truncated sequence of nucleotides in gpr55” mice.
Pictures showing expression patterns were taken using a Leica TCS SP2 confocal microscope

(Leica Microsystems, Burlington, ON, Canada).
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2.3.6 Retinal explant culture:

The retinas were isolated from mouse E14/15 embryos (Embryonic Days 14/15), dissected
into small segments in ice cold DPBS and platted on 12mm glass coverslips previously coated
with poly-D-Lysine (20pg/ml) and laminin (5pg/ml) in 24 well plates. The explants were
cultured in Neurobasal supplemented with 100 U/ml penicillin, 100png/ml streptomycin,
Spg/ml LNAC, 1% B27, 40ng/ml selenium, 16pg/ml putrescine, 0.04ng/ml triiodo-thyronine,
100pg/ml transferrin, 60ng/ml progesterone, 100pg/ml BSA, 1mM sodium pyruvate, 2mM
glutamine, 10ng/ml ciliary neurotrophic factor (CNTF), Sug/ml insulin, and 10uM FSK at
37°C and 5% CO2. At DIVO (Day In Vitro 0), one hour following plating), the explants were
treated for 15 hours for projection analysis or for one hour at DIV1 for growth cone analysis.
Photomicrographs were taken using an Olympus IX71 microscope (Olympus, Markham, ON,
Canada) and analyzed with Image Pro Plus 5.1 software (Media Cybernetics, Bethesda, MD,
USA). The total length of axon bundles was quantified and expressed as mean + SEM.
Statistical significance of differences between means was evaluated by analysis of variance

(ANOVA) with Bonferroni’s post hoc test (Systat Software Inc, Chicago, IL, USA).

2.3.7 Purified retinal ganglion cell culture

RGCs from P7-P8 mice (Charles River) were purified and cultured according to a protocol
previously described by Barres et al. (1988). In brief, following enucleation, retinas were
dissected and enzymatically dissociated, at 37°C for 30 min, in a papain solution (15 U/ml in
DPBS) containing 1 mM I-cysteine. The retinas were then triturated sequentially, with a 1 ml
pipette, in a solution containing ovomucoid (1.5 mg/ml), DNase (0.004%), BSA (1.5 mg/ml),
and rabbit antibodies directed against mouse macrophages (1:75) to yield a suspension of

single cells. The suspension was centrifuged and washed in a high concentration ovomucoid-
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BSA solution (10 mg/ml for each in DPBS). The dissociated cells were resuspended in DPBS
containing BSA (0.2 mg/ml) and insulin (5 pg/ml). RGCs were purified using the two-step
panning procedure (Barres et al., 1988; Meyer-Franke et al., 1995). Briefly, to remove
macrophages, the retinal suspension was incubated at room temperature in Petri dishes coated
with affinity-purified goat anti-rabbit IgG (H+L). The nonadherent cells were then transferred
to a Petri dish that had been coated with affinity-purified goat anti-mouse IgM (u chain
specific) followed by anti-Thy-1.2 monoclonal IgM. The adherent RGCs were first released
enzymatically by incubating them in a 0.125% trypsin solution at 37°C and 5% CO2 followed
by manually pipetting an enzyme inhibitor solution (30% FBS in Neurobasal) along the
surface of the dish. Purified RGCs were plated on poly-D-lysine- (10 pg/ml) and laminin- (5
ug/ml) coated glass coverslips (number 0 Deckgldser; Carolina Biological) in 24-well plates.
RGCs were cultured in 600 pl of serum-free medium modified from Bottenstein and Sato
(1979). Neurobasal media was supplemented with B27, selenium, putrescine, triiodo-
thyronine, transferrin, progesterone, pyruvate (1 mM), glutamine (2 mM), CNTF (10 ng/ml),
BDNF (50 ng/ml), insulin (5 pg/ml), and FSK (10 uM). RGCs were cultured at 37°C and 5%

CO2. All experiments on purified RGCs were performed 3640 h following plating.

2.3.8 Primary neuron culture

Primary cortical neurons were used in this study because of the large amount of neurons that
can easily be cultured and harvested for biochemical assays, which is not possible with RGCs.
Cnrl, cnr2, and gpr35 pregnant knockout mice and their respective WT controls were used.
CDI1 staged pregnant mice were obtained from Charles Rivers (St-Constant, QC). E14/15
embryo brains were dissected and the superior layer of each cortex was isolated and

transferred in 2ml S-MEM at 37°C with 2.5% trypsin and 2mg/ml DNase for 15 minutes.
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Pellet was transferred into 10ml S-MEM with 10% FBS and stored at 4°C. After
centrifugation, pellet was again transferred in 2ml S-MEM supplemented with 10% FBS and
triturated 3 to 4 times. The supernatant was transferred in 10ml Neurobasal medium.
Dissociated cells were counted and plated at 50,000 cells per well on 12mm glass coverslips
previously coated with poly-D-lysine (20pg/ml). Neurons were cultured for 2 days in
Neurobasal medium supplemented with 1% B-27, 100U/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin,
0.25% N2 and 0.5mM glutamine. Neurons were treated with either GPR55 agonists (1pM LPI
or 300nM O-1602), a GPR55 antagonist (300nM CBD), ERK 1/2 inhibitor (20uM CI-1040),
ROCKI1 inhibitor (20uM Y27632), for 60 minutes for GC morphology or 2, 5, 10 and 15

minutes for ERK-1/2, RhoA, AKT, and PKA protein quantification using Western Blots.

2.3.9 Growth cone behavior assay

Embryonic retinal explants were cultured on a coverglass in a borosilicate chamber (Lab-Tek;
Rochester, NY, USA) for 2 DIVs and placed in an incubator mounted on an inverted
microscope (Olympus 1X71). They were kept at 37°C and 5% CO2 with a Live Cell chamber
(Neve Bioscience, Camp Hill, PA, USA) throughout the whole experiment. A microgradient
was created using a Picoplus micro-injector (Harvard Apparatus, St-Laurent, QC, Canada).
Glass micropipettes with a diameter of the tip of 2-3um were positioned at 45° and at 100um

away from the GC of interest (Argaw et al., 2011; Duff et al., 2013).

2.3.10 Immunocytochemistry

After treatments, retinal explants and primary cortical neuron cultures were washed with PBS
(pH 7.4), fixed in 4% PFA (pH 7.4) and blocked with 2% normal goat serum (NGS) and 2%

BSA in PBS containing 0.1% Tween 20 (pH 7.4) for 30 minutes at room temperature.
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Neurons were then incubated overnight at 4°C in blocking solution containing anti-GAP-43
(1:1,000) for GC morphology analysis, anti-GPR55 (1:500) or Tocrifluor T1117 (3uM) for
GPRSS5 protein expression, MAP2 (1:500) or NFM (1:500). The following day, neurons were
washed and labeled with Alexa Fluor secondary antibodies (488 and 555) and Hoechst 33258,
and the coverslips were mounted with a homemade Dabco-PVD mounting media (Ono et al.,

2001).

2.3.11 Western blot analysis:

Mouse embryos or pups were sacrificed at various ages, namely: E14/15, E16/17, E18/19, P1
(Postnatal Day 1), and P3. Following deep anesthesia by hypothermia, eyes were immediately
removed for Western blot analysis. Retinas were dissected on ice, homogenized by hand in
Radio ImmunoPrecipitation Assay buffer (RIPA: 150mM NaCl, 20mM Tris, pH 8.0, 1% NP-
40, 0.1% SDS, 1mM EDTA). This buffer was supplemented with a protease inhibitor mixture
(aprotinin, leupeptin, pepstatin (1pg/mL) and phenylmethylsulfonyl fluoride (0.2mg/mL);
Roche Applied Science, Laval, QC, Canada). Samples were then centrifuged at 13,000 rpm at
4°C for 10 minutes and supernatants were removed and stored. Protein content was equalized
using BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific, Ottawa, ON, Canada). In another set of
experiments, primary cortical neurons were cultured for 2 DIVs at a density of = 250,000
cells/dish in 35mm poly-D-lysine coated petri dishes. Following treatment, neurons were
washed once with ice-cold PBS (pH 7.4) and then lysed with Laemmli sample buffer. Primary
antibodies were used at the following concentrations: anti-GPR55 (1:500), anti-p-actin
(1:5,000), anti-AKT (1:1,000), anti-p-AKT (1:1,000), anti-ERK1/2 (1:5,000), anti-p-ERK1/2
(1:2,000), anti-RhoA (1:1,000), and anti-p-RhoA (1:1,000). Results were visualized using

homemade Enhanced ChemiLuminescent (ECL) Western blot detection reagents (final
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concentrations: 2.5mM luminol, 0.4mM p-coumaric acid, 0.1M Tris—HCI (pH 8.5), 0.018%

H,0,).

2.3.12 Intraocular injections

Syrian golden hamsters (Charles River, St-Constant, QC) are born with a premature visual
nervous system (Clancy et al., 2001). These mammals were used for studies investigating the
implication of GPRS55 ligands during retinal ganglion cell projection growth during
development in vivo. Twenty-four hours following birth, at P1, anesthetized hamsters received
a unilateral intraocular injection of 2ul solution of CTb, with either 0.9% saline solution, ImM
of LPI or 300uM of CBD. Briefly, to access to the right eye, a small incision was made in the
eyelids under an operating microscope. A glass micropipette attached to a 10ul Hamilton
syringe was used for the injection. Insertion of the micropipette into the vitreous was
conducted carefully at an angle to avoid damage to the lens. Following the injection, we
closed the eyelids using surgical glue (Vetbond; 3M, St-Paul, MN, USA). The same surgical
procedures were performed using (P1) and adult gpr55"" and gpr55” mice to allow the
detection of any morphological or growth difference between the genotypes.

For eye-specific segregation studies in the dLGN, gpr55” and gpr55™" adult mice received
an intraocular injection of CTb conjugated to Alexa-555 into the left eye and CTb coupled to
Alexa-488 into the right eye (2 pl; 0.5% in sterile saline). Two or four days after the injection
for mice (pups and adults) and hamsters, respectively, the animals were anesthetized and
perfused transcardially with 0.1M PBS (pH 7.4) followed by 4% PFA in PBS. The brains were
removed, postfixed overnight at 4°C and cryoprotected by infiltration of buffered sucrose.

Then, brains were frozen and kept at -80°C.
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The effects of the intraocular injection of GPR55 agonist and antagonist were visualized by
immunohistochemistry according to a protocol previously described in (Argaw et al., 2008).
Briefly, 40pm thick coronal sections of tissue were incubated in 90% methanol and 0.3%
H,0, in 0.1M PBS (pH 7.4) for 20 minutes. They were then rinsed and incubated in 0.1M
glycine/PBS for 30 minutes, followed by an overnight incubation (4°C) in PBS containing 4%
NDS, 2.5% BSA, and 1% Triton X-100. The sections were subsequently rinsed and immersed
for 48 hours at room temperature in a solution containing goat anti-CTb diluted 1:4,000 in
PBS with 2% NDS, 2.5% BSA, and 2% Triton X-100. Afterwards, the sections were rinsed
and incubated in 2% NDS and 2.5% BSA/PBS for 10 minutes. This was followed by a one-
hour incubation in donkey anti-goat biotinylated secondary antibody diluted 1:200 in PBS
with 2% NDS, 2.5% BSA, and 1% Triton X-100. Tissue was rinsed, incubated in 2% NDS
and 2.5% BSA in PBS for 10 minutes, and subsequently processed by an avidin-biotin-
peroxidase complex ABC Kit (diluted 1:100 in PBS) for one hour, in the dark and at room
temperature. The sections were then rinsed and preincubated in 3, 3’-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) in PBS for 5 minutes. The peroxidase reaction product was
visualized by adding 0.004% H,O, to the DAB solution for 2—4 minutes. Sections were finally
washed five times (one minute each) with PBS, mounted on gelatin-chromium alum-subbed
slides, air-dried, dehydrated in ethanol, cleared in xylenes, and coverslipped with Depex

(EMS, Hatfield, PA, USA).
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2.3.13 Quantification method:

Photomicrographs were taken with an inverted Olympus IX71 microscope (Olympus) and an
Evolution VF camera (MediaCybernetics). The images were quantified using Image Pro Plus
5.1 image analysis software. The growth of axon branches was quantified on consecutive
photomicrographs of coronal slices of brain tissue comprising the DTN. On each
photomicrograph, the distance between the lateral border of the nucleus of interest and the tips
of the longest axon branches was measured. To take into account for differences in brain sizes,
axon branch lengths were normalized with the interthalamic distance (distance between the
right and left lateral borders of the thalamus). Axon collateral number was quantified on
consecutive photomicrographs comprising the DTN using an adaptation of the Sholl technique
as described in (Duff et al., 2013). Values are expressed as the mean + SEM. Statistical
significance of differences between means was evaluated by analysis of variance (ANOVA)
with Bonferroni’s post hoc test (Systat).

For eye specific segregation quantification in the dLGN, images were collected and measured
by an observer “blind” to the experimental conditions to minimize any bias. Universal gains
and exposures were established for each label. Raw images of the dLGN were imported to
Matlab and an area of interest comprising the dLGN was cropped excluding the ventral lateral
geniculate nucleus and the intergeniculate leaflet, then the degree of left and right eye
projection overlap was quantified using an established multi-threshold method of
analysis (Torborg and Feller, 2004; Bjartmar et al., 2006; Stevens et al., 2007). This approach
allows for a better analysis of overlapping regions independent of the threshold. Values are
expressed as the mean + SEM. Significance of differences between means was evaluated by

student t-test analysis (Systat).
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2.3.14 Genotyping:

Animals were genotyped as described in (Wu et al,. 2010). Tail samples were immersed in 50
mM NaOH, boiled for 30 minutes, vortexed vigorously for 10 sec, and neutralized with 1M
Tris-HCI (pHS8.0). Tail lysates obtained were vortexed again for 10 sec and centrifuged at
16,100 g for 1 minute. PCR reactions were conducted with a mixture of two primer pairs to
generate the following amplicons: the 441 bp for the WT gpr55 allele and the 301 bp for the
neo allele. The primer sequence was for the WT allele: 5>-GCCATCCAGTACCCGATCC-3’
and 5’— GTCCAAGATAAAGCGGTTCC-3’ and for the gpr55 mutant allele the sequence:
5’-GCAGCGCATCGCCTTCTATC-3" and 5°’—- TCAAGCTACGTTTTGGGTT — 3°. The
PCR cycle conditions were: 5 min at 95°C, 36 cycles of three steps (50 sec at 94°C, 40 sec at
55°C, and 40 sec at 72°C), then 5 min at 72°C using the standard PCR reagents. The same
genotyping protocol was done on mouse genomic tail DNA using sense primers: 5'-
GCTGTCTCTGGTCCTCTTAAA-3"; 5'- GGTGTCACCTCTGAAAACAGA-3' for the WT
allele and 5'- CCTACCCGGTAGAATTAGCTT -3’ to detect the Cnrl”" allele. The primers
sequences for the Cnr2 WT allele were 5'- GGAGTTCAACCCCATGAAGGAGTAC-3" and
5'-GACTAGAGCTTTGTAGGTAGGCGGG-3" and the Cnr2 mutant allele the sequence

5'-GGGGATCGATCCGTCCTGTAAGTCT-3'.
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2.4 Results

2.4.1 GPRSS expression in the developing retina

We used hamster and mouse retinas to evaluate the presence of GPR55 and its possible
involvement during retinal projection navigation. Both GPRS55 protein and mRNA were
expressed in the hamster retina. At P1, GPRS5 protein was present in the ganglion cell (GCL),
ganglion cell fibers (GCFL), inner plexiform (IPL) and neuroblast (NBL) layers while GPR55
mRNA was present in the GCL (Figure 1A-F). GPRS5 protein was also expressed in the
GCL, GCFL, IPL and NBL whereas GPR55 mRNA was localized in GCL in retina of E14/15
mouse embryos (Figure 1G-L). GPR55 protein and mRNA were both detected in the adult
gpr55™" mouse retina (Figure 1M-O) but not in the gpr55™ retina (Figure 1P-R).

Using western blot, GPR55 protein was detected in the brain and retina of mouse embryos and
pups from E14/15 to P3. The signal was abolished in the presence of the blocking peptide for
the antibody (Figure 2A-B). The same antibody failed to detect GPR55 in retina homogenate
obtained from gpr55” mouse embryos (E14/15) (Figure 2C). In E14/15 mice retinal explants,
GPRS5 was present in the neurites; their growth cones (GCs) and filopodia (Figure 2D).
Explants obtained from gpr55" embryos did not express GPR55 (Figure 2E). Furthermore,
GPRS5 was not detectable after co-incubation of the antibody with its blocking peptide
(Figure 2F). GPR55 was present in GCs and neurites of retinal explants from gpr55** (Figure
2G). GPR55 immunoreactivity was not detectable in retinal explants obtained from gpr55™
mice (Figure 2H) or in the presence of blocking peptide (Figure 2I). In WT mice, GPR55 was
expressed in dendrites (Figure 2J-L) and axons (Figure 2M-0O). It was also present in cortical
neuron somas, neurites and GCs (Figure 2P). Moreover, the expression of GPRS5 was

investigated using Tocrifluor (T-1117), a fluorescent ligand of GPRSS5 (Sylantyev et al., 2013),
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confirming the presence of GPR55 in primary cortical neurons (Figure 2Q). Isolated retinal
ganglion cells from E14/15 mice expressed GPR5S5 in their GCs and filopodia (Figure 2R).
Overall, we observed that during development, GPR55 was present in the retinas of mouse and

hamster.

2.4.2 GPRSS ligands reorganize GC morphology and modulate axon growth

To assess the role of GPR55 during retinal axon growth and guidance, retinal explants isolated
from embryonic mice were cultured for 2 DIVs, and treated with pharmacological modulators
of GPR55. When retinal explants were exposed to 1uM LPI (n = 1005 GCs; *p <0.0001%) or
300 nM 0-1602 (n = 1022 GCs; *p <0.0001%) for 60 minutes, the GC surface area and the
number of filopodia increased significantly compared to the control (n = 1023 GCs). In
contrast, application of 300 nM CBD (n = 1134 GCs; *p <0.00017) to the cultures decreased
the GC surface and filopodia number in RGCs neurons (Figure 3A-C). To investigate the
effects of GPRSS5 ligands on axon growth, retinal explants were treated for 15 hours with LPI,
0-1602, or CBD Treatments with agonists 1uM LPI (n = 605 explants; *p <0.0001") and 300
nM 0-1602 (n = 595 explants; *p <0.0001°) increased the total neurite growth whereas the
300 nM CBD (n = 602 explants; *p <0.0001°) decreased it compared to the control (n = 720
explants) (Figure 3D-E). Interestingly, the LPI, O-1602, and CBD had similar effects in
tissues obtained from WT, enrl”” (Cannabinoid receptor 1 knockout) or cnr2”” (Cannabinoid
receptor 2 knockout) mice (GC area, p =0.37°; Filopodia number, p=0.48°; total neurite
outgrowth, p =0.29°) (Figure 3B, C and E). Taken together, these results indicate that ligands
engaging GPR55 modulate GC morphology and axon growth in retinal explants, and that their

effects are not mediated by CB1R or CB2R.
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To investigate the possible effect of the deletion of gpr535, retinal explants from E14/15 gpr55
“embryos were cultured and compared to the ones obtained from gpr55™". The absence of
GPRS5 was accompanied by a significant decrease in growth cone surface area (Figure 4A-
B), filopodia number (Figure 4A and 4C) (n = 616 GCs for WT control and n = 218 GCs for
KO; #p =0.003%) and in total neurite outgrowth compared to WT, (n = 298 explants for WT
control and n = 191 explants for gpr55™ control group; #p =0.0001¢) (Figure 4A and 4D). To
confirm the involvement of GPR55 in the changes of GC morphology and retinal projection
growth following treatment with LPI, O-1602 and CBD, retinal explants obtained from
gpr55*™ and gpr55" mouse embryos were treated with the aforementioned agonists and
antagonist. In cultures prepared from gpr55** embryos, LPI (1 uM) (n = 585 GCs;
*p <0.0001% and O-1602 (300 nM) (n = 501 GCs; *p <0.0001%) increased the GC surface area
and filopodia number while CBD (300 nM) (n = 547 GCs; *p <0.0001%) decreased them (n =
616 GCs for WT control) (Figure 4E-G). These effects were absent in retinal explants
obtained from gpr55” embryos (LPI: n = 135 GCs; #p =0.0035%; 0-1602: n = 111 GCs;
#p =0.0031%; CBD: n = 167 GCs; #p =0.0029° compared to WT). Furthermore, the increase in
total projection length after treatment with LPI (CTRL: n = 298 explants, LPI: n = 265
explants, *p <0.0001%) and 0-1602 (n = 248 explants, *p <0.0001%) and the decrease induced
by CBD (n = 273 explants, *p <0.0001¢) in gpr55** animals were absent in the gpr55™ group
(CTRL: n = 191 explants; LPI: n = 155 explants; #p =0.0037°; O-1602: n = 108 explants;
#p =0.0029°; CBD: n = 127 explants; #p =0.0032° compared to gpr55**) (Figure 4H-I). These
results confirm that the effects observed on GC morphology and retinal projection growth

following treatments with LPI, O-1602 and CBD are mediated by GPR55Taken together,
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these observations demonstrate that GPR55 modulates GC morphology and increases retinal

projection growth.

2.4.3 At low concentrations, GPRSS agonists modulate GC morphology and
axon growth via the ERK1/2 pathway

Since it is well documented that stimulation of GPR55 and subsequently Gol3 activate
ERK1/2 (Henstridge et al., 2011), we tested whether this receptor modulates the ERK1/2
pathway during axon growth and guidance. ERK1/2 phosphorylation was significantly
increased following 1uM LPI and 300nM O-1602 stimulation while 300nM CBD application
decreased it (CTRL: n = 15 samples, LPI: n = 15 samples, *p <0.0001", O-1602: n = 15
samples, *p <0.0001", CBD: N = 15 samples, *p <0.0001") (Figure 5A, B). CI-1040 (1uM), a
selective ERK1/2 inhibitor blocked the effects of LPI (1uM) and O-1602 (300 nM) on the
ERK phosphorylation (Figure SC). In primary neuronal cultures, 2, 5 and 20-minute
modulation of GPR55 with LPI (1uM), O-1602 (300 nM) and CBD (300 nM) did not induce
any significant changes in protein kinase B (AKT) or protein kinase A (PKA) phosphorylation
levels (Figure SD, E). To assess the role of the ERK 1/2 pathway in GPR55 effects, retinal
explants were first treated with ERK-selective inhibitor. Followed by pharmacological
activation of GPRS55, CI-1040 blocked LPI (1uM) and O-1602 (300 nM) induced increases in
GC surface area and filopodia number (CTRL: n = 520 GCs; LPI: n = 517 GCs; *p <0.00012;
0-1602: n = 509 GCs; *p <0.0001%; LPI+CI: n = 500 GCs; #p <0.0001"; O-1602+CI: n = 495
GCs; #p <0.0001") (Figure 5F-H). Of note, no significant difference was observed between
the CTRL condition and CTRL+CI in the GC surface area and the filopodia number (CTRL: n
= 520 GCs; CTRL+CI: n = 498 GCs; p =0.12%) (Figure 5G-H). Moreover, inhibition of

ERK1/2 blocked the effect of LPI and O-1602 on total projection length (CTRL: n = 220
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explants; LPI: n = 215 explants; *p <0.0001'; O-1602: n = 209 explants; *p <0.0001'; LPI+CI:
n = 210 explants; #p =0.0012; O-1602+CI: n = 200 explants; #p =0.003"). The ERK inhibitor
had no significant effect on the total projection length by itself (CTRL: n = 220 explants;
CTRL+CI: n = 204 explants; p =0. 2") (Figure 5I-J). Together, these data demonstrate that the

activation of GPR55 modulates GC morphology and axon outgrowth via the ERK1/2 pathway.

2.4.4 At a higher concentration, LPI activates RhoA kinase

In addition to ERK1/2, other signaling pathways such as RhoA, cdc42, and racl can be
activated by GPR55 (Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Henstridge et al., 2010 and
Obara et al., 2011). LPI at a concentration of 10uM but not 1uM induced an increase in RhoA
phosphorylation (CTRL: n = 8 samples, 1uM LPI: n = 8 samples, p = 0.31%, 10uM LPI: n = 8
samples, *p <0.001" and #p <0.001* compared to 1pM LPI) (Figure 6A, B). Interestingly,
10uM LPI decreased the GC area, the number of filopodia (CTRL: n = 560 GCs, LPI 10uM: n
= 547 GCs, *p <0.0001") and the total projection length compared to the control (CTRL: n =
260 explants, LPI 10uM: n = 217 explants, *p <0.0001™), while 1uM LPI increased them
(CTRL: n = 560 GCs, LPI 1uM: n = 522 GCs, *p <0.0001™ and CTRL: n = 260 explants, LPI
1uM: n = 213 explants, *p <0.0001™). In the presence of CBD (300 nM), the effect of 1uM
LPI is blocked (1uM LPI: n = 522 GCs, 1uM LPI +CBD: n = 500 GCs, #p <0.0001" and 1uM
LPIL: n = 213 explants, 1uM LPI +CBD: n = 203 explants, #p <0.0001") whereas it is partially
abolished for 10uM LPI (10uM LPI: n = 547 GCs, 10uM LPI +CBD: n = 498
GCs, #p <0.0001" and 10uM LPI: n = 217 explants, 10uM LPI+CBD: n = 218
explants, #p <0.0001") (Figure 6C-G). In order to assess if RhoA/ROCKI participated in the
effects induced by high concentration of LPI, retinal explants were pretreated with Y-27632

(20uM), a selective rho-associated, coiled-coil-containing protein kinase 1 (ROCKT) inhibitor.
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Y-27632 itself did not cause any changes in GC morphology (CTRL: n =560 GCs, CTRL+ Y-
27632: n= 480 GCs; p=0.31") (Figure 6 D & E) or projection length (CTRL: n = 260
explants, CTRL+ Y-27632: n= 208 explants; p =0.22") (Figure 6G). ROCKI1 inhibition
blocked 10uM LPI induced decreases in GC area, filopodia number and projection length
(10uM LPIL: n = 547 GCs, 10uM LPI +Y-27632: n = 488 GCs, #p <0.0001" and 10uM LPI: n
=217 explants, 10uM LPI +Y-27632: n = 208 explants, #p <0.0001") (Figure 6C-G). Similar
activation of RhoA after stimulation of GPRS5 with its ligand LysoPtdGlc was reported
during the guidance modulation of nociceptive axon projections in the developing spinal cord
(Guy et al., 2015). Taken together, these data demonstrate that a low concentration (1uM) of
LPI activates the ERK1/2 pathway, while a higher concentration (10uM) activates RhoA. This
could in part explain the considerable variation in experimental results obtained by different

laboratories examining GPRS5S5 signaling (Henstridge et al., 2012).

2.4.5 Pharmacological manipulation of GPRSS affects RGC turning

To evaluate the involvement of GPRS5S in axon steering, time-lapse microscopy at DIV1 on
embryonic mouse retinal explant growth cones was performed. Arrows and arrowheads show
micropipette and growth cone position, respectively. A microgradient application of 1uM LPI
elicited attractive turning while 300 nM CBD induced GC collapse and neurite retraction
(Vehicle: n=7, luM LPI: n=9, 300 nM CBD: n= 11 *p <0.0001° for length and *p <0.0001"
for angles) (Figure 7A-E). The vehicle did not induce any significant directional GC turning.
Interestingly, at a concentration of 10uM, LPI induced growth cone collapse and retraction of
the retinal axon (Figure 7F). These data show that GPR55 can modulate axon growth and
steering, and its agonist LPI can act as a chemoattractive or chemorepulsive signal depending

on its concentration.
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2.4.6 GPRSS plays an important role during retinal projection growth and

target innervation

To investigate the possible role played by GPRS55 during development in vivo, we first
performed a phenotypical screen on early postnatal gpr55 “* and gpr55'/‘ mice to detect any
morphological difference. In P3 gpr55” mice, the absence of GPR55 induced a few aberrant
projections in the ipsilateral side of the SC (Figure 8A). Compared to the WT group, P3
gpr557 mice showed a significant decrease in RGC axon branch growth and number in the
DTN (Figure 8B-8D). (n = 8 brains for each type; WT: n= 192 and KO: n =204, *p =0.0001°
for axon growth and *p =0.0001' for number of branches at 150, 200, 250 and 300 pm).
During perinatal development, RGCs axons from both eyes connect with multiple target cells
in the (dLGN). These projections spread throughout the dLGN sharing common terminal
space. Eye-specific segregation occurs during postnatal development (Godement et al., 1984).
In the adult rodent, RGC axons occupy distinct eye-dependent non-overlapping regions of the
dLGN. To assess the involvement of GPRSS5 in retinogeniculate development, we examined
the projections to the dLGN of adult gpr55~ and their WT littermates. Contralateral
projections of gpr55~" mice occupied a larger area than that of gpr55"" mice (Figure 8E).
The contralateral and ipsilateral retinal projection images were quantified using a
multithreshold method of analysis. These data indicate a significant overlap between
contralateral and ipsilateral RGC projections in the dLGN of gpr55~" mice (Figure 8F). (n =
7 brains (140 slices) for WT and n = 7 brains (140 slices) for KO; *#=0.0234"; df= 38).

Compared to other rodents, hamsters have a shorter gestation period. The gestation period in
hamsters (15.5 days) compared to rats (21.5 days) and mice (18.5 days). Hamsters are born

with a relatively premature neuro-visual system at birth (Clancy et al., 2001). The embryonic
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development of the neuro-visual system in these mammals (mouse and hamster) occurs at
almost identical time points. For example, RGC generation starts at E9.5 for hamsters and
E10.5 for mice while the dLGN starts to develop at E10.5 for both models (Clancy et al.,
2001; Robinson et al., 1990). The RGC axons of hamster reach their thalamic and midbrain
targets at (P3) (Bhide and Frost, 1991). Taking advantage from this opportunity, intraocular
injections were performed in these mammals at P1, to investigate the effects of GPR55 ligands
during the development of the visual system.

To assess the contribution of GPRS55 ligands to the development of the retinal projections, the
hamsters received intraocular injections of a GPRS55 agonist or antagonist: LPI and CBD,
respectively, at the date of birth. At P5, immunohistological investigation revealed that
interfering with GPRSS5 signaling had detrimental effects on RGC axon development. As
indicated by a robust labeling of hamster retinal axons, LPI injection at the day of birth
induced aberrant projections in the ipsilateral side of the SC (Figure 8G). GPRS55
pharmacological agents modulated collateral projection length: compared to the control group,
intraocular injection of LPI induced a significant increase in RGC axon growth and branch
number in the DTN (Figure 8H). Conversely, CBD decreased these parameters. Specifically,
LPI injection induced a significant increase in RGC collateral length and branch number in the
DTN, while these measures were significantly lower in the group treated with CBD compared
to the vehicle group (Vehicle: n = 84, 1uM LPI: n = 25, 300 nM CBD: n = 44, *p <0.001 for
axon growth and *p <0.0001" for number of branches at 150, 200, 250 and 300 um (LPI) and
100, 150, 200 and 250 um (CBD)) (Figure 81 and 8J). Altogether, these observations
demonstrate the important role played by GPRS55 during the development of the

retinogeniculate pathway.
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2.5 Discussion

In the present study, we show that GPRS5 is expressed in the retina during the development of
the visual pathway. GPRS5S5 activation increased ERK 1/2 activity resulting in higher surface
area and filopodia number of the growth cone. In addition, GPR55 agonist increased retinal
axon growth, while a GPR55 antagonist decreased it. Interestingly, at high concentration, LPI
can also activate the RhoA pathway, which decreases the growth cone surface area and the
filopodia number, resulting in axon retraction. In vivo, at P3, the absence of the GPRS55 causes
a decrease of the axon branch number and length in the DTN. Accordingly, a decreased
overlap between ipsi and contralateral projections compared to wildtype was expected in the
adult mouse LGN. Interestingly, the opposite effect was observed which refers to a possible
role of GPRSS in target innervation and refinement process. GPRS5S5 activation with LPI in P5
hamster increased RGC projection length, branch number in the DTN and induced aberrant
projections in the SC while its blockade, using CBD, mimics the effect observed in the DTN
of the gpr55” mouse. Taken together, these observations demonstrate that GPR55 plays an
important role in axon growth and visual brain innervation. Furthermore, this receptor is

crucial for proper development of the retinothalamic pathway.

2.5.1 GPRSS expression in the retina

Previous studies reported ubiquitous distribution of gpr55 mRNA in the central nervous
system, with the following order of expression in mouse tissues: frontal cortex > striatum >
hypothalamus > brain stem > cerebellum = hippocampus > spinal cord (Ryberg et al., 2007). It
is also expressed in the caudate, putamen, dorsal root ganglion neurons, and differentiated
PC12 cells (Lauckner et al., 2008; Obara et al., 2011; Sylantyev et al., 2013; Wu et al., 2013).

In adult vervet monkey, GPR55 protein localization was reported strictly in the photoreceptor

145



layer of the retina with most prominent staining in the inner segments in rod (Bouskila et al.,
2013%. In our study, GPR55 protein is largely expressed in the adult mouse retina. Similar
difference in the pattern of expression of cannabinoid receptor 2 protein was observed
between adult vervet monkeys and adult rodents (Bouskila et al., 2013° and Cécyre et al.,
2013). In fact, CB2R is present only in Miiller cells and no expression was detected in cones,
rod bipolar cells, horizontal cells, amacrine cells, and ganglion cells in the adult vervet
monkey retina (Bouskila et al., 2013°) while it is localized in cone and rod photoreceptors,
horizontal cells, some amacrine cells, bipolar and ganglion cells in adult mouse retina (Cécyre
et al., 2013). Similar distribution to the mouse was observed in the rat retina, with CB2R being
localized in retinal pigmentary epithelium, inner photoreceptor segments, horizontal and
amacrine cells, neurons in GCL, and fibers of the IPL (Lopez et al., 2011). The difference in
the protein expression could be attributed to the differences in the visual system between
rodents and primates and the physiological role played by the receptor in each animal model.
Although the studies report the presence of the receptor in the adult CNS (Sawzdargo et al.,
1999; Hui-Chen et al., 2013 for review) and adult vervet monkey retina (Bouskila et al.,
2013%), its expression in retina and retinal projections of rodents during development were
unknown. In this study, we demonstrate that GPR55 is expressed in the developing hamster

and mouse retina, axonal projections, their growth cones, and filopodia.

2.5.2 Effects of the GPRS5S5 ligands on the GC morphology and axon growth

In this study, pharmacological activation or blockade of GPR55 modulated GC morphology
and axon growth of RGCs. Accordingly, GPR55 agonists LPI and O-1602 increased retinal
projection growth, induced an expansion in the surface area and augmented filopodia number

of GCs. On the other hand, the GPRS55 antagonist, CBD, decreased the growth of retinal
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projections and induced GC collapse. These data are in accordance with previous studies in
which LPI has been found to activate GPR55 in DRGs (Lauckner et al., 2008), osteoclasts
(Whyte et al., 2009), lymphoblastoid cells (Oka et al., 2010), cancer cell proliferation
(Andradas et al., 2011) and hippocampal slices (Sylantyev et al., 2013). Knowing the
proliferative and pro migratory effects of LPI in cancer cell lines, we would expect a neurite
elongation in PC12 cells (Soga et al., 2005; Pineiro et al., 2011; Hu et al., 2011). According to
the literature on LPI, most studies showed significant effects when LPI was used in
concentration ranging from 0.1 to 10uM, 1uM being the most commonly used concentration
(Oka et al., 2007; Anavi-Goffer et al., 2012; Rojo et al., 2012). Most of the studies reporting
an effect of LPI on intracellular calcium mobilization, proliferation, channels’ activation and
migration used lower concentrations such as 1-3uM (Oka et al., 2007; Pietr et al., 2009;
Henstridge et al., 2009; Whyte et al., 2009; Pineiro et al., 2011). Our results are in accordance
with Balenga et al., defining LPI (3uM) as a chemoattractive molecule for microglia (Balenga
et al., 2011). Another study showed a highly migratory effect of LPI (1uM) on the metastatic
MDA-MB231 breast cancer cell line, which expresses GPR55 (Monet et al., 2009). In
addition, LPI stimulated cell elongation at the same concentration range (Ford et al., 2010).
However, these findings challenge the results of neurite retraction produced by LPI via GPR55
in differentiated PC12 cells (Obara et al., 2011) or the absence of effect of LPI in spinal cord
axons (Guy et al., 2015). The discrepancy could be explained by the fact that Obara et al. used
LPI and CBD at concentrations 5 to 30 times higher than the ones used in the present study. At
these high concentrations (10uM and above), these GPR55 pharmacological ligands could
also act on non-specific targets or activate alternative signaling pathways such as

RhoA/ROCKI1 as shown in the present study. This hypothesis could explain the opposite

147



effects seen between the two ranges of concentrations for the same GPRS5 agonist, and help to
illustrate the complexity of interpreting experiments with these lipids. Furthermore, GPR55
protein levels in PC12 and in primary neurons are different and may produce distinctive
effects. PC12 cells are derived from a chromafin cell tumor, thus are neuroendocrine-derived
and may be quite different from primary neurons. (Frassetto et al., 2006). Hence, the
pharmacological differences in the effect of LPI can be explained by dissimilarities in the
phenotype of these two cell types. An additional difference that arises between PC12 cell lines
and RGCs is the morphological development that is regulated by diverse factors operating
during different time periods (Coombs et al., 2007) and can explain the effect observed with
LPI. The absence of effect of LPI on guidance of nociceptive afferent axons in the developing
spinal cord could be attributed to a difference in neuron subtypes. Nevertheless, these findings
highlight the distinct mechanisms by which GPR55 modulates the development of various

neuronal populations.

2.5.3 Axon growth and GC morphology reorganization are mediated by
GPRS5S via the ERK1/2 or RhoA/ROCK1 pathways

Although several Ga subunits have been implicated in GPRSS5 signal initiation (Ryberg et al.,
2007; Lauckner et al., 2008; Henstridge et al., 2011), it appears in our study that stimulation of
GPR5S5 results in the activation of the MAPK pathway. To characterize the mechanism by
which GPR55 modulates growth cone morphology and axon growth, we examined the
ERK1/2 pathway. We demonstrate that at 1uM, the GPR55 agonist, LPI, increases ERK1/2
phosphorylation. This is in accordance with an increasing number of studies showing that LPI-

stimulated GPRS55 activates ERK1/2 (Oka et al., 2007; Kapur et al., 2009; Pietr et al., 2009;
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Whyte et al., 2009; Andradas et al., 2011; Pineiro et al., 2011). In addition, our findings
illustrate that at a higher concentration; this GPR55 agonist increases RhoA/ROCKI1 activity
and highlight additional signaling pathways associated with GPR55. A consensus among the
articles published on GPRS5 reported the involvement of the actin cytoskeleton and the
activation of RhoA (Lauckner et al., 2008; Kapur et al., 2009; Henstridge et al., 2010). This
dual action of LPI on ERK and RhoA/ROCKI1 pathways is concentration dependent.
Downstream signaling pathways of GPRS55 remain controversial and further studies are

needed to characterize all the mechanisms implicated.

2.5.4 Effects of GPRSS ligands on RGC turning

As the neurovisual system is established, axons travel relatively long distances guided by the
concerted action of attractive and repulsive cues in a complex environment to reach their
target. Located at the axonal tip, the GC is a highly motile structure detecting directional
signals in the environment. Guidance cues, notably members of the netrin, semaphorin, ephrin,
slit families, cell-adhesion molecules, morphogens, and growth factors, modulate the behavior
and growth of axons (Dupin et al., 2013). GPRS55, like CBIR and CB2R, could be another
modulation mechanism of axon guidance (Argaw et al., 2011; Duff et al., 2013). GPR55
activity at the GC modulates retinal axon navigation; GCs are attracted in the presence of LPI
microgradient, while CBD induced GC collapse and retraction. Based on these results, GPR55
plays a modulatory role in axon navigation by modifying the morphology and the behavior of
the GC. These results show, for the first time, a role for GPR55 in axon guidance in vitro, and
are in accordance with the literature of LPI effect on signaling, migration and growth (Oka et
al., 2007; Lauckner et al., 2008; Henstridge et al., 2009; Pietr et al., 2009; Whyte et al., 2009;

Oka et al., 2010; Pineiro et al., 2011; Sylantyev et al., 2013), while the opposite effect was
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observed with CBD (Ryberg et al., 2007; Pertwee et al., 2007; Ross et al., 2009; Whyte et al.,

2009; Balenga et al., 2011; Kallendrusch et al., 2013; Sylantyev et al., 2013).

2.5.5 GPRSS affects target selection during development in vivo

LPI can be generated by the action of a phospholipase PLA2 that catalyses the hydrolysis of
an acyl group from phosphatidylinositol (PI) (Grzelczy et al., 2013). Similarly, PLA1 can be
also involved in the formation of LPI (Yamashita et al., 2013). In 2007, LPI was described as
the potential endogenous agonist of GPR55 (Oka et al.,, 2007) and was found present in
different ranges in normal human cells (i.e., platelets (Billah et al., 1982), peripheral blood
neutrophils (Smith et al., 1992), various cancer cell lines (Xiao et al., 2000; Xiao et al., 2001;
Xu et al., 2001; Ford et al., 2010; Oka et al., 2010; Andradas et al., 2011; Pineiro et al., 2011;
Cantarella et al., 2011), endothelial cells (Bondarenko et al., 2010), animal cells (i.e., mouse
fibroblasts (Hong et al., 1981), macrophages (Zoeller et al., 1987), and rat brain cells (Oka et
al., 2009). The concentration of LPI varies from a tissue to another (37.5 nM per gram of
tissue in rat brain, 2.5 uM in mouse serum and 1.5 pM in samples of human plasma (Grzelczy
etal., 2013).

During visual system development, RGC axons travel long distances to connect to their
specific targets. Many guidance cues modulate their navigation and target recognition; GPR55
and its endogenous ligands could represent one set of cues. Indeed, our in vivo data show that
pharmacological manipulation of GPRS5 signaling affects retinal projection growth and
navigation. We showed that a single intraocular injection of LPI leads to the emergence of
aberrant ipsilateral RGC projections in the SC. Indeed, LPI injection increased branching or
stabilized ipsilateral projections that would have normally retracted. Moreover, we report an

increase in the length of retinal projections and in the number of axons in the DTN following
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treatment with LPI and a decrease with CBD. In addition, we noticed the presence of aberrant
ipsilateral RGC projections in the SC in the postnatal gpr55” mice. The increase in the
branching observed in the gpr55” mice could be explained by a stabilization of the ipsilateral
projections that would have normally retracted. In addition, our data show that genetic
interference with the GPRS5S5 activity profoundly affects retinal projection development and
target selection. Accordingly, the important role played by GPR55 during RGC axon growth
and refinement is demonstrated by the relative lack of eye-specific segregation of retinal
projections in gpr55” postnatal and adult mice. We interpreted this as a deficit in eye-specific
segregation of retinal projections. In WT animals, this process could be influenced by GPR55
endogenous activity at the retina and/or directly at the axon terminal. It is possible that the
absence of GPRS55 could influence retinal spontaneous activity, which is necessary for
segregation and maintenance of specific inputs to the dLGN (Chapman et al., 2000) thus
modifying the segregation outcome. Deficiency in eye-specific segregation might also occur
as a result of the absence of functional GPR55 directly at the dLGN. In summary, modulation
of GPRS5S5 activity strongly affects retinal projection development and target selection. These
observations are in accordance with previous studies showing the role of GPR55 in motility,
migration, orientation and polarization of different types of human cells such as breast cancer
cells (Ford et al., 2010; Andradas et al., 2011) and myenteric neurons in mouse and human
colon (Li et al., 2013).

In conclusion, the present study shows for the first time, in vitro and in vivo, that GPR55 and
its ligands are involved in axon growth and in projection refinement at their midbrain targets.

In addition, it pinpoints the signaling pathways that mediate their effects. The identification of
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the mediators implicated in these mechanisms is a valuable venue for developing new

therapeutic agents aiming at the regeneration and repair of the central nervous system.

2.6 Acknowledgements:

This work was supported by a grant to J.F.B from the Natural Sciences and Engineering
Research Council of Canada (NSERC: 311892-2010) and the Canadian Institute of Health
Research (CIHR: MOP-86495 and MOP-301710). C.H. is supported by a studentship of
Vision Health Research Network-Fonds de Recherche du Québec- Santé (FRQ-S). J.F.B.
holds a Chercheur Boursier Senior from the FRQ-S. K.M. is supported by NIH grants
DAO11322 and DA021696. We thank Florence Dotigny and Sophie Charron for their

excellent technical assistance.

152



2.7 References:

Anavi-Goffer S, Baillie G, Irving AJ, Gertsch J, Greig IR, Pertwee RG, Ross RA (2012)
Modulation of L-a-lysophosphatidylinositol/GPR55 mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signaling by cannabinoids. Journal of Biological Chemistry: 287(1):91-104.

Andradas C, Caffarel MM, Perez-Gomez E, Salazar M, Lorente M, Velasco G, Guzman M
and Sanchez C (2011) The orphan G protein-coupled receptor GPR55 promotes cancer
cell proliferation via ERK. Oncogene 30:245-252.

Argaw A, Duff G, Boire D, Ptito M, Bouchard J-F (2008) Protein kinase A modulates retinal
ganglion cell growth during development. Experimental Neurology 211:494-502.

Balenga NA, Aflaki E, Kargl J, Platzer W, Schroder R, Blattermann S, Kostenis E, Brown AlJ,
Heinemann A and Waldhoer M (2011) GPRS55 regulates cannabinoid 2 receptor-
mediated responses in human neutrophils. Cell Res 21:1452-1469

Barres BA, Silverstein BE, Corey DP, Chun LL (1988) Immunological, morphological, and
electrophysiological variation among retinal ganglion cells purified by
panning. Neuron 1:791-803.

Bhide PG, Frost DO (1991) Stages of growth of hamster retinofugal axons: implications for
developing axonal pathways with multiple targets. J Neurosci 11:485-504.

Billah M.M., Lapetina E.G. (1982). Formation of lysophosphatidylinositol in platelets
stimulated with thrombin or ionophore A23187. J. Biol. Chem. 257, 5196.

Bjartmar L, Huberman AD, Ullian EM, Renteria RC, Liu X, Xu W, Prezioso J, Susman MW,
Stellwagen D,Stokes CC, Cho R, Worley P, Malenka RC, Ball S, Peachey NS, Copenh

agen D, Chapman B, Nakamoto M,Barres BA, Perin MS(2006) Neuronal  pentraxins

153



mediate synaptic refinement in the developing visual system.J Neurosci 26:6269—
6281.

Bondarenko A., Waldeck-Weiermair M., Naghdi S., Poteser M., Malli R., Graier W.F. (2010).
GPRS55-dependent and  -independent  ion  signalling in  response  to
lysophosphatidylinositol in endothelial cells. Br. J. Pharmacol. 161, 308.

Bottenstein J, Sato G (1979) Growth of a rat neuroblastoma cell line in serum-free
supplemented medium.Proc Natl Acad Sci 76: 514-517

Bouskila J*, Javadi P, Casanova C, Ptito M, Bouchard J-F (2013) Rod Photoreceptors Express
GPRS55 in the Adult Vervet Monkey Retina. PLoS ONE 8(11): e81080.

Bouskila J®, Javadi P, Casanova C, Ptito M, Bouchard J-F. Muller Cells Express the
Cannabinoid CB2 Receptor in the Vervet Monkey Retina. The Journal of Comparative
Neurology-Research in Systems Neuroscience 521:2399-2415 (2013).

Cantarella G., Scollo M., Lempereur L., Saccani-Jotti G., Basile F., Bernardini R. (2011).
Endocannabinoids inhibit release of nerve growth factor by inflammation-activated
mast cells. Biochem. Pharmacol. 82, 380.

Cécyre B, Zabouri N, Huppé-Gourgues F, Bouchard J-F, Casanova C. Roles of cannabinoid
receptors type 1 and 2 on the retinal function of adult mice. Invest Ophthalmol Vis
Sci.2013;54:8079-8090.

Chapman B (2000) Necessity for afferent activity to maintain eye-specific segregation in ferret
lateral geniculate nucleus. Science 287: 2479-2482.

Clancy B, Darlington RB, Finlay BL (2001) Translating developmental time across

mammalian species. Neuroscience 105:7-17.

154



Coombs JL, Van Der List D and Chalupa L (2007) M. Morphological Properties of Mouse
Retinal Ganglion Cells During Postnatal Development. The Journal of comparative
neurology 503:803— 814.

Duff G, Argaw A, Cecyre B, Cherif H, Tea N, Zabouri N, Casanova C, Ptito M, Bouchard JF
(2013) Cannabinoid Receptor CB2 Modulates Axon Guidance. PLoS
One;8(8):€70849.

Dupin I, Dahan M, and Studer V (2013) Investigating Axonal Guidance with IMicrodevice-
Based Approaches. The Journal of Neuroscience, 33(45): 17647-17655.

Erskine L, Herrera E (2007) The retinal ganglion cell axon’s journey: insights into molecular
mechanisms of axon guidance. Dev Biol 308: 1-14.

Ford LA, Roelofs AJ, navi-Goffer S, Mowat L, Simpson DG, Irving AJ, Rogers MJ, Rajnicek
AM and Ross RA (2010) A role for L-alpha-lysophosphatidylinositol and GPRS5S in
the modulation of migration, orientation and polarization of human breast cancer cells.
Br J Pharmacol 160:762-771.

Frassetto LJ, Schlieve CR, Lieven CJ, Utter AA, Jones MV, Agarwal N, and Levin LA (2006)
Kinase-Dependent Differentiation of a Retinal Ganglion Cell Precursor. Invest Ophthal
Vision Science;47.

Godement P, Salaiin J, Imbert M (1984) Prenatal and  postnatal  development of
retinogeniculate and retinocollicular  projections in the mouse.] Comp
Neurol 230:552-575.

Grzelczyk A., Gendaszewska-Darmach E. (2013). Novel bioactive glycerol-based

lysophospholipids: new data -- new insight into their function. Biochimie 95, 667.

155



Guy AT, Nagatsuka Y, Ooashi N, Inoue M, Nakata A, Greimel P, Inoue A, Nabetani
T, Murayama A, Ohta K, Ito Y, Aoki J, Hirabayashi Y and Kamiguchi H (2015)
Glycerophospholipid regulation of modality specific sensory axon guidance in
the spinal cord. Science. Aug 28;349(6251):974-7.

Henstridge CM, Balenga NA, Ford LA, Ross RA, Waldhoer M, Irving AJ (2009) The GPRS55
ligand L-alpha-lysophosphatidylinositol promotes RhoA-dependent Ca2+ signaling
and NFAT activation. FASEB J. 23(1):183-193.

Henstridge CM, Balenga NA, Schroder R, Kargl JK, Platzer W, et al (2010) GPRS55 ligands
promote receptor coupling to multiple signalling pathways. Br J Pharmacol 160: 604—
614.

Henstridge CM, Balenga NA, Kargl J, Andradas C, Brown AJ, Irving A, Sanchez C and
Waldhoer M (2011) Minireview: Recent Developments in the Physiology and
Pathology of the Lysophosphatidylinositol-Sensitive Receptor GPR55. Mol Endocrinol
25:1835-1848.

Henstridge CM. Off-target cannabinoid effects mediated by GPR55 (2012) Pharmacology 89:
179-187.

Hong S.L., Deykin D. (1981). The activation of phosphatidylinositol-hydrolyzing
phospholipase A2 during prostaglandin synthesis in transformed mouse BALB/3T3
cells. J. Biol. Chem. 256, 5215.

Hu G, G. Ren, Y. Shi (2011) The putative cannabinoid receptor GPR55 promotes cancer cell
proliferation. Oncogene, 30, pp. 139-141.

Hui-Chen Lu , Jane E. Lauckner , John W. Huffman, and Ken Mackie (2013). GPRS5S5 in the

CNS. endoCANNABINOIDS, Part II; Chapter 3.

156



Kapur A, Zhao P, Sharir H, Bai Y, Caron MG, Barak LS, Abood ME (2009) Atypical
responsiveness of the orphan receptor GPR55 to cannabinoid ligands. J Biol
Chem.;284(43):29817-27.

Kumar A, Qiao Z, Kumar P, Song ZH (2012) Effects of palmitoylethanolamide on aqueous
humor outflow. Invest Ophthalmol Vis Sci 53: 4416—4425.

Lauckner JE, Jensen JB, Chen HY, Lu HC, Hille B, et al (2008) GPRS55 is a cannabinoid
receptor that increases intracellular calcium and inhibits M current. Proc Natl Acad Sci
USA 105: 2699-2704.

Li K, Fichna J, Schicho R, Saur D, Bashashati M, Mackie K, Li Y, Zimmer A, Goke B,
Sharkey KA, Storr M (2013) A role for O-1602 and G protein-coupled receptor GPR55
in the control of colonic motility in mice. Neuropharmacology. Volume 71: 255-263.

Lopez EM, Tagliaferro P, Onaivi ES, Lopez-Costa JJ. Distribution of CB2 cannabinoid
receptor in adult rat retina. Synapse. 2011;65:388-392.

Meyer-Franke A, Kaplan MR, Pfrieger FW, Barres BA  (1995) Characterization  of  the
signaling interactions that promote the survival and growth of developing retinal
ganglion cells in culture. Neuron 15:805-819.

Monet M, Gkika D, Lehen'kyi V, Pourtier A, Vanden Abeele F, Bidaux G, Juvin V,
Rassendren F, Humez S, Prevarsakaya N (2009) Lysophospholipids stimulate prostate
cancer cell migration via TRPV2 channel activation, Biochim. Biophys. Acta 1793:
528-539.

Obara Y, Ueno S, Yanagihata Y, Nakahata N (2011). Lysophosphatidylinositol causes neurite

retraction via GPR55, G13 and RhoA in PC12 cells. PLoS One; 6:€24284.

157



Oka S, Nakajima K, Yamashita A, Kishimoto S, Sugiura T (2007) Identification of GPR55 as
a lysophosphatidylinositol receptor. Biochem Biophys Res Commun; 362(4):928-934.

Oka S., Toshida T., Maruyama K., Nakajima K., Yamashita A., Sugiura T. (2009). 2-
Arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphoinositol: a possible natural ligand for GPR5S. J.
Biochem. 145, 13.

Oka S, Ota R, Shima M, Yamashita A, Sugiura T (2010) GPR35 is a novel lysophosphatidic
acid receptor. Biochem Biophys Res Commun, 395:232-237.

Ono M, Murakami T, Kudo A, Isshiki M, Sawada H, et al (2001) Quantitative Comparison of
Anti-Fading Mounting Media for Confocal Laser Scanning Microscopy. J Histochem
Cytochem 49: 305-312.

Pertwee R.G (2007) GPR55: a new member of the cannabinoid receptor clan? Br. J.
Pharmacol.;152:984-986.

Petitet F, Donlan M, Michel A (2006) GPRS55 as a new cannabinoid receptor: still a long way
to prove it. Chem Biol Drug Des; 67: 252-253.

Pietr M, Kozela E, Levy R, Rimmerman N, Lin YH, Stella N, Vogel Z and Juknat A (2009)
Differential changes in GPR55 during microglial cell activation. FEBS Lett 583:2071-
2076.

Pineiro R, Maffucci T and Falasca M (2011) The putative cannabinoid receptor GPR55
defines a novel autocrine loop in cancer cell proliferation. Oncogene 30:142-152.

Robinson SR, Dreher B (1990). The visual pathways of eutherian mammals and marsupials

develop according to a common timetable. Brain Behav Evol 36: 177-195.

158



Rojo ML, Gaztelumendi AR, Fowler CJ (2012) Lysophosphatidylinositol Stimulates
[35S]GTPyS Binding in the Rat Prefrontal Cortex and Hippocampus. Neurochemical
Research. Volume 37, Issue 5, pp 1037-1042.

Ross RA (2009) The enigmatic pharmacology of GPR55. Trends Pharmacol Sci.;30 (3):156—
163.

Rowley JW, Oler AJ, Tolley ND, Hunter BN, Low EN, Nix DA, Yost CC, Zimmerman GA
and Weyrich AS (2011) Genome-wide RNA-seq analysis of human and mouse platelet
transcriptomes. Blood 118:e101-el11.

Ryberg E, Larsson N, Sjogren S, Hjorth S, Hermansson NO, Leonova J, Elebring T, Nilsson
K, Drmota T and Greasley PJ (2007) The orphan receptor GPR55 is a novel
cannabinoid receptor. Br J Pharmacol 152:1092-1101.

Sawzdargo M, et al (1999) Identification and cloning of three novel human G protein-coupled
receptor genes GPR52, PsiGPR53 and GPRS55: GPRSS5 is extensively expressed in
human brain. Brain Res Mol Brain Res. 64(2):193—-198.

Schicho R., Bashashati M., Bawa M., McHugh D., Saur D., Hu H.M., Zimmer A., Lutz B.,
Mackie K., Bradshaw H.B., McCafferty D.M., Sharkey K.A., Storr M (2010) The
atypical cannabinoid O-1602 protects against experimental colitis and inhibits
neutrophil recruitment. Inflamm. Bowel Dis;17:1651-1664.

Smith D.M., Waite M. (1992). Phosphatidylinositol hydrolysis by phospholipase A2 and C
activities in human peripheral blood neutrophils. J. Leukoc. Biol. 52, 670.

Soga T, Ohishi T, Matsui T, Saito T, Matsumoto M, Takasaki J, Matsumoto S, Kamohara M,
Hiyama H, Yoshida S, Momose K, Ueda Y, Matsushime H, Kobori M, Furuichi K

(2005) Lysophosphatidylcholine enhances glucose-dependent insulin secretion via an

159



orphan G-protein-coupled receptor. Biochem. Biophys. Res. Commun., 326 pp. 744—
751.

Stevens B, Allen NJ, Vazquez LE, Howell GR, Christopherson KS, Nouri N, Micheva KD, M
chalow AK,Huberman AD, Stafford B, Sher A, Litke AM, Lambris JD, Smith SJ, John
SWM, Barres BA (2007) The classical complement cascade mediates CNS synapse
elimination. Cell 131:1164-1178.

Sylantyev S, Jensen TP, Ross RA and Rusakov DA (2013) Cannabinoid- and
lysophosphatidylinositol-sensitive receptor GPR55 boosts neurotransmitter release at
central synapses. Proc Natl Acad Sci U S A; 110(13): 5193-5198.

Torborg CL, Feller MB (2004) Unbiased analysis of bulk axonal segregation patterns. J
Neurosci Methods135:17-26.

Waldeck-Weiemair M, Zorratti C, Osibow K, Balenga N, Goessnitzer E, Waldhoer M, Malli
R and Graier WF (2008) Integrin-clustering enables anandamide-induced Ca2+
signaling in endothelial cells via GPR55 by protection against CB1-receptor triggered
repression. J. Cell Sci. 121:1704-1717.

Whyte LS, Ryberg E, Sims NA, Ridge SA, Mackie K, Greasley PJ, Ross RA, Rogers MJ
(2009) The putative cannabinoid receptor GPRS5 affects osteoclast function in vitro
and bone mass in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A, 106:16511-16516.

Wu CS, Chen H, Sun H, Zhu J, Jew CP, Wager-Miller J, Straiker A, Spencer C, Bradshaw H,
Mackie K, Lu HC (2013) GPRS55, a G-protein coupled receptor for

lysophosphatidylinositol, plays a role in motor coordination. PLoS One ;8(4):e60314.

160



Wu CS, Zhu J, Wager-Miller J, Wang S, O’Leary D, et al. (2010) Requirement of cannabinoid
CB(1) receptors in cortical pyramidal neurons for appropriate development of
corticothalamic and thalamocortical projections. Eur J Neurosci.

Xiao Y., Chen Y., Kennedy A.W., Belinson J., Xu Y. (2000). Evaluation of plasma
lysophospholipids for diagnostic significance using electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS) analyses. Ann. N.Y. Acad. Sci. 905, 242.

Xiao Y.J., Schwartz B., Washington M., Kennedy A., Webster K., Belinson J., Xu Y. (2001).
Electrospray ionization mass spectrometry analysis of lysophospholipids in human
ascitic fluids: comparison of the lysophospholipid contents in malignant vs
nonmalignant ascitic fluids. Anal. Biochem. 290, 302.

Xu'Y., Xiao Y.J., Baudhuin L.M., Schwartz B.M. (2001). The role and clinical applications of
bioactive lysolipids in ovarian cancer. J. Soc. Gynecol. Investig. 8, 1.

Yamashita A., Oka S., Tanikawa T., Hayashi Y., Nemoto-Sasaki Y., Sugiura T. (2013). The
actions and metabolism of lysophosphatidylinositol, an endogenous agonist for
GPRSS. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 107, 103

Yasuko Nagatsuka, Miki Hara-Yokoyama, Takeshi Kasama, Masataka Takekoshi, Fumiko
Maeda, Seiji lhara, Shigeyoshi Fujiwara, Eriko Ohshima, Kumiko Ishii, Toshihide
Kobayashi, Kazufumi Shimizu and Yoshio Hirabayashi (2003) Carbohydrate-
dependent signaling from the phosphatidylglucoside-based microdomain induces
granulocytic differentiation of HL60 cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100, 7454—

7459.

161



Zangenehpour S and Chaudhuri A (2001) Neural Activity Profiles of the Neocortex and
Superior Colliculus after Bimodal Sensory Stimulation Cerebral Cortex 11 (10): 924-
935.

Zoeller R.A., Wightman P.D., Anderson M.S., Raetz C.R (1987). Accumulation of
lysophosphatidylinositol in RAW 264.7 macrophage tumor cells stimulated by lipid A

precursors: J. Biol. Chem. 262, 17212.

162



2.8 Table and figure legends:

Table 2.1 Statistical Table.

Statistical analyses were performed by analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s post

hoc test and Student’s #-tests (Systat Software Inc, Chicago, IL, USA).

Data structure Type of test Power
All statistical Normally ANOVA with post-hoc 09-1.0
tests & distributed Bonferroni
Test " Normally Student’s t-test 0.921
distributed

Table 1. Statistical Table.
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Figure 2.1 GPR55 protein and mRNA expression in the retina.
(A-F): At P1, GPR55 protein and mRNA are expressed in the hamster retina (A-C),

expression of GPRS55 protein in the ganglion cell layer (D-F). (G-L): GPRS55 protein and
mRNA are present in the E14/15 mouse retina (G-I), especially for GPR55 protein in the
ganglion cells layer (J-L). (M-0): GPR55 protein and mRNA are expressed in the adult
mouse retina. (P-R): The specificity of the antibody and the mRNA probe was validated using
gpr557 mice. Scale bars: 75um (A-C, M-R); 30um (G-I); 25um (D-F, J-L). NBL: Neuroblast
layer; IPL: Inner plexiform layer; INL: Inner nuclear layer; OPL: Outer plexiform layer;

ONL: Outer nuclear layer; GCL: Ganglions cells layer; GCFL: Ganglions cells fiber layer.
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Figure 1. GPRSS protein and mRNA expression in the retina
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Figure 2.2 GPR5S5 protein expression in retinal explants and primary cortical neurons.

(A) Expression of GPR55 in the mouse cortex and (B) retina at different developmental stages
(C) Expression of GPR5S in the retina of gpr55** and gpr35” mouse embryo (E14/15). (D-F)
Expression of GPR55 in retinal explants from gpr55**and gpr55” mice, and in the presence of
the specific blocking peptide (BP). (G-I) E14/15 axons and growth cones of retinal explants
from gpr55** and gpr55” mice, and with the in the presence of the specific BP. (J-L) The
expression of GPR55 in dendrites (MAP2) and (M-0) axons (NFM) of RGCs. (P) Expression
of GPRS55 in primary cortical neuron using GPRS55 antibody, (Q) using 3uM of specific
GPRSS5 fluorescent Tocrifluor ligand T-1117 and (R) using GPR55 antibody in a purified

RGC culture. Scale bars: 100um (D-F); 10pum (G-I, P-R); Sum (J-0).
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Figure 2.3 GPRS5S5 ligands reorganize the morphology of the GC and modulate axon growth
via a cannabinoid independent pathway.

(A-C) Growth cone surface area and filopodia number of retinal projection GCs after a 60-
minute treatment with GPR55 agonists LPI (1uM) and O-1602 (300nM) or antagonist CBD
(300nM) in WT, cnrl”, and cnr2”” mice. (D-E) Total retinal neurite growth of retinal explants
cultured for 1DIV and treated for 15h with LPI (1uM), O-1602 (300nM) and CBD (300nM) in
WT, cnrl”, and cnr2”” mice. Scale bars: 5 um (A); 100um (D). Values are presented as mean
+ SEM. * indicates significant changes between LPI, O-1602, or CBD compared to control in

B, C, and E; p < 0.004.
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Figure 3. GPRS5S ligands reorganize the morphology of the GC and modulate axon

growth via a cannabinoid independent pathway
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Figure 2.4 GPR55 mediates the reorganization of the GC morphology and the modulation of
axon growth.

(A-D) Basal growth cone surface area, filopodia number and total neurite outgrowth
in gpr55"" and gpr55” retinal explants. (E-G) Growth cone surface area and filopodia
number in gpr55** and gpr55” retinal explants treated for one hour with LPI (1uM), O-1602
(300 nM) or CBD (300 nM). (H-I) Total neurite outgrowth in gpr55™* and gpr55” retinal
explant treated for 15 hours with LPI, O-1602 or CBD at the same previously cited
concentrations. Scale bars: Sum (A) and (E) for GC; 100um (A) and (H) for explants. Values
are presented as mean £ SEM. * indicates a significant change induced by LPI, O-1602, or
CBD compared to the control in F, G and I; p < 0.0001; # indicates a significant change
between LPI, O-1602, or CBD and the control in gpr55”* compared to gpr55” in F, G, I and

B-D; p <0.004.
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Figure 4
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Figure 4. GPRSS mediates the reorganization of the GC morphology and the modulation
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Figure 2.5 At low concentration, GPR55 ligand modulates GC morphology and axon growth
via the ERK1/2 pathway
(A) Expression of P-ERK-1/2, ERK-1/2 and B-actin in primary cortical neurons incubated

with one of the following: 1uM LPI, 300nM O-1602 or 300nM CBD at 37°C for 2, 5 and 20
minutes. The antibody B-actin was used to verify (and correct for) equal loading in all lanes.
(B) Histogram illustrating the quantification of ERK-phosphorylation. (C) ERK
phosphorylation state following 15 minutes pre-treatment with CI-1040, an ERK1/2 inhibitor,
before the incubation with or without 1uM LPI, 300nM O-1602 or 300nM CBD. (D-E) AKT
and PKA phosphorylation states, no significant variations were observed in the presence of
GPRS55 ligands for the times indicated. (F-H) Growth cone surface area and filopodia number
of retinal explant treated with GPRS55 agonists in the presence or the absence of the ERK
inhibitor. (I-J) Total projection growth of retinal explant cultures treated with GPRS5 agonists
LPI and O-1602 in the presence or the absence of CI-1040. Scale bars: 10um (F); 100um (I).
Values are presented as mean + SEM. * indicates a significant change compared to the control
group in B, G, H and J; p < 0.0001. # indicates a significant change induced by the ERK

inhibitor in G, H and J; p < 0.004.
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Figure 5
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Figure 5. At low concentration, GPRSS ligand modulates GC morphology and axon
growth via the ERK1/2 pathway
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Figure 2.6 At a higher concentration, LPI activates RhoA pathway and produces growth cone
collapse and neurite repulsion.

(A-B) Using p-RhoA and RhoA antibodies, RhoA activation was determined analyzing the
respective phosphorylation state by western blotting following treatment with 1 or 10uM LPI.
(C-E) Growth cone surface area and filopodia number of retinal explants after treatment with
GPRS55 agonist in the presence or the absence of the ROCK1 inhibitor, Y-27632. (F-G) Total
projection length of retinal explant treated with GPRS55 agonist LPI (1 or 10uM) in the
presence or the absence of the Y-27632. Scale bars: Sum (C); 100um (F). Values are
presented as mean = SEM. * indicates a significant change compared to the control group, #
indicates a significant change induces by CBD (300nM) or Y-27632 (20uM) in D, E and G; p

<0.0001 and p < 0.001 in B.
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Figure 6
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Figure 2.7 Pharmacological modulation of GPRS55 affects RGC turning in vitro

(A) Photomicrographs of time-lapse microscopy from DIV1 mouse retinal explant growth
cone taken at t = 0 minute and t = 60 minutes during GC turning assay experiments. Black
arrows indicate the direction of the microgradient while blue arrowheads indicate initial GC
position. Green arrowheads show the GC position following neurite attraction and red
arrowheads indicate the GC position after repulsion. (B-C) Superimposed RGC axon
trajectories over the 60-minute observation period for vehicle and LPI; no significant changes
were observed on growth cone behaviour in the presence of the vehicle while LPI increased
axon growth and turning toward the pipette tip. Black arrows indicate the direction of the
gradient. (D) Turning angle cumulative frequency curves of RGC growth cones. The turning
angle of each growth cone was plotted against the percentage of growth cones turning that
angle or less. (E) Quantification of neurite elongation and GC turning responses following
drug stimulation. (F) Representative photomicrograph of the effect of repulsion and GC
collapse created during 60-minute stimulation with 10uM LPI. Scale bars: 40um (A) and (F).
Values are presented as means + SEM; * indicates significant change compared to the vehicle

in (E); P<0.0001.
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Figure 7
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Figure 7. Pharmacological modulation of GPRS5S affects RGC turning in vitro
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Figure 2.8 GPRS55 plays an important role during retinal projection growth and target selection
in vivo

+/+

(A) Photomicrographs of retinal projections in the SC of P3 gpr55** and gpr55” mouse pups
injected, at P1, in one eye with CTb. (B) Photomicrographs of retinal projections in the DTN
of P3 gpr55™" and gpr55” mice (C) Quantification of retinal projection development in the
DTN of gpr55™" and gpr557; collateral projection length are expressed as mean + SEM. (D)
Number of collateral axon branches decreases in gprj5” compared to gpr355** mice. (E)
Images of retinogeniculate projection patterns visualized following CTb conjugated to Alexa-
555 (CTb-555; red) and CTb-488 (green) injections into left and right eyes of gpr55"" and
gpr557 adult mice. Merged images show all projections from both eyes to the dorsal lateral
geniculate nucleus, overlaying projections are shown in yellow. (F) Quantification in
apris “*and gpr55’/ " adult mice of the percentage of the dLGN receiving overlapping inputs as
mean £ SEM. (G) Photomicrographs of retinal projections in the SC of P5 hamsters injected,
at P1, in one eye with CTb and LPI or vehicle. A single injection of LPI induced aberrant
projections in the ipsilateral SC. (H) Photomicrographs of PS5 hamster retinal projections in the
DTN in the control, LPI and CBD groups. (I) Quantification of retinal projection development
in the DTN; collateral projection length are expressed as mean + SEM. (J) Number of
collateral axon branches in treated groups compared to the control group. LPI increased axon
growth and collateral branch number whereas CBD decreased these endpoints compared to the
control. Scale bars: 200um (A, B, E and G), 100um (H); n= 8§ brains per condition for P3
mice, n = 7 brains per condition for adult mice, and n = 5 brains per condition for P5 hamsters,

* indicates significant change compared to the control group in (C, D, F, I, and J); P= 0.0001.
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Figure 8
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Figure 8. GPRSS plays an important role during retinal projection growth and target

selection in vivo
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3.1 Abstract

GPRI1 and GPRY9 participate in various developmental and pathogenic processes. Both
receptors are detected in the retina and they are expressed in the axons of developing retinal
ganglion cells (RGC) in mice embryos. Analysis of specific ligand, simple and double
receptor knockout mice shows that GPR91 and GPR99 signaling have complementary roles
during RGC axon growth whereas; they have no effects on axon guidance. Selective agonists
of GPRI1 (succinate) and GPR99 (a-ketoglutarate) increasing the GC size and the filopodia
number regulate growth cone (GC) morphology. Partial decrease in these effects was observed
in neuronal cultures obtained from gpr9/ and gpr99 knockout mouse embryos. No effects
were observed in double knockout. No effects on axon guidance were observed in the
presence of these agonists. In addition, in this study, we showed that GPR91 and GPR99
activation triggers the phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2).
Furthermore, blocking ERK1/2 activity using CI-1040 completely abolished the effects of
GPROI1 and GPR99 on growth cone morphology and axon growth. These results suggest, for
the first time, an important role of GPR91 and GPR99 during the establishment of the

neurovisual system.
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3.2 Introduction

Axon guidance is a fundamental mechanism that underlies the assembly of functional neuronal
circuits in the developing and regenerating nervous system. A variety of
extracellular guidance cues such as the four canonical families of axon guidance cues: netrins,

ephrins, semaphorins, and slits lead accurately the axons during their navigation toward their
appropriate targetsm. The detection of the environment, the integration of positional signals
and the activation of downstream effectors to regulate cytoskeletal organization are all
mediated by the receptors present at the growth cone (GC) at the tip of the axon”>. GC is a

dynamic cytoskeletal vehicle, which drives the front end of a developing axon. It serves to
interpret and navigate through the complex landscape of the early nervous system. In addition,

the modulation of the neuronal growth cones is not only relevant for axonal patterning during
development. It also participates to structural plasticity of synaptic connections in adults®.

G-protein coupled receptors (GPCRs) are essential regulators of cellular physiology and

pathophysiology. Mutations or modifications of these receptors could produce aberrant

cellular signaling and diseases . Approximately 40-50% of the existing therapeutics
specifically target GPCRs actions’ '°, Moreover, a large subset of the GPCR family includes

orphan receptors that may provide a potential source of novel therapeutic targetsll. Increasing

evidences in the past decade present GPCRs as mediators of both repulsive and attractive axon

guidance in vitro and in vivo, and their ligands may serve as guidance cues for axon

pathﬁndinglz'ls. For example, the seven transmembrane domain receptors Celsr3 and Fzd3

known for regulation cell polarity are also critical for axon guidancem'22

183



In the 2004s, G-protein-receptor 91 (GPR91) and G-protein-receptor 91 (GPR99), members of

the GPCR family, were both identified as receptors respectively of the Krebs cycle
intermediates succinate and 2-oxoglutarate (oc—ketoglutarate)23. While it’s crucial role in

energy metabolism, succinate accumulation in mitochondria in low oxygen states may cause

its out diffusion into the general circulation through a number of putative membrane

transporters and its acting as a signaling molecule in peripheral tissues>*. GPR91 expression

was first reported in kidneyzs, more recently it was detected in other tissues, including in
spleen, placenta, liver, plasma in the low micrometer range, cardiac muscle, white adipose

23;25-29

tissue and retina . GPROI1 plays a critical role in the pathogenesis of diabetic neuropathy,

27-28;30

hypertension, heart stress, liver damage and normal retinal development and

proliferative ischemic retinopathy26. In the kidneys, succinate via GPR91 by succinate
increases renin secretion producing a rise in arterial blood pressur623. In rat ventricular
cardiomyocytes, succinate and its receptor are involved in cardiac hypertrophyzs. Moreover,
GPROI1 expressed in the mouse and rat retina, exerts an important role in the retinopathy of
prematurity by controlling the expression of numerous major angiogenic factors™"

GPR99, a close relative of GPR91, was originally identified as an orphan GPCR with

homology to the P2Y nucleotide receptor subfamily by searching in the human genomic
databases™”. Gpr99 mRNA was detected in human tissues by Northern blot analysis in kidney
and placenta32 and by a quantitative RT-PCR, predominantly in trachea, salivary glands,

kidney, fetal brain, and lung and highly expressed in umbilical cord blood-derived mast

ce11s33.
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In mouse tissues, gpr99 mRNA is highly expressed in kidney, testis, and smooth muscle®.
Based on its selective binding with 2-oxoglutarate (o—ketoglutarate) at a high micromolar

potency range, GPR99 was initially recognized as an oxoglutarate recept0r23. This observation
has been replicated in a B-arrestin assay34 and eventually named the oxoglutarate receptor by

the Receptor Nomenclature and Drug Classification (NC-IUPHAR) committee™-. However,

many recent studies highlight the importance of the GPR99 receptor as an additional receptor
for leukotriene 4 (LTE4). While confirming an apparent affinity for oxoglutarate in the high
micromolar range, cells transfected with the human GPR99 show binding and functional

responses to LTE4 with an affinity in the low nanomolar range. Moreover, in gpr99” mice,
vascular leakage induced by LTE4, but not by LTC4 or LTD4-induced, was prevented ¥ The

different potency and affinity values suggest further investigations on binding and signaling
mechanisms to distinguish the preferred endogenous ligands for GPR99.

Similar signaling mechanisms are shared between axon guidance and neuronal migration®”* **

* and most chemotactic factors in the immune system signal through GPCRs*"™. We,

therefore, investigated the roles for GPR91 and GPR99 in axon growth and guidance during

the development of retinal ganglions in embryonic mice models.
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3.3 Methods
All animal procedures were performed in accordance with the relevant university’s animal

care committee’s regulations and approval.

3.3.1 Reagents

Bovine serum albumin (BSA), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), ciliary neurotrophic
factor (CNTF), DNase, forskolin (FSK), Glycerol, Hoechst 33258, insulin, , ketoglutarate,
laminin, monoclonal anti-B-actin, monoclonal anti-MAP Kinase (Diphosphorylated ERK-1/2),
poly-D-lysine, progesterone, putrescine, selenium, succinate, trypsin, triitodo-thyronine and
Urea were purchased from Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada). B27, N2, Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (DPBS), fetal bovine serum (FBS), glutamine, Neurobasal media,
penicillin-streptomycin, S-MEM, sodium pyruvate, and Alexa Fluor conjugated secondary
antibodies (Alexa 488 and Alexa 555) were purchased from Life Technologies (Burlington,
ON, Canada). The normal donkey serum (NDS), goat and HRP coupled secondary antibodies
raised against rabbit IgG (H+L) and mouse IgM (p chain specific) were from Jackson
ImmunoResearch (West Grove, PA, USA). Rabbit-anti-mouse-macrophage was obtained from
Accurate Chemical (Wesbury, NY, USA). Anti-ERK1/2 and anti-GAP-43 were acquired from
EMD Millipore (Billerica, MA, USA). Anti-RhoA and anti-phosphorylated RhoA were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). Anti-PKA, anti-phosphorylated
PKA, anti-AKT and anti-phosphorylated AKT were purchased from Cell Signaling (Danvers,
MA, USA). Antibodies directed against GPR91 and GPR99 were purchased from Novus
biologicals (Oakville, ON, Canada). ERK 1/2 inhibitor (CI-1040) was obtained from Selleck

Chemicals (Houston, TX, USA). LNAC was acquired from EMD (La Jolla, CA, USA). The B
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fragment of the cholera toxin (CTb) was from List Biological Laboratories (Campbell, CA,

USA). Triton (X-100) was purchased from US Biological Life Sciences (Salem, MA, USA).
DiO (D275), Cig (3) (3,3" Dioctadecyloxacarbocyanine Perchlorate) was obtained from

Molecular probes (EugeneOR, USA).

3.3.2 Tissue preparation for immunohistochemistry

Adult mice were euthanized by an overdose of isoflurane. A transcardiac perfusion was
conducted with phosphate-buffered 0.9% saline (PBS; 0.1M, pH 7.4), followed by phosphate-
buffered 4% paraformaldehyde (PFA), until the head was fixed. The nasal part of the eyes of
mouse embryos and adult mice was marked with a suture and removed. Two small holes were
made in the cornea before a first postfixation in 4% PFA for a period of 30 minutes. The
cornea and lens were removed and the eyecups were postfixed for 30 minutes in 4% PFA. The
eyecups were then washed in PBS, cryoprotected in 30% sucrose overnight, embedded in Neg
50 tissue Embedding Media (Fisher Scientific), flash-frozen and kept at -80°C. Sections
(14um thick) were cut with a cryostat (Leica Microsystems, Concord, ON, Canada) and placed

on gelatin/chromium-coated slides.

3.3.3 Immunohistochemistry

The presence of GPR91 and GPR99 during the early development of the mouse retinas was
investigated by immunohistochemistry. Retinal sections were washed in 0.1 M PBS, postfixed
for 5 min in a 70% solution of ethanol, rinsed in 0.03% Triton X-100 in buffered saline, and
blocked in 10% NDS and 0.5% Triton X-100 in buffered saline for 1 h. The sections were then
coincubated overnight with rabbit GPR91 or GPR99 antibodies. After incubation with the

primary antibody, the sections were washed in buffered saline, blocked for 30 min, and
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incubated for 1 h with secondary antibody: Alexa donkey anti-rabbit 488. During the
embryonic development of the mouse retina, we used an antibody (Brn-3) to label the retinal
ganglion cell nuclei. After washes, the sections were mounted with a homemade PVA-Dabco

media.

3.3.4 Retinal explant culture

The retinas were isolated from mouse E14/15 embryos (Embryonic Days 14/15), dissected
into small segments in ice cold DPBS and platted on 12mm glass coverslips previously coated
with poly-D-Lysine (20pg/ml) and laminin (S5pg/ml) in 24 well plates. The explants were
cultured in Neurobasal supplemented with 100 U/ml penicillin, 100pug/ml streptomycin,
Spg/ml LNAC, 1% B27, 40ng/ml selenium, 16pg/ml putrescine, 0.04ng/ml triiodo-thyronine,
100pg/ml transferrin, 60ng/ml progesterone, 100pg/ml BSA, 1mM sodium pyruvate, 2mM
glutamine, 10ng/ml ciliary neurotrophic factor (CNTF), Sug/ml insulin, and 10uM FSK at
37°C and 5% CO2. At DIVO (Day In Vitro 0), one hour following plating), the explants were
treated for 15 hours for projection analysis or for one hour at DIV1 for growth cone analysis.
Photomicrographs were taken using an Olympus IX71 microscope (Olympus, Markham, ON,
Canada) and analyzed with Image Pro Plus 5.1 software (Media Cybernetics, Bethesda, MD,
USA). The total length of axon bundles was quantified and expressed as mean + SEM.
Statistical significance of differences between means was evaluated by analysis of variance

(ANOVA) with Bonferroni’s post hoc test (Systat Software Inc, Chicago, IL, USA).

3.3.5 Purified retinal ganglion cell culture

RGCs obtained from P7-P8 mice (Charles River) were purified and cultured according to a

protocol previously described by Barres et al. (1988). In brief, following enucleation, retinas
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were dissected and enzymatically dissociated, at 37°C for 30 min, in a papain solution (15
U/ml in DPBS) containing 1 mM l-cysteine. The retinas were then triturated sequentially, with
a 1 ml pipette, in a solution containing ovomucoid (1.5 mg/ml), DNase (0.004%), BSA (1.5
mg/ml), and rabbit antibodies directed against mouse macrophages (1:75) to yield a
suspension of single cells. The suspension was centrifuged and washed in a high concentration
ovomucoid-BSA solution (10 mg/ml for each in DPBS). The dissociated cells were
resuspended in DPBS containing BSA (0.2 mg/ml) and insulin (5 pg/ml). RGCs were purified
using the two-step panning procedure (Barres et al., 1988; Meyer-Franke et al., 1995). Briefly,
to remove macrophages, the retinal suspension was incubated at room temperature in Petri
dishes coated with affinity-purified goat anti-rabbit IgG (H+L). The nonadherent cells were
then transferred to a Petri dish that had been coated with affinity-purified goat anti-mouse IgM
(1 chain specific) followed by anti-Thy-1.2 monoclonal IgM. The adherent RGCs were first
released enzymatically by incubating them in a 0.125% trypsin solution at 37°C and 5%
CO, followed by manually pipetting an enzyme inhibitor solution (30% FBS in Neurobasal)
along the surface of the dish. Purified RGCs were plated on poly-D-lysine- (10 pg/ml) and
laminin- (5 pg/ml) coated glass coverslips (number 0 Deckglédser; Carolina Biological) in 24-
well plates. RGCs were cultured in 600 pl of serum-free medium modified from Bottenstein
and Sato (1979). Neurobasal media was supplemented with B27, selenium, putrescine, triiodo-
thyronine, transferrin, progesterone, pyruvate (1 mM), glutamine (2 mM), CNTF (10 ng/ml),
BDNF (50 ng/ml), insulin (5 pg/ml), and FSK (10 uM). RGCs were cultured at 37°C and 5%

CO,. All experiments on purified RGCs were performed 36—40 h following plating.
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3.3.6 Primary neuron culture

Primary cortical neurons were used in this study because of the large amount of neurons that
can easily be cultured and harvested for biochemical assays, which is not possible with RGCs.
Gpr91, gpr99, and gpr91/99 pregnant knockout mice and their respective WT controls were
used. E14/15 embryo brains were dissected and the superior layer of each cortex was isolated
and transferred in 2ml S-MEM at 37°C containing 2.5% trypsin and 2mg/ml DNase for 15
minutes. Pellet was transferred into 10ml S-MEM with 10% FBS and stored at 4°C. After
centrifugation, pellet was again transferred in 2ml S-MEM supplemented with 10% FBS and
triturated 3 to 4 times. The supernatant was transferred in 10ml Neurobasal medium.
Dissociated cells were counted and plated at 50,000 cells per well on 12mm glass coverslips
previously coated with poly-D-lysine (20pg/ml). Neurons were cultured for 2 days in
Neurobasal medium supplemented with 1% B-27, 100U/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin,
0.25% N2 and 0.5mM glutamine. Neurons were treated with either GPR91 agonist (100uM
succinate), a GPR99 agonist (200uM o—ketoglutarate), ERK 1/2 inhibitor (20uM CI-1040),
for 60 minutes for GC morphology or 2, 5, 10 and 15 minutes for ERK-1/2, RhoA, AKT, and

PKA protein quantification using Western Blots.

3.3.7 Growth cone behavior assay

Embryonic retinal explants were cultured on a coverglass in a borosilicate chamber (Lab-Tek;
Rochester, NY, USA) for 2 DIVs and placed in an incubator mounted on an inverted
microscope (Olympus [X71). They were kept at 37°C and 5% CO, with a Live Cell chamber
(Neve Bioscience, Camp Hill, PA, USA) throughout the whole experiment. A microgradient

was created using a Picoplus micro-injector (Harvard Apparatus, St-Laurent, QC, Canada).
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Glass micropipettes with a diameter of the tip of 2-3um were positioned at 45° and at 100um

away from the GC of interest'*'>%,

3.3.8 Immunocytochemistry

After treatments, retinal explants and primary cortical neuron cultures were washed with PBS
(pH 7.4), fixed in 4% PFA (pH 7.4) and blocked with 2% normal goat serum (NGS) and 2%
BSA in PBS containing 0.1% Tween 20 (pH 7.4) for 30 minutes at room temperature. Neurons
were then incubated overnight at 4°C in blocking solution containing anti-GAP-43 (1:1,000)
for GC morphology analysis, anti-GPR91 (1:500) or anti-GPR99 (1:500) for GPR91 or
GPR99 protein expression, MAP2 (1:500) or NFM (1:500). The following day, neurons were
washed and labeled with Alexa Fluor secondary antibodies (488 and 555) and Hoechst 33258,

and the coverslips were mounted with a homemade Dabco-PVD media™.

3.3.9 Western blot analysis

Mouse embryos or pups were sacrificed at various ages, namely: E14/15, E16/17, E18/19, P1
(Postnatal Day 1), and P3. Following deep anesthesia by hypothermia, eyes were immediately
removed for Western blot analysis. Retinas were dissected on ice, homogenized by hand in
Radio ImmunoPrecipitation Assay buffer (RIPA: 150mM NaCl, 20mM Tris, pH 8.0, 1% NP-
40, 0.1% SDS, 1mM EDTA). This buffer was supplemented with a protease inhibitor mixture
(aprotinin, leupeptin, pepstatin (Ipg/mL) and phenylmethylsulfonyl fluoride (0.2mg/mL);
Roche Applied Science, Laval, QC, Canada). Samples were then centrifuged at 13,000 rpm at
4°C for 10 minutes and supernatants were removed and stored. Protein content was equalized
using BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific, Ottawa, ON, Canada). In another set of

experiments, primary cortical neurons were cultured for 2 DIVs at a density of = 250,000
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cells/dish in 35mm poly-D-lysine coated petri dishes. Following treatment, neurons were
washed once with ice-cold PBS (pH 7.4) and then lysed with Laemmli sample buffer. Primary
antibodies were used at the following concentrations: anti-GPR91 (1:500), anti-GPR99
(1:500), anti-B-actin (1:5,000), anti-AKT (1:1,000), anti-p-AKT (1:1,000), anti-ERK1/2
(1:5,000), anti-p-ERK1/2 (1:2,000). Results were visualized using homemade Enhanced
ChemiLuminescent (ECL) Western blot detection reagents (final concentrations: 2.5mM

luminol, 0.4mM p-coumaric acid, 0.1M Tris—HCI (pH 8.5), 0.018% H,0,).

3.3.10 Lipophilic Dye Tracing and Tissue Clearing

On the appropriate day of gestation, the pregnant mouse was anesthetized then sacrificed and
the embryos were removed from the mother. The lambdoid sutures were incised and the
occipital bones removed of the E14/15 embryos to better expose the brain to the fixative (PFA,
4%) where they were placed for 1 week at 4°C until tracing with DiO.

For complete optic nerve labeling, one eye of embryonic mouse tissue was enucleated, and
crystals of DiO implanted unilaterally into the optic disk. Embryos were incubated at 37°C in
PFA 4% for 7 days. Tissue clearing was performed according to Hama et al. Briefly embryos
were incubated 2 days in Scale A2 solution (4M urea, 10% glycerol, 0.1% Triton 100x, in

water) followed by 2 days in scale B4 solution (8M urea, 0.1% Triton 100x, in water) then in
fresh Scale A2 solution until complete clearing for one week"®. Brains with the optic nerve

intact were then carefully removed, and the proximal visual system imaged by fluorescence

microscope to allow identification of subtle guidance defects at the optic chiasm.
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3.3.11 Intraocular injections

For eye-specific segregation studies in the dLGN, gpr9I” and gpr99” adult mice and their
WT littermates received an intraocular injection of CTb conjugated to Alexa-555 into the left
eye and CTb coupled to Alexa-488 into the right eye (2 pul; 0.5% in sterile saline). Four days
after the injection, the mice were anesthetized and perfused transcardially with 0.1M PBS (pH
7.4) followed by 4% PFA in PBS. The brains were removed, postfixed overnight at 4°C,
cryoprotected, frozen and kept at -80°C. The effects of the intraocular injection of the CTb
were visualized on sections washed five times (one minute each) with PBS, mounted on
gelatin-chromium alum-subbed slides, air-dried and coverslipped with Depex (EMS, Hatfield,

PA, USA).

3.3.12 Quantification Method

Photomicrographs of optic chiasm were taken with a BX71 microscope (Olympus), an
Evolution VF camera (MediaCybernetics) and Image Pro Plus 5.1 image analysis software.
For eye specific segregation quantification in the dLGN, images were collected and measured
by an observer “blind” to the experimental conditions to minimize any bias. Universal gains
and exposures were established for each label. Raw images of the dLGN were imported to
Matlab and an area of interest comprising the dLGN was cropped excluding the ventral lateral
geniculate nucleus and the intergeniculate leaflet, then the degree of left and right eye

projection overlap was quantified using an established multi-threshold method of
analysis 8890 This approach allows for a better analysis of overlapping regions independent of

the threshold. Values are expressed as the mean + SEM. Significance of differences between

means was evaluated by student t-test analysis (Systat).
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3.4 Results

3.4.1 GPRI91-GPR99 expression in the developing and adult mice retina
We used embryonic E14/15 mouse retinas to evaluate the presence of GPR91 and GPR99 and
their possible involvement during retinal projection navigation. GPR91 and GPR99 proteins

+/+

were detected in the adult gpr91** and gpr99** mouse retinas (Figure 1A-1C) but not in the
knockout retinas (Figure 1B-D). At E14/15, GPR91 and GPR99 proteins were mainly present
in the ganglion cells (GCL), but were also expressed in ganglion cell fiber layer (GCFL) and
neuroblast (NBL) layers. Specific retinal ganglion cell marker Brn-3 was used to precisely
identify in which cell type GPR91 and GPR99 proteins were expressed (Figure 11-K; 1M-R).
Knockout retinas from E14/15 mouse showed no expression of both proteins (Figure 1B, 1D,
1F, and 1H). Using western blot, GPR91 and GPR99 proteins were detected in the retina of
E14/15 mouse embryos. The same antibodies failed to detect their respective protein in retina
homogenate obtained from gpr91” and gpr99” mouse embryos (E14/15) (Figure 10-P). In
E14/15 mouse retinal explants, GPR91 (Figure 2A; 2C) and GPR99 (Figure 2K; 2M) were
present in the neurites, their growth cones (GCs) and filopodia. Explants obtained from
gpr91” embryos did not express GPR91 (Figure 2B; 2D) and explants from gpr99” embryos
did not express GPR99 (Figure 2L; 2N). In WT mice, GPR91 and GPR99 were expressed in
dendrites (Figure 2E-G; 20-Q) and axons (Figure 2H-J; 2R-T) of retinal explants. Overall,

we observed that during development, both receptors were present in the retinas of embryos

and adult mouse.
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3.4.2 Krebs cycle intermediates, succinate and o-ketoglutarate, reorganize
GC morphology and modulate axon growth

To assess the roles of GPR91 and GPR99 during retinal axon growth, retinal explants isolated
from embryonic mice were cultured for 2 DIVs, and treated with specific agonists. When
retinal explants were exposed to 100uM succinate or 200uM a-ketoglutarate for 60 minutes,
the GC surface area and the number of filopodia increased significantly compare to the control
in the WT animals. The effect of succinate on GC size and filopodia number was abolished in
gpr9l “ but not in gpr99'/ ". o-ketoglutarate effect were maintained in gpr91 " and decreased in
gpr99”. Both effects of the two agonists were abolished in the double knockout gpr91/99™
(Figure 3A-C). To investigate the effects of GPR91 and GPR99 ligands on axon growth,
retinal explants were treated for 15 hours with 100uM succinate or 200uM o-ketoglutarate
inducing an increase of the total neurite growth compare to the control in tissues obtained
from WT embryos, gpr9l " in the presence of 200 uM o-ketoglutarate or gpr99’/ " mice treated
with 100uM succinate. The effect of succinate was almost abolished in gpr91”, and the
increased outgrowth produced by o-ketoglutarate was decreased in gpr99”. Interestingly, in
the double KO (gpr91/99’/ ’), the effect produced by succinate or o-ketoglutarate was totally
abolished (Figure 3D-E). Taken together, these results indicate that Krebs cycle intermediates
succinate and o-ketoglutarate modulate GC morphology and increase retinal projection growth

in retinal explants, and that their effects are mediated by GPR91 and GPR99.
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3.4.3 GPRI91/GPR99 agonists modulate GC morphology and axon growth
via the ERK1/2 pathway

GPRO1 is coupled to at least two signaling pathways Gi/Go and Gql1, depending on

23;28;44-45

the tissue studied . Earlier reports demonstrated that succinate via GPR91 activates

the MAPK signaling pathways46'48. Despite it is well known that o-ketoglutarate activates

GPR99, its pharmacology and signalling pathways need further studies to be completely

6-49

characterized*®™*. GPR99 was initially recognized as an oxoglutarate receptor based on its

binding and activation by a-ketoglutarate via a Gq-mediated pathway?’. Previous studies
demonstrated that MAP Kinases mediate axon outgrowth, migration and guidance'>**®,
Thus, we tested whether the effects observed after the activation of both receptors GPR91 and
GPR99 are mediated via the ERK1/2 pathway. ERK1/2 phosphorylation was significantly
increased following 100uM succinate and 200uM a-ketoglutarate application (Figure 4A).
CI-1040 (10uM), a selective ERK1/2 inhibitor blocked the effects of both Krebs cycle
intermediates on the ERK phosphorylation (Figure 4B). To assess the role of the ERK 1/2
pathway in the GC morphological effect and in the axon growth mediated by GPR91 and
GPR99, retinal explants were treated with an ERK1/2-selective inhibitor, the CI-1040. CI-
1040 blocked the succinate and the o-ketoglutarate induced increases in GC surface area and
filopodia number. No significant differences were observed between the CTRL and the
CTRLA+CI conditions (Figure 4C-E). Moreover, inhibition of ERK1/2 blocked the effect of

succinate and o-ketoglutarate on total projection length. The ERK inhibitor had no significant

effect on the total projection length by itself (Figure 4F-G). Together, these data demonstrate
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the implication of the ERK1/2 pathway in the GPR91/99 modulation of GC morphology and

axon outgrowth.

3.4.4 GPRI1 and GPR99 ligands have no effect on RGC axon turning

To assess the involvement of GPR91/99 in axon pathfinding, time-lapse microscopy at DIV1
on embryonic mouse retinal explant growth cones was performed. Like the vehicle, both
micro gradient application of 100uM succinate and 200uM o-ketoglutarate, did not induce
any significant directional GC turning (Figure 5A). Interestingly, the same concentration of
succinate induced an increase in neurite growth of the retinal axon and 200uM of o-
ketoglutarate had no significant effect (Figure SB-E). These data show that GPR91/99 cannot

modulate axon steering.

3.4.5 Role of GPR91 and GPR99 in vivo

To assess the contribution of both GPR91 and GPR99 to the development of the retinal
projections in vivo, embryonic E14/15 mouse received intraocular injections of a DiO tracer.
After 7 days of tracer diffusion, surgery was performed to visualize the optic nerve; the optic
chiasm and the optic tract. Photomicrographs obtained from Olympus Microscope revealed
that single deletion of gpr9/ or gpr99 signaling had no detrimental effects on RGC axon
development. In fact, axon projection length and guidance at the optic chiasm (OC) after
genetic modifications of gpr91 or gpr99 are similar to the wildtype group (Figure 6A-C and
6E-G). In gpr91/99'/ " mouse embryos retinal axons, some fibers were not able to enter in the
OC. For some others, after crossing the chiasma, they were not able to integrate the optic tract.
Concomitant deletion of gpr91 and gpr99 induced aberrant projections before and after the

OC, suggesting a complementary role of these receptors (Figure 6D and 6H).
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To assess the involvement these receptors during the retinogeniculate development and
refinement, we examined the projections to the dLGN of adult gpr9l™", gpro9™" and their
WT littermates. Contralateral projections of gpr91~~ and gpr99~~ mice occupied the same
area than that of WT mice (Figure 6I). The contralateral and ipsilateral retinal projection
images were quantified using a multithreshold method of analysis. These data indicate a
similar overlap between contralateral and ipsilateral RGC projections in the dLGN between
gpr9l™", gpr99~" and WT mice (Figure 6J). Altogether, these observations demonstrate that
GPRI1 and GPR99 are not strongly implicated in the guidance and the process of target

selection during the development and refinement of the retinogeniculate pathway in vivo.
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3.5 Discussion

In the present study, we show that GPR91 and GPR99 are both expressed in the mouse retina
during the development. Their activation with their respective agonists, the succinate and the
a-KG, increased ERK 1/2 activity resulting in higher surface area and filopodia number of the
GC. In addition, activation of the receptors increased retinal axon growth via a mechanism
dependent of the ERK1/2. Interestingly, no effect on axon guidance was observed the
activation of these receptors. Taken together, these findings demonstrate that GPR91 and
GPR99 play an important role in axon growth but they had no effect on the guidance.

26;47-49

Recent research reported that GPR91 was localized into the RGCs and it was associated

with neovascularization in ischemic retinopathy*®. GPR91 also plays critical roles in the
pathogenesis of diabetic neuropathy, hypertension, heart stress and liver damage?”?*%3%44.
Although this receptor is expressed in RGCs, most of the previous studies show its expression
in rat or mouse retinas at the postnatal ages and no immunohistological data using the
knockout mice to prove the selectivity of the antibody were presented. In this study, we
demonstrate, for the first time, the expression of GPR91 in the retina and retinal projections
during the development of the mouse retina. In the E14/15 mouse embryos, GPRII is
expressed in axonal projections, their growth cones, and filopodia.

GPR99 is a close relative of GPRI1; originally described as a homolog to the P2Y nucleotide
receptor subfamily™?, then recognized as an oxoglutarate receptor based on its binding to the a-
KG®?*% To date, previous studies were performed using Northern blot analysis and
quantitative RT-PCR to detect GPR99 mRNA in human and mouse tissues. GPR99 mRNA is

expressed in kidney, placenta, trachea, salivary glands, fetal brain, lung and in umbilical cord

blood-derived mast cells**** for human and in kidney, testis, and smooth muscle for the
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mouse™. Here, we report, for the first time, its expression in the adult and embryonic mouse
retina using western blot and immunohistochemistry assays. Moreover, GPR99 is expressed in
the axonal projections, growth cones, and filopodia of E14/15 mouse retinal explants.

To investigate the possible role played by the Krebs cycle intermediates receptors during the
development, genetic and pharmacological modulations were performed on GPR91 and
GPR99 receptors. The Krebs cycle intermediate, the succinate, is normally present within
mitochondria and is released outside of the cells and in the blood circulation if the energy
demand of local tissues is out of balance and oxygen supply is low**". Substantial evidence
indicates that succinate and metabolic diseases such as diabetes, hypertension are closely
associated”* ™ In our study, pharmacological manipulation of GPR91 with succinate and of

GPR99 with a-KG modulated GC morphology and axon growth of RGCs.

Axon guidance, like angiogenesis share some fundamental challenges during the formation of
their extensive networks. Specialized endothelial cell (EC) at the end of each sprout, named

tip cell, is motile, invasive and dynamically extends long filopodia protrusions reminiscent of

axonal growth cones™*™

. Thus, the effects of the GPR91 on axon growth corroborate with the
results obtained by Sapieha et al where RGCs via GPR91 modulating angiogenesis in
response to increased succinate levels®®. Knowing the spatiotemporally link between
neurogenesis and angiogenesis>, the morphological similarities between endothelial tip cells
and axonal growth cones, the observed increase in the morphology of the GC and the neurite
growth could be explained by a similar mechanisms in the presence of succinate. Several other

studies showed the highly proliferative and stimulating effect of succinate via GPR91 in

different tissues. Indeed, Succinate stimulates dendritic cells®.
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Gpr91 mRNA was detected in immature dendritic cells (DC) by Rubic et al. and succinate
stimulates the migration of immature DCs cells in a concentration-dependent manner*.
Moreover, GPRI1 activation induced cell proliferation and protects cells from apoptosis
erythroleukemia®® and it mediates endothelial cell proliferation*’. Finally, GPR91 is also
expressed in hematopoietic precursor cells and multiple types of blood and immune cells**®.
When administered to platelets, succinate potentiates the activation and aggregation of
platelets in a dose-dependent manner increasing the maximum aggregation compared to

61-62

control without succinate” ~“. Together these effects on cell motility mediated by the succinate

via the GPR91 support its crucial role in the axon growth.

The increase of GC size and in axon growth of the RGC axons following stimulation with a-
KG is the first report of the implication of the GPR99 in axon growth. Previous studies on a-
KG show its critical role in four different metabolic and cellular pathways as an intermediate
in the Krebs cycle to the energy metabolism, as a precursor to the formation of glutamine for
the synthesis of amino acids, the physiological role in the cells as a first nitrogen carrier,
finally as a co-substrate for Fe (IT) / dependent dioxygenases of a-KG®®. Furthermore, a loss in
the production of o-ketoglutarate (a-KG) induces mutations in isocitrate dehydrogenases,
which catalyze the oxidative decarboxylation of isocitrate to a-KG. Mutations of IDH 1/2 are

responsible of 75% of gliomas®, ~ 20% of acute myeloid leukemia (AML)™, and several

6568 The a-KG was reported also, for his role in delaying

other tumors at different frequencies
aging and prolonging the life span of C. elegans by ~ 50%%. From these observations, this

intermediate in the Krebs cycle is now used in the kidneys, liver and solutions of organ

preservation for transplantation™. Finally, GPR99 present in the placenta was associated with
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disturbances in placental RAS activity reducing placental blood flow during pregnancy, often
with severe complications’".

Interestingly, the genetic modulation using and gpr99” mice blocked only the effect of the
succinate in the gpr91”” mouse while the observed effect of 0-KG was partially abolished in
the gpr99”” mouse. We used a double knockout mouse for gpr91 and gpr99 and the effect of
both receptors was totally blocked. These results demonstrate that succinate effect on RGC
growth was mediated only through GPR91 receptor while a-KG could activate both receptors.
The activation of GPRII in gpr99” mouse with a-KG possibly occurs because of the

precursor role of a-KG inducing the formation of succinate. Similar formation of succinate in

72-73

the presence of a-KG occurs during ischemia (anaplerotic reaction)* . In the reaction in

which a-KG is present, the reactive oxygen species (ROS) that are increased during ischemia
promote decarboxylation of a-KG, resulting in a non-enzymatic formation of succinate that
can occur both in the mitochondria and in the cytosol™. In the absence of a-KG, the substrates
that form succinate are especially amino acids glutamine and alanine. These amino acids

- : . 7276
provide one carbon skeleton for the formation of succinate

. Nevertheless, these findings
highlight the effect of succinate and o-KG by which GPR91 and GPR99, respectively,
modulate the development of RGCs.

Depending on the tissue or cell type used GPRI1 is coupled mainly to Gi/o and Gq** #*
while GPR99 signaling pathway, following its activation by a-KG, implicates Gq/G; family
mediated by phospholipase C stimulation®. In our study stimulation of both receptors, GPR91
and GPR99, results in the activation of the MAPK pathway. To characterize the mechanism by

which GPR91 modulates growth cone morphology and axon growth, we examined the
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ERK1/2 pathway. We demonstrate that succinate and a-KG increase ERK1/2 phosphorylation.
This is corroborating with an increasing number of studies of signaling pathways triggered by
GPRO1, including an activation of ERK 1/233#830:43464%:77 "1y addition, our findings illustrate
a-KG-stimulated GPR91 activates ERK1/2 at a higher concentration confirming an apparent
affinity of GPR99 for a-KG in the high micromolar range. However, recent evidence points to
GPR99 as an additional receptor for LTE4 with an affinity in the low nanomolar range®.
These results, particularly activation of ERK1/2 in axon growth, is a new downstream of
GPR99 activation with a-KG although further investigations on binding and signaling
mechanisms and independent confirmations by different research groups are necessary to
characterize all the mechanisms implicated in the downstream signaling pathways of
GPR99 ***7.

Being the only type of neuronal cells that sends axons out of the retina, RGC axons ensure the
visual and cognitive processing of information from the outside world in the brain. A
combination of intrinsic and extrinsic signals also plays an important role in driving the axon
through the visual pathway. To navigate through this landscape, the axon has a responsive
vehicle: the growth cone, which must detect and effectively translate by appropriate
mechanical response a multitude of external chemotactic cues. Guidance cues are organized in
groups, including netrins, semaphorins, slits, ephrins and some morphogens and
neurotrophins, modulate the behavior and growth of axons**"*%2. We previously demonstrated
the implication of G coupled receptors: GPR55 and the two cannabinoid receptors CB1R and
CB2R in the modulation of the mechanism of axon guidance and target selection'*'¥%.
Interestingly, neither GPR91 nor GPR99 activity at the GC modulates axon turning; GCs are

not attracted nor repelled in the presence of succinate or a-KG microgradient, while succinate
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induced significant axon extension compare to the vehicle. Based on these results, GPR91
plays a modulatory role in axon growth by increasing the axon motility but both receptors had
no effects on the behavior of the GC and axon guidance. Previous literature of succinate effect
on motility, migration and growth strengthens our findings*47:>"-58:60-61

The divergence of crossing and noncrossing axons occurs at the optic chiasm at the
developmental time of E14-16""2. To assess the role of GPR91 and GPR99 in axon guidance
within the developing visual system, we labeled retinal axons from the right eye of E14/15
wild-type, gpr9l and/or gpr99 deficient mice with the lipophilic dye, DiO. Lipophilic
carbocyanine dyes are a series of tracers, of which Dil, DiA and DiO are the most frequently
used to label both live and fixed cells®*®. At variance with other tracers, such as fluorescent
tracers which are actively transported through axons, the DiO carbocyanine lipophilic dye
diffuse passively in fixed tissue laterally within the fluid membrane as phospholipid molecules
and independently of a retrograde transport system’®’. Optic chiasm appeared relatively
normal in wildtype and mice deficient for gpr9/ or gpr99. In wild-type and single mutant, the
majority of the axons at the midline crossed to project contralaterally. Our results suggest that
in the mouse visual system, GPR91 and GPR99 proteins are not critical for retinal axon
guidance. However, subtle defects may exist but they are not detectable due to the sensitivity
of these experiments. Further detailed analysis would be needed to assess the possibility of
any quantitative axon misguidance within the developing visual system.

The wvisual projections of mice deficient for both gpr91/gpr99 developed striking
abnormalities. Significant defects in axon guidance seen in the double mutants could be
explained by the compensatory effect between the two receptors in the single mutant. The

most striking defect was the development of aberrant projections ventral to the normal optic
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chiasm. On the optic nerve side, some fibers appeared to travel ventral to the optic nerve to
join the optic chiasm while others fibers after crossing extended out of the contralateral optic
tract. The misguidance observed in the double mutants and not in the single mutants suggests
that the GPR91 and GPR99 alone do not regulate axon divergence at the developing optic
chiasm. Possibily because of their modulatory roles, these receptors act to affect divergence in
a more subtle way, however, further experiments are needed to determine any defect in a more
quantitative fashion.

During perinatal development, RGCs axons from both eyes connect with multiple target cells

in the (dALGN). These projections spread throughout the dLGN sharing common terminal
space. Eye-specific segregation occurs during postnatal development87. In the adult rodent,

RGC axons occupy distinct eye-dependent non-overlapping regions of the dLGN. In vivo, our
data show that genetic interference with the GPR91 or the GPR99 did not affects target
selection of retinal projections in the dLGN. Accordingly, in adult single mutants for gpr91 or
gpr99, we observed a similar relative eye-specific segregation of retinal projections compared
to their WT littermates. Thus, these in vivo results support previous in vitro findings that the
Krebs cycle intermediates receptors do not modulate RGC axon guidance and target selection

during the establishment of the visual pathways.

Collectively, the present study demonstrated, for the first time, the effects and the mechanisms
of GPRI1 and GPR99 during RGC axon growth following succinate and a-KG stimulation.
Using in vitro models, we demonstrate that GPR91 and GPR99 mediate axonal growth, by
activating the ERK1/2 signaling pathway. In addition, we noted no effect of both Krebs cycle

intermediates on axon guidance. The data from this study may help to elucidate the
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mechanisms of GPR91 and GPR99 and their ligands in axon growth and motility and may
prove useful to the development of more effective therapies in the central nervous system

repair and regeneration.
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3.8 Figure legends

Figure 3.1 GPR91 and GPR99 expression within the mouse retina
(A-D) Distribution of GPR91 and GPR99 protein expression in adult mouse retina (A-B):

Single-label immunofluorescence showing GPR91 protein expression in the gpr9l “* adult
mouse retina with lack of fluorescence in the gpr91’/ " (C-D) the specificity of the GPR99
antibody on the retina was tested using adult gpr99'/ " mouse. (E-H) Protein expression
distribution of GPR91 and GPR99 in E14/15 mouse embryo retinas (E-F) The specificity of
the GPR91 and (G-H) GPR99 antibodies were tested on retinal sections obtained from E14/15
gpr9l " or gpr99’/ " mice. (I-K) Double-label immunofluorescence illustrating the presence of
the GPRI1 in RGCs (Brn-3) of E14/15 mouse embryos. (L-N) GPR99 protein is expressed in
the ganglion cells in the retina of E14/15 mouse embryos. (O) Expression of GPRI1 in the
retina of gpr91” and gpr91™* mouse embryo (E14/15) and (P) expression of GPR99 in the
retina of gpr99” and gpr99** mouse embryo (E14/15). Scale bars: 75um (A-H); 25um (I-N).
NBL: Neuroblast Layer; IPL: Inner Plexiform Layer; INL: Inner Nuclear Layer; OPL: Outer
Plexiform Layer; ONL: Outer Nuclear Layer; GCL: Ganglion Cell Layer; GCFL: Ganglion

Cell Fiber Layer.
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Figure 1. GPR91 and GPR99 protein expression within the mouse retina
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Figure 3.2 GPR91 and GPR99 protein expression in retinal explants during the development
Expression of GPR91 (A-D) and GPR99 (K-N) in retinal explants, axons and growth cones

(GC) from E14/15 gpr91” and gpr99” mice and their WTs. Expression of GPR91 (E-G) and
GPR99 (0-Q) in dendrites (MAP2). Double-label immunofluorescence illustrating the
presence of GPRI1 (H-J) or GPR99 (R-T) in the axon (NFM) of RGCs. Scale bars: 100um

(A, B, K, and L); 10um (C, D, M and N); Sum (E-J and O-T).
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Figure 2

Figure 2. GPR91 and GPR99 protein expression in retinal explants during the
development
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Figure 3.3 Succinate and a-ketoglutarate modulate the GC morphology and the total neurite
outgrowth.

(A) Photomicrographs of retinal projection GCs in gpr9l”, gpr99”, gpr91/99” and WT
E14/15 mouse embryos with or without treatment with GPR91 agonist (100uM succinate) or
GPR99 agonist (200uM o-ketoglutarate). (B) Analysis of the GC surface area and (C) the GC
filopodia number following a 60-minute treatment with GPR91 and GPR99 ligands in WT and
knockout mice. (D) Photomicrographs of retinal explants cultured for 1DIV and treated for
15h with 100uM succinate or 200uM o-ketoglutarate for the same mouse genotypes cited
previously (E) Quantification of total retinal neurite growth after treatment with GPR91 or
GPR99 agonist of retinal explants obtained from gpr91”, gpro9”, gpr91/99” and WT E14/15
mouse embryos Scale bars: Sum (A); 100um (D). Values are presented as mean + SEM. *
indicates significant changes compared to control in B, C, and E; p < 0.001. # indicates a
significant change induced by the knockout of GPR91 and GPR99 receptors in B, C and E;

p <0.001.
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Figure 3.4 GPR91 or GPR99 agonists modulate GC morphology and axon growth via the
ERK1/2 pathway
(A) Expression of P-ERK-1/2, ERK-1/2 and B-actin in primary cortical neurons incubated

with one of the following: 100uM succinate or 200uM a-ketoglutarate at 37°C for 2, 5, and
15 minutes. The antibody B-actin was used to verify the equal loading in all lanes. (B) ERK
phosphorylation state following 15 minutes pre-treatment with CI-1040, an ERK1/2 inhibitor,
before the incubation with or without the GPR91 or GPR99 agonists at the same
concentrations cited previously. (C) Photomicrographs of retinal explant GCs treated with
GPRI91 or GPR99 agonist in the presence or the absence of the ERK inhibitor. (D)
Quantifications of the GC’s surface area and (E) the filopodia number. (F) Photomicrographs
of retinal explant cultures treated with succinate (100uM) and o-ketoglutarate (200uM) in the
presence or the absence of CI-1040. (G) Analysis of the retinal projection growth in the
explants treated above. Scale bars: Sum (C); 100um (F). Values are presented as mean =+
SEM. * indicates a significant change compared to the control group in D, E and G; p <
0.0001. # indicates a significant change induced by the ERK inhibitor in D, E and G; p <

0.002.
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Figure 4
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Figure 3.5 GPR91 and GPR99 ligands had no effect on RGC turning in vitro

(A) Photomicrographs of time-lapse microscopy from DIV1 mouse retinal explant growth
cone taken at t = 0 minute and t = 60 minutes during GC turning assay experiments in the
presence or not of the GPR91 and GPR99 agonists. Black arrows indicate the direction of the
microgradient while blue arrowheads indicate initial GC position. Green arrowheads show the
GC position following neurite growth. (B-D) Superimposed RGC axon trajectories over the
60-minute observation period for vehicle (CTRL) and oa-ketoglutarate (200uM); no significant
changes were observed on growth cone behaviour while succinate (100uM) increased axon
growth but not the turning toward the pipette tip. Black arrows indicate the direction of the
gradient. (E) Quantification of neurite elongation and GC turning responses following drug
stimulation. Scale bars: 40um (A). Values are presented as means = SEM; * indicates

significant changes compared to the vehicle in (E); P<0.0001.
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Figure 3.6 Role of GPR91/GPR99 in RGC guidance and target selection in vivo

(A-H) Lipophilic dye tracings of the proximal visual pathway in E14/15 mice. Crystals of
DiO were placed unilaterally in the right optic disk to create complete retinal axon fills. After
diffusion of the dye, brains were dissected out and the ventral surface imaged with a dissecting
(A-D) and a fluorescent microscope (E-H).

(A, E) The visual pathway in WT mice labeled with DiO. Looking up at the ventral surface of
the brain, anterior is to the top, posterior to the bottom. (B, F) Gpr91 . ON, optic nerve; OT,
optic tract; Ipsi, ipsilateral pathway; Contra, contralateral pathway; the red asterisk marks the
location of the normal optic chiasm. (C, G) Gpr99'/‘. (D, H) Gpr91/99'/'. The arrowhead
shows the aberrant projections prior crossing the optic chiasm and the thin arrow highlights
the fibers that have extended out of the contralateral optic tract toward the contralateral eye.
(I) Retinogeniculate projection patterns visualized following CTb conjugated to Alexa-555
(red) and CTb-488 (green) injections into left and right eyes of GPR9IR™", GPR99R ""and
WT adult mice. (J) Quantification of the percentage of the dLGN receiving overlapping
inputs. Data are presented as means = SEM. Scale bars: 100um (A and I); 50um (B-H) n= 12

brains per condition for E14/15 mice; n = 5 brains per condition for adult mice.
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CHAPITRE 4
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4.1 Discussion générale

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) représentent la plus grande superfamille de
récepteurs cellulaires. Ils contrdlent toute une gamme de fonctions physiologiques et leur
dérégulation est a ’origine de nombreuses maladies humaines. Bien qu'ils représentent,
ensemble avec les enzymes la cible pharmacologique la plus fréquente des médicaments
actuellement prescrits, un faible pourcentage des RCPGs est thérapeutiquement exploité.

Les déficiences visuelles peuvent étre d’origine congénitale (I’hypoplasie du nerf optique) ou
post-traumatique, dégénératives (dégénérescence maculaire) ou secondaires a une autre
pathologie (glaucome, diabéte,...). Actuellement, il n’y a aucune cure a ces maladies et 1’étude
des mécanismes impliqués dans 1’établissement ou la régénération des circuits neurologiques
visuels et I’identification de certaines cibles pharmacologiques constitue donc une voie
prometteuse. Ainsi, le principal objectif de cette thése de doctorat était d’identifier les rdles
des récepteurs couplés a la protéine G (GPRS55; GPR91 et GPR99) durant le guidage axonal et
la croissance des axones des cellules ganglionnaires de la rétine pendant le développement du
systéme visuel afin de voir leurs effets et essayer de comprendre les mécanismes impliqués
pour éventuellement proposer de nouvelles cibles pharmacologiques pour la régénération du
systéme visuel.

Les résultats observés suite a la recherche effectuée dans le cadre de cette thése ont permis de
constater la présence des trois récepteurs dans le systéme visuel durant le développement
embryonnaire et postnatal. Malgré qu’ils activent tous la voie d’ERK-1/2 pour moduler la
croissance axonale globale et la morphologie du cone de croissance, leurs effets sont différents
lors du guidage axonal. Ceci démontre la spécificité de chaque récépteur lié¢ a la nature de ses

ligands, des concentrations utilisées et des cellules ou des tissus étudiés.
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4.2 Expression des récepteurs GPRS5, GPR91 et GPRY9 dans la
rétine

Des ¢études antérieures ont rapporté la distribution ubiquitaire de ’ARNm de GPRS55 dans le
systéme nerveux central, avec l'ordre d'expression suivant dans les tissus de souris: (Ryberg et
coll, 2007) cortex frontal> striatum> hypothalamus> tronc cérébral> cervelet = hippocampe>
moelle épinire. Il est également exprimé dans le noyau caudé, le putamen, les neurones du
ganglion de la racine dorsale, et les cellules PC12 différencié¢es (Lauckner et coll, 2008; Obara
et coll, 2011; Sylantyev et coll, 2013 et Wu et coll., 2013). Chez le singe vervet adulte, la
localisation des protéines de GPRS5 a été signalée strictement dans la couche des
photorécepteurs de la rétine avec un marquage plus important dans les segments intérieurs
(Bouskila et coll., 2013a). Dans notre étude, la protéine GPRS5S5 est largement exprimée dans la
rétine de souris adulte. Une différence similaire dans le motif d'expression protéique du
récepteur cannabinoide deux (CB2R) a été observée entre le méme type de singe et les
rongeurs a 1’age adulte (Bouskila et coll., 2013° et Cécyre et coll., 2013). En fait, CB2R est
présent uniquement dans les cellules de Miiller et aucune expression n'a été détectée dans les
autres types cellulaires de la rétine, y compris les cellules ganglionnaires chez le singe vervet
adulte (Bouskila et coll., 2013%). Par contre, il est localisé dans les cones et batonnets des
photorécepteurs, les cellules horizontales, les cellules amacrines, les bipolaires et les cellules
ganglionnaires dans la rétine de souris adulte (Cécyre et coll., 2013). Une distribution similaire
a la souris a été observée dans la rétine de rat, avec CB2R localisé dans I'épithélium rétinien
pigmentaire, les segments internes des photorécepteurs, les cellules horizontales et amacrines,
les CGRs, et les fibres de la couche plexiforme interne (Lopez et coll., 2011). La différence

dans les patrons d’expression de la protéine GPRS5S peut étre attribuée a des différences dans
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le systeme visuel entre les rongeurs et les primates et le role physiologique joué par le
récepteur dans chaque mod¢le animal. Bien que les études signalent la présence du récepteur
dans le SNC adulte (Sawzdargo et coll., 1999; Hui-Chen et coll, 2013 pour examen) et dans la
rétine du singe vervet (Bouskila et al, 2013%), son expression dans la rétine et les projections
de la rétine de rongeurs durant le développement était inconnue. Dans cette étude, nous
démontrons que le GPRS55 est exprimé dans la rétine du hamster et de la souris en
développement, dans les projections axonales, leurs cones de croissance et leurs filopodes.

Nous avons utilisé des rétines provenant de souris embryonnaires E14/15 pour évaluer aussi la
présence des deux autres protéines G (GPR91 et GPR99) et leur implication possible pendant
la navigation de projection de la rétine. Les protéines de GPRI1 et GPR99 ont été détectés
dans la rétine des embryons de souris a I’dge embryonnaire E14/15 et dans les rétines de souris
adulte de souche sauvage. La recherche récente a révélé que GPRI1 était localisée aux cellules
ganglionnaires de la rétine (CGR) (Qi et coll., 2004; Sapieha et coll., 2008; Gnana-Prakasam
et coll., 2011 et Li et coll., 2014) et qu’il a été associé a la néovascularisation dans rétinopathie
ischémique (Sapieha et coll., 2008). En plus de la pathogenese de la neuropathie diabétique, il
joue un role critique dans I’hypertension, le stress cardiaque et les dommages du foie (Correa
et coll., 2007; Rubic et coll., 2008; Robben et coll., 2009 et Aguiar et coll., 2012). Bien que ce
récepteur soit exprimé dans les CGRs, la plupart des études antérieures montrent son
expression dans les rétines de rat ou de la souris a 1'age postnatal (P1 a 1’age adulte) et aucune
donnée immunohistologique sur les souris knockout n’a été présentée. Dans cette étude, nous
démontrons pour la premiere fois 1'expression de GPR91 dans la rétine et les projections de la

rétine au cours du développement chez un mammifere : la souris. Chez les embryons de souris
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E14/15, GPRII1 est exprimé dans les projections axonales, les cOnes de croissance et les
filopodes.

GPR99 est un proche parent du GPR91; initialement décrit comme un homologue au récepteur
nucléaire P2Y (Inbe et coll., 2004), puis il est reconnu comme un récepteur de I’oxoglutarate
en se basant sur sa liaison et son activation par le 2-oxoglutarate (a-KG) (He et coll., 2004;
Davenport et coll., 2013 et Southern et coll., 2013). A ce jour, les études antérieures ont été
effectuées en utilisant une analyse par transfert de Northern et RT-PCR quantitative pour
détecter 'ARNm de GPR99 dans les tissus humains et murins. Bien que GPR99 ARNm est
exprimé dans le rein, le placenta, la trachée, les glandes salivaires, le cerveau du feetus, les
poumons et dans les cellules du dérivées du sang du cordon ombilical (MAST) (Wittenberger
et coll., 2002 et Inbe et coll., 2004) pour 'homme et dans les reins, les testicules, et le muscle
lisse de la souris (He et coll., 2004), notre étude est la premiére a rapporter son expression
dans les neurones de la rétine de souris embryonnaires et adultes utilisant des analyses
d'immunobuvardage et I’immunohistochimie. De plus, GPR99 est exprimé dans les
projections axonales, les dendrites, les cones de croissance et les filopodes dans les explants
rétiniens de souris embryonnaires.

La présence des trois récepteurs au cours du développement dans la rétine et sur les
projections axonales et les cones de croissance et leurs filopodes nous amene a rechercher
dans leur possible roles dans la croissance, le guidage axonal lors de 1’établissement des
réseaux neuronaux au cours du développement et chez 1’adulte avec d’éventuels rdles dans la

régulation synaptique et la régénération.
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4.3 Les récepteurs GPR55, GPR91 et GPR99 modulent la
morphologie des CC et la croissance axonale globale

Dans cette étude, nous avons activé ou bloqué pharmacologiquement et génétiquement les
récepteurs étudiés pour constater les effets de leur présence ou absence ainsi que les effets de
leurs ligands, in vitro, sur la morphologie des CC et sur la croissance axonale globale des
axones des CGR. Par conséquent, les agonistes de GPRS55, LPI et O-1602, ont augmenté la
croissance des projections rétiniennes et ils ont induit des changements morphologiques des
cones de croissance se traduisant par une expansion de l'aire de leurs surfaces et une
augmentation du nombre de filopodes. D'autre part, I'antagoniste du GPRS5S5, le CBD, cause
une diminution de la croissance des projections de la rétine et induit une diminution de la taille
du cone de croissance et du nombre de filopodes aboutissant a I’effondrement du CC. Ces
données sont en accord avec des études précédentes dans lesquelles LPI active GPR55 dans
les ganglions de la racine dorsale (DRGs) (Lauckner et coll., 2008), les ostéoclastes (Whyte et
coll., 2009), les cellules lymphoblastoides (Oka et coll., 2010), la prolifération cellulaire dans
le tissu cancéreux (Andradas et coll., 2011) et dans les tranches d'hippocampe (Sylantyev et
coll., 2013). Connaissant les effets promigratoires et prolifératifs de LPI dans les lignées
cellulaires du cancer, nous nous attendons a un allongement des neurites dans les cellules
PC12 (Soga et coll., 2005; Pineiro et coll, 2011 et Hu et coll., 2011). D'apres la littérature
portant sur le LPI, la plupart des études ont montré des effets significatifs a une concentration
de LPI allant de 0,1 a 10 pM, 1 pM étant la concentration la plus utilisée (Oka et coll, 2007,
Anavi-Goffer et coll, 2012 et Rojo et coll., 2012). Les faibles concentrations telles que 1-3uM
ont ét¢ utilisées dans la plupart des études démontrant un effet de LPI sur la mobilisation de

calcium intracellulaire, la prolifération, 1'activation des canaux et la migration (Oka et coll,
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2007; Pietr et coll, 2009; Henstridge et coll, 2009 ; Whyte et coll, 2009 et Pineiro et coll,
2011). Nos résultats sont en accord avec Balenga et coll., définissant le LPI (3 uM) en tant que
molécule chimioattractive pour les microglies (Balenga et coll., 2011). Une autre étude a
montré un effet hautement migratoire du LPI (1 uM) sur la lignée métastatique MDA-MB231
des cellules de cancer du sein, qui exprime GPR55 (Monet et coll., 2009). En outre, a la méme
concentration le LPI stimule aussi 1'élongation des cellules (Ford et coll., 2010). Cependant,
des résultats de rétraction des neurites produite par le LPI via GPRS5S5 dans les cellules PC12
différenciées (Obara et coll., 2011) et une absence d'effet de LPI dans les axones de la moelle
épiniere (Guy et coll., 2015) ont été rapportés. La différence dans I’effet attribué au LPI peut
étre expliquée par la différence de concentration de 5 a 30 fois plus ¢élevée que celles utilisées
dans la présente étude par Obara et coll. En effet, a ces concentrations élevées (10 uM) et au-
dessus, le LPI pourrait également agir sur des cibles non spécifiques ou activer les voies de
signalisation alternatives telles que RhoA / ROCK1 comme indiqué dans la présente étude.
Cette hypothése pourrait expliquer les effets opposés vus entre les deux concentrations pour le
méme agoniste de GPRSS, et aider a illustrer la complexité de 1'interprétation des expériences
avec ces lipides. De plus, les niveaux de la protéine GPRS5S5 dans les cellules PC12 et dans les
neurones primaires sont différents et peuvent produire des effets distinctifs. Les cellules PC12
sont dérivées de cellules tumorales, donc de dérivées neuroendocriniennes, qui peuvent étre
tout a fait différentes de neurones primaires. (Frassetto et coll., 2006). Par conséquent, les
différences dans les effets pharmacologiques de LPI peuvent étre expliquées par différences
dans le phénotype de ces deux types de cellules. Une autre différence qui se pose entre les
CGRs et les lignées de cellules PC12 est le développement morphologique qui est controlé par

divers facteurs qui operent au cours des périodes de temps différentes (Coombs et coll., 2007)
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et peut expliquer l'effet observé avec LPI. L'absence d'effet de LPI sur 'orientation des axones
afférents nociceptifs dans la moelle épiniére en développement pourrait étre attribuée a une
différence dans les sous-types de neurones. Néanmoins, ces résultats mettent en évidence les
mécanismes distincts par lesquels GPR55 module le développement de diverses populations
neuronales. Il est important aussi de noter que la désactivation génétique du récepteur
démontre une diminution légere, mais significative par rapport aux animaux non mutés. Aussi
elle abolit les effets observés d’activation ou d’inhibition de ses ligands ce qui démontre une
activité constitutive du récepteur a 1’état basal et que GPR55 médie les effets de ses ligands
sur la croissance des CGRs au cours du développement.

Pour étudier le role possible joué par les récepteurs des intermédiaires du cycle de Krebs au
cours du développement, des modulations génétiques et pharmacologiques ont été effectuées
sur les récepteurs GPR91 et GPR99. Le succinate, intermédiaire du cycle de 1'acide citrique,
est normalement présent dans les mitochondries et peut étre libéré dans 1'extérieur des cellules
et dans la circulation sanguine si la demande en énergie des tissus locaux est déséquilibrée et
que l'apport en oxygene est faible (He et coll., 2004 et Favret et coll., 2013). Des preuves
substantielles indiquent les liens associant le succinate et les maladies métaboliques telles que
le diabete, I'hypertension artérielle (Arai et coll., 1984; He et coll., 2004 et Hebert et coll.,
2004). Dans notre étude, la manipulation pharmacologique du récepteur GPR91 avec 100 uM
de succinate et de GPR99 avec 200 uM de a-KG module la morphologie du CC et la
croissance des axones du CGR. En conséquence, les deux agonistes augmentent la croissance
des projections rétiniennes, l'aire des CC et le nombre de filopodes dans les groupes traités

comparés au controle.
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L’étude des rodles possibles des deux récepteurs GPR91 et GPR99 a été amorcée a la suite des
études sur le role important du GPR91 dans 1’angiogenese. GPR99 étant un analogue proche
de récepteur au succinate et tous deux leurs agonistes sont des intermédiaires du cycle de
Krebs, on a essay¢ d’examiner les roles possibles de ces récepteurs par analogie au role de
GPRI1 dans la formation des réseaux de vaisseaux sanguins. Le guidage axonal et
l'angiogenese rencontrent des défis fondamentaux lors de la formation de leurs réseaux
étendus. Les cellules endothéliales spécialisées (CE) a leurs extrémités possédent une pointe
mobile, invasive et qui s’étendent dynamiquement sur de longues saillies rappelant les cones
de la croissance axonale (Carmeliet et coll., 2005; Klagsbrun et coll., 2005 et Phng et coll.,
2009). Ainsi, les effets du récepteur de succinate sur la croissance des axones corroborent les
résultats obtenus par Sapieha et al ou les cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs) via
GPR91 modulant I'angiogenese, par le contrdle de facteur angiogénique VEGF, en réponse a
une augmentation de niveaux de succinate (Sapieha et coll., 2008). En fait, les récepteurs du
VEGF sont exprimés sur les neurones et leurs précurseurs (Storkebaum et coll., 2004) et
VEGF-A peut agir directement sur ces cellules pour promouvoir la prolifération et la survie
(Sun et coll., 2003) ainsi que la migration directionnelle (Zhang et coll., 2003). Connaissant le
lien spatio-temporel entre la neurogenése et I’angiogeneése (Palmer et coll., 2000), les
similitudes morphologiques entre les cellules d'extrémité de I'endothélium et des cones de
croissance axonale et le role du VEGF en tant que régulateur central du comportement des
cellules neurales et de la neurogenése (Kempermann et coll., 2004 et Erskine et coll., 2011),
I'augmentation observée de la morphologie des CC et la croissance globale des neurites
peuvent étre expliquée par un mécanisme similaire de la régulation du facteur VEGF en

présence de succinate. Les effets que nous avons observés sur la croissance par le succinate
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via GPR91 sont approuvés par plusieurs autres études ou il a été montré l'effet hautement
proliférant et stimulant du succinate via le GPR91 dans différents tissus. En effet, le succinate
stimule les cellules dendritiques (Pearce et coll., 2013). L'ARNm du GPR91 a été détecté dans
les cellules dendritiques immatures (DC) par Rubic et coll. et le succinate stimule la migration
des cellules DC immatures d’une maniére dépendante de la concentration (Rubic et coll.,
2008). Aussi, l'administration intraveineuse de succinate augmente 1’activité¢ de la rénine
plasmatique (He et coll., 2004 et Robben et coll., 2009) et le GPR91 médie la prolifération des
cellules endothéliales (Li et coll.,, 2014). Enfin, le GPRII1 est également exprimé dans les
cellules précurseurs hématopoiétiques et de multiples types de cellules sanguines (Hakak et
coll., 2009) et immunitaires (Macaulay et coll., 2007); lorsqu'il est administré a des plaquettes,
le succinate potentialise 'activation et I'agrégation des plaquettes d'une maniere dépendante de
la dose augmentant l'agrégation maximale par rapport au témoin sans succinate (Macaulay et
coll., 2007 et Hogberg et coll., 2011). Ensemble, ces fonctions du succinate médiées par
GPRO1 soutiennent le role crucial qu'il joue dans la croissance axonale.

L'augmentation de la taille du CC et dans la longueur des projections axonales des CGR apres
stimulation avec 200 pM o-KG a été le premier rapport d’un effet du a-KG via son récepteur
GPR99 sur le développement axonal chez les mammiferes. Des études antérieures sur les a-
KG montrent son rdle critique dans quatre voies métaboliques cellulaires différentes comme
intermédiaire dans le cycle de Krebs pour le métabolisme de I'énergie, en tant que précurseur
pour la formation de la glutamine pour la synthése d'acides aminés, son role physiologique
dans les cellules en tant que premier transporteur d'azote, enfin comme cosubstrat de I’enzyme
Fe (IT) / dioxygénases dépendantes de I’a-KG (Damato et coll., 2012). En outre, une perte

dans la production d'a-cétoglutarate (a-KG) induit des mutations dans 1’isocitrate
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déshydrogénases qui catalysent la décarboxylation oxydative de l'isocitrate en a-KG. Les
mutations des enzymes IDH 1/2 sont responsables de 75% des gliomes (Parsons et coll.,
2008), ~ 20% de la leucémie my¢loide aigué (LMA) (Mardis et coll., 2009), et plusieurs autres
tumeurs (Hemerly et coll., 2010; Murugan et coll., 2010; Amary et coll., 2011 et Damato et
coll., 2012). L'a-KG a été signalé également, pour son rdle dans le vieillissement et sa capacité
a prolonger la durée de vie de C. elegans par ~ 50% (Gems et coll., 2000). Cet intermédiaire
dans le cycle de Krebs est également utilisé dans les solutions de préservation d'organes pour
transplantation des reins ou du foie (St Peter et coll., 2002). Enfin, GPR99 présent dans le
placenta a été associé a des perturbations dans 1'activité placentaire réduisant le débit de sang
placentaire pendant la grossesse, souvent avec complications séveres (Nielsen et coll., 2000)

Fait intéressant, la modulation génétique, en utilisant des souris gpr9I™ et gpr99”, a bloqué
seulement 'effet du succinate chez la souris gpr91” alors que I'effet observé de a-KG chez les
animaux WT a été partiellement aboli chez les souris gpr99”". Nous avons utilisé une souris
doublement mutée pour les génes codant pour les deux récepteurs et l'effet a été totalement
bloqué. Ces résultats démontrent que 'effet sur la croissance du succinate sur les CGRs a été
médié uniquement par le récepteur GPRI1 alors 1’a-KG pourrait activer les deux récepteurs.
L'activation de GPR91 chez la souris gpr99” par 'a-KG se produit peut-étre en raison de son
role de précurseur dans la formation du succinate. Par exemple dans le cas d’ischémie, la
formation du succinate se produit en présence d'a-KG (Katsura et coll., 1996 et Fedotcheva et
coll., 2006). Les especes oxygénées réactives (ROS), qui augmentent au cours de l'ischémie
peuvent promouvoir la décarboxylation de 1’a-KG, résultant en la formation non enzymatique
du succinate qui peut se produire a la fois dans les mitochondries et le cytosol (Krebs et coll.,

1970). Ces résultats mettent en évidence l'effet du succinate et du a-KG par lequel GPRI1 et
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GPR99, respectivement, modulent la croissance des CGRs au cours du développement du
systeme neurovisuel. Ces données sont importantes pour la découverte de nouveaux substrats
et effecteurs dans les mécanismes qui régissent le développement des voies nerveuses.
Cependant elles demeurent préliminaires et d’autres recherches sont nécessaires pour mieux

¢lucider les mécanismes et les roles de chaque récepteur.

4.4 La voie de signalisation ERK-1/2 médie les effets des
récepteurs GPRS55, GPR91 et GPR99

Bien que GPRS55 puisse activer plusieurs voies de signalisation (Ryberg et coll.,, 2007
Lauckner et coll., 2008; Henstridge et coll., 2011), il apparait, a la lumiére de nos résultats de
notre étude que la stimulation de GPRS5 active la voie de la MAPK ERK-1/2. Pour
caractériser le mécanisme par lequel GPR55 module la morphologie du cone de croissance et
la croissance des axones, nous avons examiné la voie ERK-1/2. Nous démontrons qu’a 1 uM,
l'agoniste du GPRS5S5, le LPI, augmente la phosphorylation d’ERK-1/2. Ceci est en conformité
avec un nombre croissant d'études montrant que la stimulation de GPRS5S5 par le LPI active la
voie ERK-1/2 (Oka et et coll., 2007; Kapur et et coll., 2009; Pietr et et coll., 2009; Whyte et et
coll., 2009; Andradas et et coll., 2011; Pineiro et et coll., 2011). De plus, nos résultats
montrent qu'a une concentration plus élevée; cet agoniste de GPRS55 augmente l'activité
RhoA/ROCKI1 et met en évidence des voies de signalisation supplémentaires associées a
GPR55. Un consensus parmi les articles publiés sur GPRS5S5 rapporte I'implication du
cytosquelette d'actine et l'activation de RhoA (Lauckner et et coll., 2008; Kapur et et coll.,
2009; Henstridge et et coll., 2010 et Guy et coll., 2015). Cette double action de LPI sur les

voies RhoA/ ROCKI1 et ERK-1/2 est dépendante de la concentration. Les voies de
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signalisation en aval de GPRS55 restent controversées et d'autres études sont nécessaires pour

caractériser tous les mécanismes impliqués.

Selon les tissus ou le type de cellules utilis¢, GPR91 est couplé principalement a Gi/o et Gq,
(He et coll.,, 2004; Rubic et coll., 2008 et Hakak et coll., 2009); tandis que la voie de
signalisation de GPR99 suite a son activation par 1'a-KG, implique la famille Gq/G;; et une
stimulation de la phospholipase C (He et coll., 2004). Dans notre étude, la stimulation des
deux récepteurs GPR91 et GPR99 améne a l'activation de la voie MAPK ERK-1/2. Pour
caractériser le mécanisme par lequel GPR91 et GPR99 modulent la morphologie du cone de
croissance et la croissance des axones, nous avons examiné les niveaux de phosphorylation de
la forme active d’ERK-1/2. Nous démontrons que 100 pM de succinate et 200 pM d’a-KG
augmentent les niveaux de phosphorylation d’ERK-1/2 comparativement au témoin non traité.
Ceci corrobore avec un nombre croissant d'études qui démontrent une activation de la voie de
signalisation ERK-1/2 suite a la modulation de GPR91 (He et coll., 2004; Yoon et coll., 2006;
Robben et coll., 2009; Hakak et coll., 2009; Aguiar et coll., 2012; Li et coll., 2014 et Hu et
coll., 2015). De méme, nos résultats illustrent que la stimulation par I’a-KG active la voie
d’ERK1/2 confirmant une affinité¢ apparente de GPR99 pour I’a-KG (He et coll., 2004 et
Kanaoka et coll., 2013). Toutefois, des données récentes suggérent que GPR99 pourrait agir
comme un récepteur supplémentaire pour le leucotriéne E4 (LTE4) avec une affinité¢ dans
I’ordre du nanomolaire (Kanaoka et coll., 2013). Bien que d'autres enquétes sur les
mécanismes et les confirmations indépendantes de liaison et de signalisation par d’autres
groupes sont nécessaires pour caractériser tous les mécanismes impliqués dans l'aval voies de

signalisation GPR99 (Kanaoka et coll., 2013 et Li et coll., 2014), ces résultats, en particulier
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l'activation d’ERK-1/2 lors de la croissance axonale par I’a-KG, présentent une nouvelle voie

de signalisation en aval de GPR99.

4.5 Les récepteurs GPRS5, GPRI1 et GPR99 dans le guidage

axonal

Au cours de I’établissement du systeme neurovisuel, les CGRs sont les seules qui envoient des
axones de la rétine pour assurer le traitement visuel et cognitif de l'information du monde
extérieur dans le cerveau. Pour atteindre leur cible, les axones voyagent sur des distances
relativement longues guidées par l'action concertée d’une combinaison de signaux intrinseques
et extrinséques dans leur environnement complexe. Situé¢ a la pointe axonale, le CC est une
structure trés mobile capable de détecter et traduire efficacement en réponse mécanique
appropriée une multitude d'indices de chimiotactiques externes. Les signaux de guidage,
notamment les membres de la famille nétrines, sémaphorines, éphrines, Slits, des molécules
d'adhésion cellulaire, des morphogénes, et des facteurs de croissance, modulent le
comportement et la croissance des axones (Dickson et coll., 2002; Guan et coll., 2003;
Charron et coll., 2005; Plachez et coll., 2005; Rubic et coll., 2008 et Dupin et coll., 2013).
Nous avons démontré précédemment dans notre laboratoire que les récepteurs aux
cannabinoides CB1 et CB2 modulent le guidage axonal (Argaw et et coll., 2011; Duff et et
coll., 2013). Au début de mon doctorat, et encore aujourd’hui, la littérature n’est pas encore
arrivée a un consensus sur la classification de GPR55 comme un troisiéme récepteur aux
cannabinoides (CBR3). Nous avons essayé¢ d’étudier les mécanismes de modulation du
guidage axonal et la navigation des axones de la rétine suite a I’activation de GPR55. Nous

avons constaté que les CCs sont attirés par la présence de microgradients de LPI, tandis que le
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CBD induit leur effondrement et leur rétraction. Sur la base de ces résultats, nous avons
conclu que le GPRS55 joue un role modulateur dans la navigation de I'axone en modifiant la
morphologie et le comportement des CC. Ces résultats montrent un role de ce récepteur dans
le guidage axonal in vitro, et sont conformes a la littérature de l'effet de LPI sur la
signalisation, la migration et la croissance (Oka et et coll., 2007; Lauckner et coll., 2008;
Henstridge et et coll., 2009; Pietr et et coll., 2009; Whyte et et coll., 2009; Oka et et coll.,
2010; Pineiro et et coll., 2011; Sylantyev et et coll., 2013), ainsi que l'effet inverse observé
avec du CBD (Ryberg et et coll., 2007; Pertwee et et coll., 2007; Ross et et coll., 2009; Whyte
et et coll., 2009; Balenga et et coll., 2011; Kallendrusch et et coll., 2013 et Sylantyev et et
coll., 2013). Par la suite et tenant compte de 1’analogie entre 1’angiogenése et le guidage
axonal et les effets du succinate médiés par GPR91, nous avons étudié le role de ce récepteur
ainsi que celui de son homologue GPR99 dans le guidage axonal. Fait intéressant, aucun des
deux récepteurs n’était capable de moduler la navigation des axones de la rétine; les CCs ne
sont ni attirés ni repoussé en présence de microgradients de succinate ou d’a-KG. Seulement
en présence de succinate nous avons observé une augmentation significative de I’extension de
l'axone comparé au véhicule et a I’a-KG. Ainsi, GPR91 peut jouer un role modulateur dans la
croissance axonale en augmentant la motilité¢ des axones, mais les deux récepteurs n'ont aucun
effet sur le comportement des CCs et sur le guidage axonal. Ces résultats montrent, pour la
premiere fois un réle de GPR91 dans la motilit¢ axonale, et sont conformes a I’effet du
succinate stimulant la migration des cellules dendritiques immatures en fonction de la
concentration (Rubic et coll., 2008). La littérature précédente de l'effet de succinate sur la
motilité, la migration et la croissance renforce notre étude (Sun et coll., 2003; Storkebaum et

coll., 2004; Macaulay et coll., 2007; Pearce et coll., 2013 et Li et coll., 2014).
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4.6 Role du recepteur GPRSS5 dans le raffinement des projections

rétiniénnes et le choix des cibles thalamiques

Le LPI peut étre généré suite a I'action de la phospholipase A2 (PLA2) qui catalyse I'hydrolyse
d'un groupement acyle du phosphatidylinositol (PI) (Grzelczy et coll., 2013). De méme, la
PLAT peut étre également impliquée dans la formation de LPI (Yamashita et coll., 2013). En
2007, le LPI a été décrit comme l'agoniste potentiel endogéne de GPR55 (Oka et coll., 2007)
et sa présence a ét¢ identifiée dans différents types de cellules humaines comme par exemple,
les plaquettes (Billah et coll., 1982), les neutrophiles périphériques du sang (Smith et coll,
1992), et différentes lignées de cellules cancéreuses (Xiao et coll., 2000; Xiao et coll, 2001;
Xu et coll, 2001; Ford et coll, 2010; Oka et coll, 2010; Andradas et coll., 2011; Pineiro et coll,
2011 et Cantarella et coll, 2011), les cellules endothéliales (Bondarenko et coll, 2010), des
cellules animales comme les fibroblastes de souris (Hong et coll, 1981), les macrophages
(Zoeller et coll., 1987), et les cellules du cerveau de rat (Oka et coll., 2009). Les
concentrations de LPI varient d'un tissu a un autre (37,5 nM par gramme de tissu dans le
cerveau de rat, 2,5 uM dans du sérum de souris et de 1,5 uM dans des échantillons de plasma

humain (Grzelczy et coll., 2013).

Au cours du développement du systeme visuel, les axones des CGR parcourent de longues
distances pour se connecter a leurs objectifs spécifiques. Beaucoup de signaux de guidage
modulent leur navigation et leur reconnaissance de leurs cibles thalamiques; GPRS55 et ses
ligands endogénes pourraient représenter un ensemble de repéres. En effet, nos données
montrent qu’in vivo la manipulation pharmacologique de la signalisation de GPR55 affecte la
croissance et la navigation des projections de la rétine. Nous avons montré qu'une seule

injection intraoculaire de LPI conduit a I'émergence de projections RGCs ipsilatérales
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aberrantes dans le collicule supérieur (SC). En effet, l'injection de LPI augmente la
ramification ou stabilise les projections ipsilatérales qui sont déja arrivées en un premier temps
a leurs cibles empéchant ainsi leur rétraction dans le cadre du processus de raffinement. En
outre, nous présentons une augmentation de la longueur des projections rétiniennes et du
nombre d'axones dans le DTN apres un traitement avec LPI et une diminution avec le CBD.
De plus, nous avons remarqué la présence de projections de RGCs ipsilaterales aberrantes
dans le SC de souris. L'augmentation de la ramification observée chez la souris gpr355” peut
étre expliquée par une stabilisation des projections ipsilatérales qui auraient normalement
rétractées. Ainsi, nos données montrent que l'interférence génétique sur l'activité de GPRSS5
affecte profondément le développement des projections de la rétine et la sélection des cibles
thalamiques. En conséquence, le role important joué par GPR55 au cours de la croissance
axonale et le raffinement des CGRs est démontré par le manque relatif de la ségrégation
spécifique des projections rétiniennes dans les yeux de souris postnatales et adultes mutées
pour le gene codant pour le GPRS55. Nous avons interprété ceci comme un déficit dans la
ségrégation spécifique des projections rétiniennes. Chez les animaux WT, ce processus
pourrait étre influencé par l'activité endogéne de GPRS5 a la rétine et/ou directement au
niveau des terminaisons axonales (SC ou LGN). Il est possible que 1'absence de GPRS55 puisse
influencer l'activité spontanée de la rétine, qui est nécessaire a la ségrégation et le maintien des
entrées spécifiques au dLGN (Chapman et coll.,, 2000) modifiant ainsi le résultat de la
ségrégation. La carence de ségrégation spécifique des yeux peut également étre produite en
raison de l'absence de GPR55 fonctionnel directement dans le LGN. En résumé, la modulation
de l'activité de GPRS5S5 affecte fortement le développement et le guidage axonal des projections

rétiniennes. Ces observations sont en accord avec les études précédentes montrant le role de
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GPRSS5 dans la motilité, la migration, l'orientation et la polarisation des différents types de
cellules humaines telles que des cellules de cancer du sein (Ford et et coll., 2010 et Andradas

et coll., 2011) et les neurones myentériques du colon chez la souris et ’humain (Li et coll.,

2013).

Chez la souris, la décussation des axones des CGRs se produit au niveau du chiasma entre les
ages embryonnaires E14-E16 (Godement et coll., 1990 and Sretavan et coll., 1990). Pour
évaluer le role du GPR91 et GPR99 dans le guidage axonal dans le systéme visuel en
développement, nous avons marqué avec le colorant lipophile (DiO) les axones de la rétine de
I'ceil droit de souris E14/15 de type sauvage ainsi que des souris mutées pour gpr91, gpr99 ou
les deux. A la différence des traceurs fluorescents qui sont transportés activement a travers les
axones, le carbocyanine DiO est un colorant lipophile qui diffuse passivement dans le tissu
fixé et indépendamment de tout systeme de transport antérograde ou rétrograde actif (Von
Bartheld et coll., 1990 et Luo et coll., 1996). Le chiasma chez les souris mutées pour un des
récepteurs apparait relativement normal et semblable a celui observé chez le type sauvage. En
effet, la majorité des axones traversent a la ligne médiane projettent controlatéralement. Nos
résultats suggerent que, dans le systéme visuel de la souris, les protéines GPR91 et GPR99 ne
sont pas essentiels pour le croisement et le guidage des axones des CGRs au niveau du
chiasma. Toutefois, des défauts subtils peuvent exister, mais ils ne sont problement pas
détectables en raison de la sensibilité de nos expériences. Une analyse plus détaillée serait
nécessaire pour ¢évaluer de facon plus quantitative la possibilité de toute déficience, due a
I’absence de GPR91 ou GPR99, dans le guidage des axones des CGRs dans le systéme visuel

en développement.
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Fait intéressant, les projections axonales de souris déficientes pour les deux récepteurs
gpr91/99” développent des anomalies de guidage. Ces défauts pourraient étre expliqués par
l'effet compensatoire entre les deux récepteurs dans le simple mutant. Cet effet corrobore avec
nos résultats in vitro ou I'on observe une disparition complete des effets des ligands de GPR91
et GPR99 uniquement chez les souris doubles mutées. Les erreurs de guidage observées chez
les doubles mutants et non pas chez les mutants simples suggerent que GPR91 et GPR99 seuls
ne régulent pas le guidage axonal au niveau du chiasma au cours du développement chez la
souris. De plus nos résultats in vivo chez les souris adultes confirment ces résultats. En effet,
nos données montrent que la délétion de GPR91 ou de GPR99 n’affecte pas le choix des cibles
thalamiques des projections rétiniennes. Par conséquent, chez la souris adulte gpr9I” ou
gpr99”, la ségrégation ipsi et controlatérale des projections rétiniennes demeure semblable a
celle observée chez les WT. Ainsi, ces résultats in vivo soutiennent les conclusions antérieures
in vitro que les intermédiaires du cycle de Krebs récepteurs ne modulent pas le guidage des
CGRs et la sélection de la cible lors de I'établissement des voies visuelles. Possiblement en
raison de leurs roles modulateurs, ces récepteurs affectent le guidage axonal d’une manicre
plus subtile, cependant, d'autres expériences sont nécessaires pour déterminer un défaut de

fagon plus quantitative.

L'identification des médiateurs impliqués dans ces mécanismes est un outil précieux pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques visant a la régénération et la réparation du

systéme nerveux central.
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4.7 Les limitations de notre étude

Durant cette these, nous avons essayé de concevoir I’étude qui correspond le plus a nos
objectifs. Cependant, nous étions confrontés a quelques limites techniques associées a ce type

d’étude.

Lors de I’évaluation des effets des ligands des différents RCPGs, un facteur limitant
¢tait la capacité de doser les concentrations endogenes de ces ligands dans les tissus et les
cellules étudiés. L’évaluation des taux de ces agonistes endogeénes nous aurait permis de
confirmer leur présence pendant le développement. Pour évaluer indirectement leurs actions,
nous avons utilisé des animaux transgéniques pour les récepteurs étudiés et nous avons opté
pour des antagonistes hautement sélectifs de leur récepteur spécifique. Tout de méme,
I’implication possible d’autres récepteurs est probable. Des délétions locales de ces récepteurs
en utilisant des techniques de transfection avec des siRNA pour baisser 1’expression des
récepteurs serait une des expériences complémentaires a notre étude et nous permettraient

d'éviter les compensations qui peuvent étre présentes chez animaux KO.

L’¢tude du développement des axones des cellules ganglionnaires se fait a I’age
embryonnaire. Bien que nous avons démontré le role in vitro des récepteurs étudiés, I’étude in
vivo des effets de leurs ligands nécessitait des techniques de chirurgie et d’injections trés
sophistiquées dans les yeux des embryons pendant la gestation avec tous les risques de
complications et d’infections postopératoires pour les embryons et leur mere. Pour pallier ce
facteur limitant, nous avons choisi de réaliser ces expériences chez des hamsters qui naissent
avec un systeme visuel prématuré comparativement aux autres rongeurs. Malgré la similitude

au cours du développement du systeme visuel entre ces rongeurs, les différences
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morphologiques et physiologiques propres a chaque animal doivent étre tenues en

considération.

De méme, I'implication de chacun des RCPGs in vivo ainsi que les différences
morphologiques et structurales en réponse a leurs délétions ont été réalisées chez les animaux
adultes et de jeune age postnatal. Une limitation technique du traceur utilis¢ (CTB) qui ne
diffuse qu’a travers des tissus vivants n’a pas permis de marquer les voies visuelles chez les
embryons E14/15. Pour pallier cette limite de 1’étude, nous avons procédé a I’injection de
traceurs lipophiliques (par exemple : Dil et DiO) et nous développons 1’expertise nécessaire
pour la chirurgie, la visualisation et la quantification des résultats dans les différentes

structures du systéme visuel en développement chez les différentes souches testées.

Les essais biochimiques ou immunocytologiques sur les possibles voies de
signalisations des récepteurs GPR91, GPR99 et GPR55 nous ont permis d’élucider un
potentiel role de la voie ERK1/2, principalement, dans la médiation des effets observés.
D’autres études menant a explorer les autres composantes en amont ou en aval d’ERK ou a
mesurer les possibles interactions entre les divers effecteurs de la signalisation de ces
récepteurs nous permettront de mieux comprendre leur pharmacologie et de caractériser toutes

les composantes des voies de signalisations impliquées.

Enfin, une derniére limitation de cette ¢étude est son impact sur ’humain et la
détermination de la présence et des effets de ces récepteurs chez 1’humain dans les conditions
physiologiques et pathologiques. Récemment, nous avons commencé a tester les effets des
ligands de GPRS55 (LPI et CBD) sur I’activité rétinienne chez le singe vervet qui représente un

modele animal plus proche de I’humain. Aussi, nous ¢étudions actuellement les effets des
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cannabinoides sur la régénération des axones des CGRs. Ces nouvelles études vont permettre
de se rapprocher des objectifs de notre theése qui se traduisent par la présentation de nouvelles
cibles pharmacologiques ou de nouvelles substances thérapeutiques capables de remédier

certaines pathologies ou déformations accidentelles du SNC.
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Conclusion et perspectives

Pris ensemble, 1'activation des récepteurs GPRS55, GPR91 et GPR99 par leurs ligands
spécifiques engendre une modulation de la croissance, la motilité¢ des cellules ganglionnaires
de la rétine et des neurones corticaux au cours du développement. Aussi, GPR55 médie le
guidage axonal et la seléction des cibles des axones des CGRs au cours de I’étalissement des
voies visuelles. Les études actuelles soulignent 1’association de ces récepteurs avec plusieurs
pathologies, y compris celle du systéme nerveux central, d’ou I’importance des recherches qui
ont mené a la réalisation de cette these et leur contribution a ’avancement des connaissances.
En effet, nos résultats démontrent pour la premiere fois la présence de GPRS55, GPRI1 et
GPR99 dans le systéme neurovisuel et ils ont permis d'identifier le mécanisme de régulation
spécifique a chacun des trois récepteurs lors du développement du SNC. De plus, ces études
rapportent I’implication dans le raffinement et la ségrégation des projections ipsi- et
controlatérales du récepteur GPRS5. Pour les récepteurs GPR91 et GPR99 les résultats in
vitro et in vivo observés détermontrent leurs roles dans la croissance et non dans le guidage

des axones des CGRs au cours du développement du systéme visuel.

Les recherches effectué¢es sur GPR55, GPR91 et GPR99 sont parmi les premicres
¢tudes sur le role possible et I’implication des récepteurs couplés a des protéines G dans le
développement du systéme neurovisuel chez les mammiferes. Cependant plusieurs questions
demeurent et constituent des sujets pour de nouvelles études afin de mieux comprendre le role
des trois récepteurs en particulier et des récepteurs couplés a des protéines G en général dans

I’établissement des voies rétino-thalamiques.
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Par exemple, d’autres recherches sont nécessaires pour élucider la pharmacologie
énigmatique de GPRS5S5 et les variations d’effets dépendantes des concentrations de plusieurs
ligands comme LPI et I’0i-KG dans le cas du GPR99. Des mutations conditionnelles au niveau
des CGRs pour chacun des récepteurs permettront de mieux cerner leurs roles dans leur
croissance, leur développement et ainsi éviter les effets de compensation observés chez les
souris avec des mutations généralisées. Une autre perspective de recherche a notre étude serait
de déterminer 1’effet de ces récepteurs ou de leurs ligands sur d’autres structures du SNC
comme les les projections thalamocorticales et les aires corticales visuelles. L application de
ces résultats peut débuter par des études sur la régénération du nerf optique qui examinent la
capacité des ligands de ces récepteurs a régénérer des axones en premier lieu et a les guider a
leurs cibles par la suite. Aussi par la recherche si ces récepteurs et leurs ligands modulent
directement la croissance et le guidage des CCs ou suite a des interactions avec d’autres
molécules de guidage. Finalement, I’étude de I’effet des ligands et celle de I’absence des
récepteurs GPR55, GPRI1 et GPR99 sur ’activité spontanée rétinienne ou la synaptogenese
permettront de mieux ¢élucider leurs rdles et leurs mécanismes d’action dans diverses

pathologies du SNC.
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Abstract

Endocannabinoids (eCBs) are retrograde neurotransmitters that modulate the function of many
types of synapses. The presence of eCBs, their CB1 receptor (CBIR), and metabolizing
enzymes at embryonic and early postnatal periods have been linked to developmental
processes such as neuronal proliferation, differentiation, and migration, axon guidance, and
synaptogenesis. Here, we demonstrate the presence of a functional eCB system in the
developing visual system and the role of CBIR during axon growth and retinothalamic
development. Pharmacological treatment of retinal explants and primary cortical neuron
cultures with ACEA, a selective CB1R agonist, induced a collapse of the growth cone (GC).
Furthermore the application of AM251, a CBIR inverse agonist, to the neuronal cultures
increased the surface area of GC. In vivo, intraocular injection of ACEA diminished retinal
projection growth, while AM251 promoted growth and caused aberrant projections. In
addition, compared with their wild-type littermates, CB1R-deficient adult mice revealed a
lower level of eye-specific segregation of retinal projections in the dorsal lateral geniculate
nucleus. Finally, we found that pharmacolog-ical modulation of CB1R affected the trafficking
of Deleted in colorectal cancer (DCC) receptor to the plasma membrane in a PKA-dependent
manner. Moreover, pharmacological inhibition or genetic inactivation of DCC abolished the
CB1R-induced reorganization of the GC. Overall, these findings establish a mechanism by
which the CB1R influences GC behavior and nervous system development in concerted action

with DCC.
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Introduction

Marijuana is one of the most commonly abused drugs by women of reproductive age
(Ebrahim and Gfroerer, 2003; Substance Abuse and Mental Health Services Administration,
Office of Applied Studies, 2008; Hanus, 2009). This is important to consider, as there is
mounting evidence that prenatal exposure has been associated with deleterious
neurobehavioral consequences in the offspring (Jutras-Aswad et al., 2009). The underlying
mechanisms of the detrimental effects of cannabis on the developing nervous system have not
been well understood to date, but the recent insights into the constituents and the functioning
of the endocannabinoid (eCB) system have promoted possible mechanisms of action.
Anandamide and 2-arachidonoylglycerol are the main eCBs, modulating synaptic transmission
in many brain regions (Kano et al., 2009). eCB actions are primarily mediated by the CB1 and
CB2 receptors (CB1R, CB2R), but other receptor systems have also been implicated in eCB
signaling (Ryberg et al., 2007; Mackie, 2008). Recent studies implicate the eCB system in a
wide variety of developmental events, such as cell proliferation and migration, and axon
guidance during CNS development (Berghuis et al., 2005, 2007; Harkany et al., 2008; Mulder
et al., 2008; Watson et al., 2008; Keimpema et al., 2010; Wu et al., 2010). In particular, the
CBIR has been reported to regulate pyramidal cell specification, GABAergic interneuron
development, and cortical neuron growth (Berghuis et al., 2007; Mulder et al., 2008; Vitalis et
al., 2008; Keimpema et al., 2010; Wu et al., 2010). Berghuis et al. (2007) reported that CBIR
induces GC collapse by activating RhoA, an intracellular protein regulating cytoskeletal
rearrangements. Recent investigations also allocated important functions to the eCB synthesis

and degradation machinery in the control of axon growth and guidance (Keimpema et al.,
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2010). Nonetheless, the mechanisms by which eCBs influence GC reorganization during axon

guidance have remained to be elucidated.

Here, the involvement of the eCB system in the development of the visual system was
investigated. During embryogenesis, retinal ganglion cell (RGC) axons navigate through
distinct anatomical structures before reaching their targets. Axons enter the optic disc,
penetrate the optic nerve head, cross the optic chiasm, and finally connect with their thalamic
[dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN) and lateral posterior] and midbrain [superior
colliculus (SC)] targets in the appropriate hemisphere (Isenmann et al., 2003). Growth of RGC
axons is largely directed by guidance cues present in their environment, including netrin-1,
slits, and ephrins (Inatani, 2005). Their respective receptors (DCC, Robo, and Eph) located at
the growth cone (GC) transduce guidance signals to a cytoplasmic gradient of molecules,

resulting in the formation of functional retinofugal connections (Sanford et al., 2008).

We used the rodent neurovisual system and primary cortical neuron cultures (for
biochemical assays requiring a large amount of neurons) to demonstrate a mechanism by
which eCBs influence axon guidance. We found that the developing visual system expresses
the CBIR and the eCB-synthesizing and -degrading enzymes. Furthermore, pharmacological
manipulation of the CB1R affects RGC growth and retinothalamic development. Importantly,

we observed that the DCC receptor is necessary for CB1R-induced reorganization of the GC.
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Materials and Methods

All animal experiments were approved by the Comit¢é de déontologie de
I'expérimentation sur les animaux from the University of Montreal and were handled in
accordance with the recommendations provided by the Canadian Council on Animal Care.
CBIR knock-out mice were generated and genotyped as previously described (Marsicano et
al., 2002). dcc transgenic mice were obtained from Robert Weinberg (Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge, MA) and were genotyped as described previously (Fazeli et
al., 1997). All surgical procedures were performed under deep general anesthesia using either

hypothermia [pups < postnatal day 4 (P4)] or isoflurane.

Reagents

Bovine serum albumin (BSA), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), ciliary
neurotrophic factor (CNTF), dibutyryl cAMP (db-cAMP), DNase, forskolin (FSK), Hoechst
33258, insulin, KT5720, laminin, monoclonal anti-B-actin, monoclonal anti-MAP kinase
(diphosphorylated Erk-1&2), poly-D-lysine, progesterone, putrescine, pyruvate, selenium,
apo-transferrin, triiodo-thyronine, trypsin, anti-syntaxin, and anti-CB1R were purchased from
Sigma. ACEA, AM251, and 02050 were purchased from Tocris Bioscience. B27, N2,
Dulbecco's PBS (DPBS), fetal bovine serum (FBS), glutamine, Neurobasal media, penicillin—
streptomycin, S-MEM, and sodium pyruvate were purchased from Invitrogen. Papain solution
was from Worthington Biochemical, normal donkey serum (NDS) from Jackson
ImmunoResearch Laboratories, and ovomucoid from Roche Diagnostics. Rabbit anti-mouse

macrophage and mouse anti-Thy-1.2 monoclonal IgM (p chain specific) were obtained from
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Accurate Chemical. Anti-cAMP, anti-ERK, and anti-GAP-43 were from Millipore Bioscience
Research Reagents. Antibodies directed against CBIR, MGL, and FAAH were purchased
from Cayman. Anti-NAPE-PLD and DAGLa were kind gifts from Ken Mackie (Department
of Psychological and Brain Sciences, Indiana University, Bloomington, IN). Monoclonal DCC
antibodies against extracellular (DCCEX, G92-13) or intracellular (DCCIN, G97-449)
epitopes of DCC were obtained from PharMingen. aDCCfb AFS, H89, and LNAC were
purchased from EMD. Goat and HRP-coupled secondary antibodies raised against rabbit IgG
(H+L) or mouse IgM (n chain specific) were from Jackson ImmunoResearch Laboratories,
and L1 and Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies (Alexa 488 and Alexa 546) were
from Invitrogen. Avidin-biotin-peroxidase complex ABC Kit and donkey anti-goat
biotinylated secondary antibody were from Vector Labs. The B fragment of the cholera toxin

(CTb) and goat anti-CTb antibody were from List Biological Laboratories.

Retinal explant culture

Mouse embryonic day 14 (E14)-E15 embryo retinas were isolated and dissected in
small segments in DPBS and plated on 12 mm glass coverslips previously coated with poly-D-
lysine (20 pg/ml) and laminin (5 pg/ml) in 24-well plates. Explants were cultured in
Neurobasal supplemented with 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 5 pg/ml LNAC,
1% B27, 40 ng/ml selenium, 16 pg/ml putrescine, 0.04 ng/ml triiodo-thyronine, 100 pg/ml
transferrin, 60 ng/ml progesterone, 100 pg/ml BSA, sodium pyruvate (1 mM), glutamine (2
mM), CNTF (10 ng/ml), insulin (5 pg/ml), and FSK (10 uM) at 37°C and 5% CO2. Explants
were treated for 15 h at day in vitro 0 (DIVO) for projections analysis or 1 h at DIV1 for

growth cone analysis. Photomicrographs were taken using an Olympus BX51WI microscope
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(Olympus Canada) and analyzed with Image Pro Plus 5.1 software (Media Cybernetics). The
total length of axon bundles was quantified and expressed as mean + SEM. Statistical
significance of differences between means was evaluated by ANOVA with Bonferroni's post

hoc test (Systat).

Purified retinal ganglion cell culture

RGCs from P7-P8 mice (Charles River) were purified and cultured according to a
protocol previously described by Barres et al. (1988). In brief, following enucleation, retinas
were dissected and enzymatically dissociated, at 37°C for 30 min, in a papain solution (15
U/ml in DPBS) containing 1 mM I-cysteine. The retinas were then triturated sequentially, with
a 1 ml pipette, in a solution containing ovomucoid (1.5 mg/ml), DNase (0.004%), BSA (1.5
mg/ml), and rabbit antibodies directed against mouse macrophages (1:75) to yield a
suspension of single cells. The suspension was centrifuged and washed in a high concentration
ovomucoid-BSA solution (10 mg/ml for each in DPBS). The dissociated cells were
resuspended in DPBS containing BSA (0.2 mg/ml) and insulin (5 pg/ml).

RGCs were purified using the two-step panning procedure (Barres et al., 1988; Meyer-
Franke et al., 1995). Briefly, to remove macrophages, the retinal suspension was incubated at
room temperature in Petri dishes coated with affinity-purified goat anti-rabbit IgG (H+L). The
nonadherent cells were then transferred to a Petri dish that had been coated with affinity-
purified goat anti-mouse IgM (u chain specific) followed by anti-Thy-1.2 monoclonal IgM.
The adherent RGCs were first released enzymatically by incubating them in a 0.125% trypsin
solution at 37°C and 5% CO2 followed by manually pipetting an enzyme inhibitor solution

(30% FBS in Neurobasal) along the surface of the dish.
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Purified RGCs were plated on poly-D-lysine- (10 pg/ml) and laminin- (5 pg/ml) coated
glass coverslips (number 0 Deckglédser; Carolina Biological) in 24-well plates. RGCs were
cultured in 600 pl of serum-free medium modified from Bottenstein and Sato (1979).
Neurobasal media was supplemented with B27, selenium, putrescine, triiodo-thyronine,
transferrin, progesterone, pyruvate (1 mM), glutamine (2 mM), CNTF (10 ng/ml), BDNF (50
ng/ml), insulin (5 pg/ml), and FSK (10 uM). RGCs were cultured at 37°C and 5% CO2. All

experiments on purified RGCs were performed 36—40 h following plating.

Primary neuron culture

Primary cortical neurons are used in the present study because of the large amount of
cells that can easily be cultured and harvested for biochemical assays, as opposed to RGC
cultures. Staged pregnant CD1 mice were obtained from Charles River. E14-E15 embryo
brains were dissected and the superior layer of each cortex was isolated and transferred in 2 ml
of S-MEM at 37°C with 2.5% trypsin and 2 mg/ml DNase for 15 min. Pellet was transferred
into 10 ml of S-MEM with 10% FBS and stored at 4°C. Following centrifugation, pellet was
again transferred in 2 ml of S-MEM with 10% FBS and triturated three to four times.
Supernatant was transferred in 10 ml of Neurobasal medium. Dissociated cells were counted
and plated at 50,000 cells per well on 12 mm glass coverslips previously coated with poly-D-
lysine (20 pg/ml). Cells were cultured for 2 d in Neurobasal medium containing 1% B-27, 100
U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 0.25% N2, and 0.5 mM glutamine. Wells were
treated with either a CB1R agonist (50 nM ACEA) or a CBIR inverse agonist (300 nM
AM251) combined with adenylate cyclase activator (10 puM FSK) or PKA inhibitors (200 nM

KT5720 and 2 uM H89), respectively, for 60 min for GC morphology or 15 min for cAMP
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and PKA immunoreactivities. In another set of experiments, neurons were treated for 15 min
with DCC function-blocking antibody (aDCCtb; 3.5 ng/ml), followed by 1 h stimulation with

AM251, 02050, or FSK.

Growth cone turning assay

Embryonic retinal explants were cultured on a coverglass in a borosilicate chamber
(Lab-Tek) for 2 DIV and placed in an incubator mounted on an inverted microscope (Olympus
IX71). They were kept at 37°C and 5% CO2 with a Live Cell chamber (Neve Bioscience)
throughout the whole experiment. A gradient was created using a micro-injector (Picoplus,
Harvard Apparatus). The diameters of the tips of the glass microelectrodes used to eject the
pharmacological agents were <3 pum and the tip was positioned at ~45° and ~100 um away

from the GC of interest.

Immunocytochemistry

Following treatments, retinal explants, RGCs, and primary cortical neuron cultures
were washed with PBS, pH 7.4, fixed in 4% paraformaldehyde, pH 7.4, and blocked with 2%
normal goat serum (NGS) and 2% BSA in PBS containing 0.1% Tween 20, pH 7.4, for 30 min
at room temperature. Neurons were then incubated overnight at 4°C in blocking solution
containing anti-GAP-43 (1:1000) for GC morphology analysis, anti-cAMP (1:1000), anti-
CBI1R (1:1000), anti-NAPE-PLD (1:200), anti-DAGLa (1:200), anti-FAAH (1:100), anti-
MGL (1:500), anti-DCCIN (1:500), anti-NFL (1:500), and anti-B-actin (1:1000). The
following day, cells were washed and labeled with Alexa secondary antibodies (488 and 546)

and Hoechst 33258, and the coverslips were mounted with Immu-Mount (Thermo Scientific).
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Surface biotinylation

Cortical neurons from E14-E15 embryo cortices were dissociated, plated, and cultured
for 2 DIV at a density of ~2,000,000 cells per 100 mm PDL-coated tissue culture dish. Then,
cells were treated with 300 nM AM251, 300 nM 02050, 10 uM FSK, 200 nM KT5720 +
AM251, 2 uM H89 + AM251, KT5720 + FSK, or H89 + FSK for 1 h. Neurons were then
washed with ice-cold PBS containing 0.1 mM calcium chloride and 1 mM magnesium
chloride, pH 7.4, to halt protein trafficking. Surface biotinylation was performed by adding
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-biotin (Thermo Scientific), 5 ml per plate at 0.5 mg/ml in PBS at 4°C
for 30 min (Bouchard et al., 2004); this was then removed, and the reaction was quenched by
the addition of 5 ml of 10 mM ice-cold glycine in PBS at 4°C for two periods of 10 min.
Subsequently, cell cultures were washed twice with 5 ml of ice-cold PBS and lysed with RIPA
buffer. Biotinylated proteins were precipitated with streptavidin—agarose (Thermo Scientific)

and analyzed by Western blot.

Western blot analysis

Dissociated primary cortical neurons were cultured for 2 DIV at a density of ~250 000
cells/dish in 35 mm poly-D-lysine-coated Petri dishes. After treatment, cells were washed
once with pH 7.4 ice-cold PBS and then lysed with Laemmli sample buffer. Primary
antibodies were used at the following concentrations: anti-CB1R (1:1000), anti-DCCIN
(1:2000), anti-DCCEX (1:2000), anti-GAP43 (1:4000), anti-B-actin (1:5000), anti-AKT
(1:1000), anti-p-AKT (1:1000), anti-ERK1/2 (1:5000), anti-p-ERK1/2 (1:2000), anti-S6
(1:2000), and anti-p-S6 (1:2000). Results were visualized using chemiluminescence

(PerkinElmer).
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Intraocular injections

Syrian golden hamsters (Charles River) were used for studies investigating, in vivo, the
implication of the CBI1R during retinal ganglion cell projection growth during postnatal
development. These mammals are born with a premature nervous system (Clancy et al., 2001).
Twenty-four hours following birth, at P1, anesthetized hamsters received a unilateral injection
of 2 ul solution of CTb, a highly sensitive anterograde tracer, with either 0.9% saline solution,
a 300 uM concentration of the CB1R agonist ACEA, or 300 uM AM251, a CBIR inverse
agonist (supplemental Fig. 4A, available at www.jneurosci.org as supplemental material).
Briefly, under an operating microscope, a small incision was made in the eyelids to access to
the right eye. The injections were administered using a glass micropipette attached to a 10 pl
Hamilton syringe. The micropipette was carefully inserted into the vitreous at an angle to
avoid damage to the lens. Following the injection, the eyelids were closed with surgical glue
(Vetbond; 3M).

Perfusion

At PS5, 4 d postinjection, anesthetized hamsters were perfused transcardially with 0.1 M
PBS, pH 7.4, followed by 4% paraformaldehyde in PBS. The brains were removed, postfixed
overnight at 4°C, and cryoprotected by infiltration of buffered sucrose. The brains were then
frozen and kept at —80°C until further processing.

Immunohistochemistry

The presence of the eCB system during early postnatal development was investigated

by immunohistochemistry. The RGC fiber layer was labeled with syntaxin. Retinal sections

were washed in 0.1 M PBS, postfixed for 5 min in a 70% solution of ethanol, rinsed in 0.03%
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Triton X-100 in buffered saline, and blocked in 10% NDS (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) and 0.5% Triton X-100 in buffered saline for 1 h. The sections were then
coincubated overnight in rabbit anti-CB1R, rabbit anti-NAPE-PLD, goat anti-DAGLa, rabbit
anti-FAAH, or rabbit anti-MGL solution with an antibody tagged as mouse and directed
against syntaxin. After incubation with the primary antibodies, the sections were washed in
buffered saline, blocked for 30 min, and incubated for 1 h with secondary antibodies: Alexa
donkey anti-rabbit 555 for CBIR, NAPE-PLD, FAAH, or MGL, Alexa donkey anti-goat 555
for DAGLo, and Alexa donkey anti-goat or mouse 488 for cell type markers (Invitrogen).
After washes, the sections were mounted with a homemade Dabco-PVD mounting media
(Ono et al., 2001).

The effects of intraocular injection of CB1R agonist, inverse agonist, and antagonist
were visualized by immunohistochemistry according to a protocol previously described
(Argaw et al., 2008). Briefly, 40-um-thick coronal sections of tissue were incubated in 90%
methanol and 0.3% H202 in 0.1 M PBS, pH 7.4, for 20 min. They were then rinsed and
incubated in 0.1 M glycine in PBS for 30 min, followed by an overnight incubation (4°C) in
PBS containing 4% NDS, 2.5% BSA, and 1% Triton X-100. Sections were subsequently
rinsed and immersed for 48 h at room temperature in a solution containing goat anti-CTb
diluted 1:4000 in PBS with 2% NDS, 2.5% BSA, and 2% Triton X-100. Afterward, sections
were rinsed and incubated in 2% NDS and 2.5% BSA/PBS for 10 min. This was followed by a
1 h incubation in donkey anti-goat biotinylated secondary antibody diluted 1:200 in PBS with
2% NDS, 2.5% BSA, and 1% Triton X-100. Tissue was rinsed, incubated in 2% NDS and
2.5% BSA in PBS for 10 min, and subsequently processed by an avidin-biotin-peroxidase

complex ABC Kit (diluted 1:100 in PBS) for 1 h, in the dark and at room temperature.
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Sections were then rinsed and preincubated in 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) in PBS for 5 min. The peroxidase was visualized by adding 0.004% H202 to the DAB
solution for 2—4 min. Sections were finally washed five times (1 min each) with PBS, mounted
on gelatin-chrome alum-subbed slides, air dried, dehydrated in ethanol, cleared in xylenes, and

coverslipped with Depex (EMS).

Retinogeniculate projection patterns analysis

For eye-specific segregation studies in the dLGN, CB1R—/—, and CB1R+/+adult mice
were injected with the B fragment of the cholera toxin (CTb) conjugated to Alexa-546 (CTb-
546; red) into the left eye and CTb-488 (green) into the right eye (1.5-2 pl; 0.5% in sterile
saline) (supplemental Fig. 4A,D, available at www.jneurosci.org as supplemental material).
Forty-eight hours later, brain tissue was harvested and postfixed overnight in 4% PFA,
cryoprotected in 30% sucrose, and then sectioned coronally at 40 pm thickness, mounted onto
slides, and coverslipped with Immu-Mount. Images were collected and quantified by an
observer “blind” to the experimental conditions to minimize any bias. Universal gains and
exposures were established for each label. Raw images of the dLGN were imported to Matlab
and an area of interest comprising the dLGN was cropped excluding the ventral LGN and the
intergeniculate leaflet; then, the degree of left and right eye projection overlap was quantified
using an established multithreshold method of analysis (Torborg and Feller, 2004; Bjartmar et
al., 2006; Stevens et al., 2007). This approach best permits the analysis of overlapping regions
independent of the threshold. Values are expressed as the mean + SEM. Significance of

differences between means was evaluated by Student's t test analysis (Systat).
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Quantification method

Photomicrographs were taken with an inverted Olympus IX71 microscope (Olympus
Canada) and an Evolution VF camera (Media Cybernetics). Images were analyzed with Image
Pro Plus 5.1 image analysis software (Media Cybernetics). Axon branch growth was
quantified on consecutive photomicrographs of coronal slices of brain tissue comprising the
dorsal terminal nucleus (DTN). On each photomicrograph, the distance between the lateral
border of the nucleus of interest and the tips of the longest axon branches were measured
(supplemental Fig. 4B, available at www.jneurosci.org as supplemental material). To account
for differences in brain sizes, axon branch lengths were normalized with the interthalamic
distance (distance between the right and left lateral borders of the thalamus). Axon collateral
number was quantified on consecutive photomicrographs comprising the DTN using an
adaptation of the Sholl technique (supplemental Fig. 4C, available at www.jneurosci.org as
supplemental material) (Sholl, 1953). Values are expressed as the mean + SEM. Statistical
significance of differences between means was evaluated by ANOVA with Bonferroni's post
hoc test (Systat).

For cAMP immunoreactivities, all photomicrographs of GCs were taken using the
same microscope, objective lens, and exposure time to allow comparison of measurements.
Fluorescence intensity at the GC was corrected for background noise and quantified using
Image Pro Plus 5.1 software. Values are expressed as the mean = SEM. Statistical significance
of differences between means was evaluated by ANOVA with Bonferroni's post hoc test

(Systat).
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Results
The developing visual system expresses the CB1R and the eCB-

synthesizing and -degrading enzymes

To explore the involvement of the eCB system during retinal projection guidance,
E14-E15 mice retinas were dissected and cultured. We then examined the expression of the
CBIR, the eCB-synthesizing enzymes NAPE-PLD [one of the enzymes implicated in
anandamide (AEA) synthesis] and DAGLa [2-arachidonoylglycerol (2-AG)-synthesizing
enzyme], and the eCB-degrading enzymes FAAH (AEA) and MGL (2-AG). These
components of the eCB system were found to be expressed in the retinal projection axons as
indicated by the colocalization of their immunoreactivities with NFL labeling (Fig. 1A). CBIR
and FAAH were expressed in the GCs and filopodia, while NAPE-PLD, DAGLa, and MGL
were mainly restricted to the retinal projection GCs (Fig. 1A). Furthermore, the CBIR is
present in purified cultures of RGCs (Fig. 1B). Components of the eCB system were also
investigated in primary cultures of cortical neurons. CB1R, DAGLa, and MGL were localized
in cortical neuron cell bodies, neurites, and GCs (Fig. 1C; supplemental Fig. 1A, available at
www.jneurosci.org as supplemental material), and CB1R continued to be expressed for several
days in vitro as shown by Western analysis (Fig. 1D; supplemental Fig. 1B, available at
WWW.jneurosci.org as supplemental material).

To explore the implication of the eCB system during retinal axon guidance, the
spatiotemporal expression of CBIR, NAPE-PLD, DAGLa, FAAH, and MGL was investigated
in the retinal ganglion cell fiber layer (supplemental Fig. 1C, available at www.jneurosci.org
as supplemental material). During early postnatal development, these proteins are expressed in

the retina (supplemental Fig. 1C, available at www.jneurosci.org as supplemental material),
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optic chiasm, dLGN, and SC [our unpublished data and Argaw et al. (2009)]. In the retina,
CBIR and eCB-synthesizing and -degrading enzymes are expressed in retinal axons as they
localize along the RGC fibers labeled with syntaxin, an axon marker (supplemental Fig. 1C,
available at www.jneurosci.org as supplemental material). Overall, we observed that during
the first days of postnatal development, CB1R, NAPE-PLD, DAGLa, FAAH, and MGL are
expressed along the visual pathway. Together, these results indicate that the CBIR and the
eCB-synthesizing and -degrading enzyme expressions are spatially and temporally

coordinated with the development of RGCs and cortical neurons.

Pharmacological modulation of CB1R activity affects RGC GC

morphology and turning in vitro

To assess the role of eCBs during retinal axon growth and guidance, embryonic mice
retinal explants were cultured for 2 DIV, and treated with pharmacological modulators of the
CBIR pathway. AEA and 2-AG are the two most characterized eCBs. They can act as
agonists for the CBIR and the CB2R (Pertwee, 2005). Since the present study focuses on the
contribution of the CBIR in retinal axon guidance, ACEA, a highly selective synthetic CBIR
agonist, has been used for the pharmacological experiments. When primary retinal (pure
glutamatergic) and cortical (mixed population of GABAergic and glutamatergic) neuron
cultures were treated with ACEA, GC surface area and number of filopodia diminished
significantly (Fig. 2A-F). In contrast, application of AM251, a selective CBIR inverse
agonist, or 02050, a CB1R antagonist, to the cultures significantly increased GC surface and
filopodia number in RGCs and cortical neurons (Fig. 2A-F). As expected, AM251 or 02050

antagonized the effects of ACEA. Forskolin, a selective activator of adenylate cyclases,



increased retinal projection GC surface area and filopodia number (Fig. 2A-F). To test the
effects of CBIR signaling on axon growth, retinal explants were treated overnight with
ACEA, AM251, or 02050. Agonist (ACEA) treatment diminished total neurite length,
whereas the inverse agonist (AM251) and pure antagonist (02050) increased total neurite
growth (Fig. 2G, H). Here again, the effect of ACEA was blocked by AM251 or 02050.
Together, these results indicate that the CB1R modulates GC morphology and axon growth in
retinal explants.

To evaluate whether the CB1R is involved in retinal axon steering, the turning assay
was performed on embryonic mice retinal cultures. A microgradient application of ACEA
induced GC collapse and neurite retraction, while db-cAMP, a stable analog of cAMP, a
cytoplasmic messenger involved in GC steering, elicited attractive turning (Fig. 2I-L). The
vehicle did not induce a significant directional GC turning. These data are in agreement with a
recent study reporting the repulsive turning responses of GABAergic interneuron GCs

following a CB1R agonist (WIN55,212-2) stimulation (Berghuis et al., 2007).

The CB1R modulates GC morphology via the cAMP/PKA
pathway

Endocannabinoids and their CB1Rs have a diverse range of signal transduction
mechanisms. Upon activation, CB1 receptors recruit distinct second-messenger cascades
translating into numerous downstream kinase interactions including the Raf-1/ERK1/2
(Derkinderen et al., 2003) and PI3K/AKT (Sanchez et al., 2003; Ozaita et al., 2007) signaling
pathways. The implication of these signaling cascades was tested by Western blot analysis. In

addition, we also investigated the implication of the cell growth-regulating signaling pathway
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mTOR/S6K (Jaworski and Sheng, 2006; Puighermanal et al., 2009) following CBI1R
stimulation. Interestingly, in primary neuron cultures, 10 min stimulation of the CB1R did not
induce changes in ERK1/2, AKT, or S6 phosphorylation levels (Fig. 3A, B). To confirm the
validity of these observations, the experiments were repeated for a 20 min stimulation period
without any discernible activation of these pathways (supplemental Fig. 2A-D, available at
www.jneurosci.org as supplemental material). Furthermore, CBIR stimulation following KCI-
induced depolarization or insulin treatment did not result in additional changes in ERK1/2,
AKT, or S6 phosphorylation levels (supplemental Fig. 2E,F, available at www.jneurosci.org
as supplemental material). Since it is well documented that the stimulation of CBIRs and
subsequent activation of Gi/oa inhibits adenylate cyclase (Irving et al., 2008), we tested
whether the CB1R modulates the cAMP/PKA pathway during axon growth and guidance.
ACEA stimulation induced a significant decrease in cAMP levels at the GC, whereas AM251,
02050, and FSK increased them, as indicated by fluorescence intensity (Fig. 3C, D).
Furthermore, PKA phosphorylation was significantly lower following ACEA stimulation,
while the opposite was true after AM251 application as indicated by Western blot analysis
(Fig. 3E, F). To further assess the implication of the cAMP/PKA pathway, primary neuron
cultures were first treated with PKA-selective inhibitors followed by pharmacological
manipulation of the CBIR. PKA inhibition blocked AM251-induced increases in GC surface
area and filopodia number (Fig. 3G-I). ACEA reversed FSK-induced GC surface and
filopodia increases (Fig. 3G-I). These data demonstrate that CB1R activation modulates GC

morphology via the cAMP/PKA pathway.
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The DCC receptor is required for CB1R-induced reorganization

of the GC

The cAMP/PKA pathway has been suggested to influence the GC's sensitivity to
netrin-1 (Ming et al., 1997). Several studies have reported that activation of PKA increases
netrin-dependent recruitment of DCC to the plasma membrane (Bouchard et al., 2004; Moore
and Kennedy, 2006; Bouchard et al., 2008). Our results suggest that the cAMP/PKA pathway
functions as a downstream effector for eCBs during GC guidance. Since CBIR and DCC are
expressed in developing neurons, it is reasonable to investigate the potential interactions
between these two receptors. Previous reports showed that DCC is expressed in primary
cortical neurons (Bouchard et al., 2008) and retinal projection axons and GCs (Deiner et al.,
1997). Our results indicated that the CB1R and DCC are expressed in embryonic retinal
explant axons, GCs, and filopodia (Fig. 4A). We further examined whether DCC and CB1R
are expressed in transgenic mice in which CBIR (CBIR™") and DCC (DCC ™), respectively,
were functionally inactivated. Immunocytochemical and Western blot analysis clearly
indicated that DCC is expressed in CBIR™" neurons, while CBIR is present in DCC ™~
neurons (Fig. 4B-E). To determine whether CBIR activation modulates DCC trafficking to
the plasma membrane, neuron cultures were treated with AM251, 02050, or FSK. Plasma
membrane DCC was assessed by biotinylating cell surface proteins, and the relative amount of
DCC present on the neuronal surface following the treatments was visualized by Western blot
analysis (Fig. 4F). Interestingly, CB1R antagonist and inverse agonist significantly increased
the amount of DCC at the plasma membrane (Fig. 4F). FSK also augmented the presence of
DCC at the neuronal surface. To verify that CB1R-induced DCC trafficking is upstream or

downstream of PKA activation; neuronal cultures were treated with KT5720+AM251,
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H89+AM251, KT5720+FSK, or H89+FSK. As visualized by Western blot, inhibition of PKA
abolished AM251, 02050, and FSK-induced increases in DCC at the plasma membrane (Fig.
4F). To determine whether DCC is required for CBI1R-induced reorganization of GC
morphology, primary neuron cultures were exposed to DCC function-blocking antibody
(aDCCH1b) for 15 min before the addition of CB1R modulators. aDCCfb blocked AM251- and
02050-induced GC area and filopodia number increases (Fig. 4, G and H, respectively;
supplemental Fig. 3A, available at www.jneurosci.org as supplemental material). These effects
were also observed for FSK (Fig. 4G,H). The importance of DCC for eCB-mediated axon
development was further investigated in transgenic mice for DCC function (DCC ™) and their
wild-type (DCC) littermates. Pharmacological modulation of the CBIR did not induce any
significant changes in either GC surface area or filopodia number in primary neuron cultures
obtained from DCC™~ mouse embryos (Fig. 4LK; supplemental Fig. 3B, available at
www.jneurosci.org as supplemental material). In contrast, ACEA induced a decrease in GC
surface and filopodia number, while AM251, 02050, and FSK augmented these endpoints in
DCC"" neuron cultures (Fig. 4J,L; supplemental Fig. 3C, available at www.jneurosci.org as
supplemental material). Together, these results demonstrate that DCC is required for CB1R-
mediated GC reorganization during axon guidance and development. Furthermore, these
findings unravel the mechanism by which cannabinoids modulate guidance cue-regulated GC

steering (supplemental Fig. 4E, available at www.jneurosci.org as supplemental material).
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The CBI1R plays significant role during retinal year growth

projection and target selection in vivo

For Assessment to the contribution of the retinal projection eCB during system
development in vivo, hamsters received intraocular injections of CB1R modulators. Compared
with rats and mice, hamsters gestation period-have shorting. Consequently, they are born with
a relatively premature nervous system (Clancy et al., 2001). At birth (P0), RGC axons have-
nots all thalamic and midbrain reached their targets. By P3 Virtually all RGC axons-have
Reached their targets (Bhide and Frost, 1991). To take advantage of this opportunity, within
24 h following birth, hamsters received a unilateral intraocular injection of ACEA Either gold
AM251. At P5, immunohistological experiments revealed that interfering with the signaling
system eCB detrimental effects could Have we RGC axon development. Compared with the
control group, intraocular injection of ACEA has significant induced RGC axon branch
Decrease in growth in the DTN without differences in branch number (Fig. SA-C). AM251
RGC collateral increased length and branch number in the DTN (Fig. 5SA-C). In addition,
interfering with the intrinsic ocular cannabinoid signaling with AM251 induced aberrant
projections in the ipsilateral side of the SC as indicated by a robust labeling of retinal axons
(Fig. 5D).

During perinatal development, RGCs from both eyes send axons that connect to
multiple target cells in the dLGN. These projections spread throughout the dLGN sharing
common terminal space. During postnatal development, an eye-specific segregation occurs
(Godement et al., 1984). In the adult rodent, RGC axons occupy distinct eye-dependent non-
overlapping regions of the dLGN. The implication of the CBIR during retinogeniculate

development was further investigated in the dLGN in adult CB1R-deficient mice (CBlRf/ )
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and their wild-type (CBIR™) littermates. The area occupied by contralateral projections is
larger in CBIR™™ mice than in CBIR™" mice (Fig. 5E). The contralateral and ipsilateral retinal
projection images were quantified using a multithreshold method of analysis with MatLab
software. These data indicate a significant overlap between contralateral and ipsilateral RGC
projections in the dLGN of CBIR™™ mice (Fig. 5F). The segregation defects observed were
not due to an uneven labeling of RGCs in the retina as the optic nerves of both eyes were
similarly labeled following intraocular injection of anterograde tracers (supplemental Fig. 4D,

available at www.jneurosci.org as supplemental material).

Discussion

Previously, studies have reported by in situ hybridization and immunohistochemistry
the presence of the CBIR in the outer and inner plexiform, inner nuclear, and ganglion cell
layers of the retina (Buckley et al., 1998; Straiker et al., 1999; Yazulla et al., 1999; Yazulla,
2008). Our observations further these studies by showing, for the first time, the presence of the
CBIR and the eCB-synthesizing (NAPE-PLD and DAGLa) and -degrading (FAAH and
MGL) enzymes in retinal projection axons and GCs (Fig. 1A). In accordance with previous
reports, we have observed the presence of the CB1R in RGCs and cortical neurons (Fig. 1B—
D; supplemental Fig. 1B, available at www.jneurosci.org as supplemental material) (Lalonde
et al., 2006; Vitalis et al., 2008; Keimpema et al., 2010; Wu et al., 2010). Furthermore, our
findings showed that, in vivo, expression of CB1R, NAPE-PLD, DAGLa, FAAH, and MGL is
spatially and temporally synchronized with the development of RGC projections
(supplemental Fig. 1C, available at www.jneurosci.org as supplemental material). These

findings demonstrate the presence of the eCB system in the developing neurovisual system
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and strongly suggest its implication in retinal axon guidance and the establishment of
functional retinothalamic and retinocollicular pathways.

We found that pharmacological activation or blockade of the CBIR activity modulates
GC morphology of RGCs and cortical neurons (Fig. 2A-F). Accordingly, CBIR agonist
induced the collapse of the GC, while the CB1R antagonist or inverse agonist expanded its
surface area and filopodia number of these glutamatergic neurons. These data correlate with a
previous study that showed CBIR agonist (WINS55,212-2)-induced GC collapse in
GABAergic interneurons of the hippocampus (Berghuis et al., 2007). Additionally, our data
indicate that the CBIR negatively regulates retinal projection growth (Fig. 2G,H). This is in
accordance with a published study using hippocampal pyramidal neurons in which the CB1R
expression was augmented by transfection (Vitalis et al., 2008). Conversely, our data are at
odds with prior studies that reported that the CBIR positively regulates neurite development
of cortical and cerebellar neurons (Williams et al., 2003; Mulder et al., 2008). At this point,
our present understanding of the eCB system does not permit a conciliatory explanation for
these discrepant results. Additionally, our results clearly demonstrate that the CB1R activity at
the GC modulates retinal axon navigation (Fig. 2I-L). These results complement previously
reported observations where CB1R agonist treatment induced GABAergic GC collapse and
retraction (Berghuis et al., 2007). Furthermore, the presence of the CBIR and the eCB-
synthesizing (NAPE-PLD and DAGLa) and -degrading (FAAH and MGL) enzymes in retinal
axons and GCs (Fig. 1A) and the CB1R-induced retinal GC steering (Fig. 2I-L) suggest that
these neurons may use target-derived as well as cell-autonomous eCBs as directional cues for
GC steering decisions. These findings are in accordance with the rationale proposed by

Mulder et al. (2008) that eCB-controlled axonal growth in glutamatergic cells is primarily a
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cell-autonomous mechanism, while GABAergic neurons use target-derived cues for
directional navigation. The divergence in the mechanism used by glutamatergic and
GABAergic neurons could in part be explained by the cell type-dependent regulation of eCBs.
Indeed, Walker et al. (2010) reported that DAGLa expression diminishes dramatically once
the neural stem cells differentiate in GABAergic phenotype. Furthermore, the recent work by
Keimpema et al. (2010) showed the importance of the spatial and temporal expression of
MGL, whereby axonal pathfinding is regulated. Furthermore, these findings highlight the
intricate mechanism by which the eCB system modulates the development of various neuron
populations.

Previously, Berghuis et al. (2007) reported CBIR agonist-induced ERKI1/2
phosphorylation in cultured interneurons, while Ozaita et al. (2007) documented the regulation
of the PI3K/AKT by cannabinoids. Recently, Puighermanal et al. (2009) showed that, in adult,
CBIR expressed on GABAergic interneurons transiently modulated the mTOR/S6K pathway.
Despite various experimental conditions, we were unable to obtain similar results in our
cultures of primary cortical glutamatergic neurons (Fig. 3A,B; supplemental Fig. 2, available
at www.jneurosci.org as supplemental material). Intriguingly, however, our findings showed
that CBIR reorganizes GC morphology through DCC, a receptor for netrin-1. First, CB1R and
DCC are expressed at the GC, and functional deletion of DCC does not affect the expression
of CBIR as indicated by immunocytochemistry and Western blot analysis (Fig. 4A—E).
Second, CBI1R activity influences the level of DCC present at the plasma membrane.
Accordingly, blocking the constitutive CBIR activity, using the inverse agonist AM25]1,
enhanced the level of DCC at the plasma membrane in a PKA-dependent manner (Fig. 4F).

Third, the CB1R-induced GC reorganization requires the presence of a functional DCC at the
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GC (Fig. 4G-L; supplemental Fig. 3, available at www.jneurosci.org as supplemental
material). The functional implication of these findings is that the eCB system modulates axon
guidance through CBI1R by modulating GC's behavior to guidance cues present in its
microenvironment (please refer to the working model in supplemental Fig. 4E, available at
www.jneurosci.org as supplemental material). Since eCBs are lipophilic compounds and are
rapidly metabolized following their synthesis (Willoughby et al., 1997), it is very unlikely that
they establish long-range concentration gradients similar to “classical” guidance molecules
such as netrin. However, based on the results obtained in the present study, eCBs play, via
CBI1R, a modulatory role in axon guidance by modifying the response of GC toward a source
of netrin. For instance, in spite the presence of netrin-1, an attractive guidance molecule, eCBs
could induce retraction in part by downregulating the level of DCC at the plasma membrane.
Furthermore, Berghuis et al. (2007) showed that CB1R induces growth cone collapse by
activating RhoA, while Moore et al. (2008) provided evidence that RhoA inhibits DCC-
dependent axon outgrowth to netrin. Thus, we believe that the CB1R-induced GC collapsing
response observed in the present study is mediated by GTPases. Further studies are needed to
unravel these mechanisms in detail.

In vivo, our data show that pharmacological and genetic interference with the CB1R
activity profoundly affects retinal projection development and target selection. Accordingly,
pharmacological manipulation of ocular eCB signaling affects retinal projection growth and
navigation (Fig. SA-D). Furthermore, the important role played by the eCB system during
RGC axon guidance and target selection is demonstrated by the relative lack of eye-specific
segregation of retinal projections in CBI1R-deficient adult mice (Fig. SE,F). Altogether, the

present study identifies a mechanism by which the eCB system modulates retinothalamic
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development and offers a potential mechanism by which parental exposure to CB1R agonists
such as A9-tetrahydrocannabinol, the major psychoactive constituent in cannabis, affects CNS

development, with detrimental effects in the offspring.
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Figure legends

Figure.1 Expression of the eCB system in retinal projections

A, Retinal ganglion cell projections of E14—E15 mice retinal explants cultured for 1 DIV and
immunolabeled for CB1R, NAPE-PLD, DAGLo, FAAH, MGL, and NFL. B, C, A retinal
ganglion cell and a primary cortical neuron immunostained for CBIR. D, Western analysis of
CBIR expression in primary cortical neuron cultures at different DIVs. Molecular weight

markers are indicated on the right side of the panel.
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Figure.1 Expression of the eCB system in retinal projections.
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Figure.2 Pharmacological activation and blockade of the CB1R
reorganizes the morphology of the GC and modulates axonal

growth and navigation.

A, D, Photomicrographs of retinal projection GCs cultured for 1 DIV (A) and of primary
neurons cultured for 2 DIV (D) treated with a CB1R agonist (ACEA), an inverse agonist
(AM251), an antagonist (02050), or FSK. B, C, E, F, GC surface area and filopodia number
analysis following a 60 min pharmacological treatment of retinal explant (B, C) and cortical
neuron cultures (E, F). G, Photomicrographs of retinal explant cultures treated with ACEA or
AM251. H, Quantification of retinal projection growth subsequent to treatments with CB1R
agonist or inverse agonist. I, Photomicrographs of RGC projection GCs taken at t = 0 min and
60 min during GC turning assay experiments. Arrows indicate the direction of the
microgradient, while arrowheads show the neurite stimulated. I, Representative
photomicrograph of the microgradient created during drug stimulation. J, Scatter plot analysis
of GC behavior as a result of CBIR agonist, db-cAMP, or vehicle application. K, L,
Quantifications of neurite elongation and GC turning responses following drug stimulation.
Values are presented as means £+ SEM. * indicates a significant change compared with the

control group, p <0.01 (B, C, E, F, H).
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Figure.2 Pharmacological activation and blockade of the CB1R reorganizes the morphology of

the GC and modulates axonal growth and navigation.

cxxi



Figure.3 The CB1R modulates growth cone morphology through

the cAMP/PKA pathway.

A, Western blot analysis of downstream kinases previously suggested to modulate eCB action.
Molecular weight markers are indicated on the right side of the panel. B, Quantification of the
optical density for P-AKT, P-ERK1/2, and P-S6 following 10 min stimulation with ACEA or
AM251. C, Photomicrographs of cortical neuron cultures immunolabeled for cAMP following
15 min stimulation with ACEA, AM251, 02050, or FSK. D, Quantification of cAMP
fluorescence intensity at the GC. # and * indicate significant changes compared with the
control group, p < 0.05 and p < 0.0001, respectively. E, Western blot analysis of PKA
phosphorylation following 10 min stimulation with ACEA or AM251. Molecular weight
markers are indicated on the right side of the panel. F, Quantification of the optical density for
P-PKA. G, Photomicrographs of GCs treated with CB1R inverse agonist and agonist, FSK and
PKA inhibitors. H, I, GC surface area and filopodia analysis subsequent to the addition of a
CBIR inverse agonist and simultaneous inhibition of PKA or the activation of PKA and the
addition of a CBIR agonist. Values are presented as mean + SEM. * indicates a significant

change compared with the AM251 group and # with the FSK group (p < 0.0001).
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Figure.3 The CB1R modulates growth cone morphology through the cAMP/PKA pathway.
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Figure.4 DCC is necessary for CB1R induced reorganization of the

GC.

A, EI4-E15 mice RGC projections immunolabeled for DCC, CBIR, and LI1. B, C,
Immunocytochemical and Western blot analysis of DCC expression in primary retinal neuron
cultures obtained from CB1R—/— mice. D, E, Immunocytochemical and Western blot analysis
of CBIR expression in primary neuron cultures obtained from DCC™ mice. F, Total and
biotinylated proteins analyzed by Western blot with antibodies directed against either DCC, B-
actin, CB1R, or NCAM. For Western blots, molecular weight markers are indicated on the
right side of the panel. G, H, GC surface area and filopodia number analysis of cortical neuron
cultures treated with aDCCfb followed by the addition of either a CB1R inverse agonist or
antagonist (AM251 or 02050, respectively) or FSK. I-L, GC surface area and filopodia
number analysis of DCC™™ (1, K) and DCC™" (J, L) primary neuron cultures treated with
either ACEA, AM251, 02050, or FSK. Values are presented as mean £ SEM. * indicates a
significant change compared with the AM251, 02050, or FSK in G and H, and the control

group in J and L (p <0.05).
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Figure.4 DCC is necessary for CB1R induced reorganization of the GC.
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Figure.5 Pharmacological modulation of CB1R activity modulates

retinal projection development in vivo.

A, Photomicrographs of P5 retinal projections in the DTN in the control, ACEA, and AM251
groups. Lower panel shows higher magnification of retinal projections. B, C, Quantification of
retinal projection development in the DTN; axon collateral growth (B) and collateral branch
number (C) of treated groups compared with the control group. D, Photomicrographs of
retinal projections in the SC in the control and AM251-treated groups. E, Retinogeniculate
projection patterns visualized following CTb conjugated to Alexa-546 (CTb-546; red) and
CTb-488 (green) injections into left and right eyes of CBIR”™ and CBIR"" adult mice. F,
Quantification of the percentage of the dLGN receiving overlapping inputs in CBIR™™ and
CBIR™" adult mice. Data are presented as means + SEM. * indicates a significant change

compared with the control group in C (p < 0.05) and the CB1R+/+ group in F (p < 0.005).
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Summary

Navigation of retinal projections towards their targets is regulated by guidance
molecules and growth cone transduction mechanisms. Here, we present in vitro and in vivo
evidences that the cannabinoid receptor 2 (CB2R) is expressed along the retino-thalamic
pathway and exerts a modulatory action on axon guidance. These effects are specific to CB2R
since no changes were observed in mice where the gene coding for this receptor was altered
(cnr2™). The CB2R induced morphological changes observed at the growth cone are PKA
dependent and require the presence of the netrin-1 receptor, Deleted in Colorectal Cancer.
Interfering with endogenous CB2R signalling using pharmacological agents increased retinal
axon length and induced aberrant projections. Additionally, cnr2”” mice showed abnormal eye-
specific segregation of retinal projections in the dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN)
indicating CB2R’s implication in retinothalamic development. Overall, this study
demonstrates that the contribution of endocannabinoids to brain development is not solely

mediated by CBI1R, but also involves CB2R.
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Introduction

The endogenous cannabinoid system comprises the endocannabinoids (eCBs), the enzymes
involved in their synthesis and degradation, and their receptors [1]. Type 1 (CB;R) and type 2
(CBR) are the principal receptors characterized so far [2]. CB,R was first observed in
peripheral and immune tissues [3] and there are increasing evidences that it is also expressed
in neurons. For example, CB,Rs are found in mouse cerebellum[4] as well as in rat dorsal root
ganglia neurons and neuronal progenitors [5], [6]. The presence of CB,R was also reported in
brainstem, cerebellar and hippocampal pyramidal neurons of adult mammals [7], [8].
Moreover, this receptor [9] and its mRNA [10] have also been reported in the adult rat retina.

There is no evidence as yet of its expression in the developing neurovisual system.

In 2000, Fernandez-Ruiz et al proposed that the eCB system is involved in numerous
processes regulating the development of the Central Nervous System (CNS)[11]. eCBs,
through CB;R, modulate pyramidal cell progenitor proliferation and immature pyramidal cell
migration. Furthermore, CB R deletion causes deficits in pyramidal cell fasciculation [12].
Deficiencies in fasciculation and axonal growth have also been reported following
pharmacological activation of CB;R in chick, and gene knockdown in zebrafish [13]. Its role
in axon guidance has been shown in GABAergic interneurons, where its activation induced
growth cone collapse resulting in chemorepulsion [14]. Recently, we demonstrated that CB;R
modulates retinal projection axon guidance and development [15]. Although the implication of
CB:R in proliferation, differentiation and survival of neuronal cells is well documented [16]—
[18], no emphasis has been put on its putative role on axon guidance during CNS

development. Because eCB levels fluctuate in the brain during development [19]and since the
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presence of CB;R has been reported in the developing CNS, it is plausible to speculate that

eCBs, via CB;R, affect axonal navigation.

During the development of the visual system, Retinal Ganglion Cell (RGC) axons navigate
from the retina to their thalamic and midbrain targets. In rodents, they steer towards the optic
chiasm where the majority of axons decussate to reach the contralateral side while a small
contingent remains ipsilaterally. When axons reach their main targets, namely the dLGN and

the superior colliculus (SC), they form synaptic connections [20].

Our study indicates that the pharmacological and genetic manipulations of CB;R activity
affect RGC growth and retinothalamic development. Importantly and similar to CB|R, CB;R-
induced reorganization of the growth cone implicates the cAMP/PKA pathway and the DCC
receptor. The present study is the first demonstration that CB,R is expressed in the

developping visual system and that it plays a role in axon guidance and brain wiring.

Materials and Methods

Protocols for animal experimentation were approved by the Comité de déontologie de
[’expérimentation sur les animaux of the University of Montreal (Permit numbers: 12-071,
12—-080, and 12—-081) and handled in accordance to the Canadian Council on Animal Care

recommendations.
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Reagents

Antibody raised against GAPDH, Bovine serum albumin (BSA), ciliary neurotrophic factor
(CNTF), dibutyryl cAMP (db-cAMP), DNase, dextran-FITC, forskolin (FSK), Hoechst 33258,
insulin, KT5720, laminin, rabbit polyclonal anti-CB1R, monoclonal anti-f-actin, monoclonal
anti-MAP Kinase (Diphosphorylated Erk-1&2), poly-D-lysine, progesterone, putrescine,
selenium, apo-transferrin, tritodo-thyronine, and trypsin were purchased from Sigma
(Oakville, ON). Rabbit anti-mouse macrophage and mouse anti-Thy-1.2 monoclonal IgM (p
chain specific) were obtained from Accurate Chemical (Westbury, NY). B27, Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline (DPBS), Fetal Bovine Serum (FBS), glutamine, N2, neurobasal
media, penicillin-streptomycin, S-MEM and sodium pyruvate were bought from Invitrogen
Canada (Burlington, ON). Antibodies directed against NCAM, neurofilament-L, p-AKT
(serd73), AKT, p-S6 (ser235/236), S6, p-PKA C (thr197), and PKA C-a were from Cell
Signaling Tech (Beverly, MA). Normal donkey serum (NDS) and normal goat serum (NGS)
were purchased from Jackson Immuno (West Grove, PA). Shandon ImmuMount was bought
from Thermo Scientific (Pittsburgh, PA). AM630, JTE907, JWHO015, and JWH133 were
acquired from Tocris Bioscience (Ellisville, MI). Primary antibodies raised against Brn3a,
GAP-43, p-ERK1/2, ERK1/2, and cAMP were from Chemicon International (Temecula, CA).
Monoclonal DCC antibodies against extracellular (DCCgx, G92-13) or intracellular (DCCpy,
G97-449) epitopes of DCC were obtained from PharMingen (Mississauga, ON, Canada).
Anti-DCCpp AFS, H89, LNAC, LY294002 and rapamycin were purchased from EMD (La
Jolla, CA). Primary antibody against L1 and alexa fluor conjugated secondary antibodies

(Alexa-488 and Alexa-546) were obtained from Invitrogen. Avidin-biotin-peroxidase complex
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ABC Kit, 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)-Nickel, and donkey anti-goat
biotinylated secondary antibody were from Vector Labs (Burlingame, CA). The B fragment of
the cholera toxin (CTb) and goat anti-CTb were from List Biological Laboratories (Campbell,
CA). Rabbit polyclonal anti-CB;R, its blocking peptide (human CB;R amino acid sequence
20-33 (NPMKDYMILSGPQK)), and rabbit polyclonal anti-MGL were purchased from
Cayman (Ann Arbor, Michigan). Goat polyclonal anti-CB,R was obtained from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). The monoclonal anti-Netrin 1 (MAB1109) was purchased
from R&D Systems (Minneapolis, MN) and the polyclonal anti-Netrin 1 (PN2) was kindly
provided by Pr. Timothy Kennedy (Montreal Neurological Institute, Montreal, QC). Anti-
NAPE-PLD and anti-DAGLa were kind gifts from Ken Mackie (Department of Psychological

& Brain Sciences, Indiana University, Bloomington, IN).

Purified Retinal Ganglion Cell Culture

Retinal ganglion cells (RGC) from P7-P8 mice (Charles River, St-Constant, QC) were purified
and cultured according to a protocol previously described by Barres et al. [21]. In brief,
following enucleation, retinas were dissected and enzymatically dissociated, at 37°C for 30
min, in a papain solution (15 U/ml in DPBS) containing 1 mM L-cysteine. The retinas were
then triturated sequentially, with a 1 ml pipette, in a solution containing ovomucoid (1.5
mg/ml), DNase (0.004%), BSA (1.5 mg/ml) and rabbit antibodies directed against mouse-
macrophage (1:75) to yield a suspension of single cells. The suspension was then centrifuged
and washed in a high concentration ovomucoid-BSA solution (10 mg/ml for each in DPBS).

The dissociated cells were resuspended in DPBS containing BSA (0.2 mg/ml) and insulin (5

pug/ml).
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RGCs were purified using the two-step panning procedure [21], [22]. Briefly, to remove
macrophages, the retinal suspension was incubated at room temperature in petri dishes coated
with affinity-purified goat anti-rabbit IgG (H+L). The nonadherent cells were then transferred
to a petri dish that had been coated with affinity purified goat anti-mouse IgM (p chain
specific) followed by anti-Thy-1.2 monoclonal IgM. The adherent RGCs were first released
enzymatically by incubating them in a 0.125% trypsin solution at 37°C and 5% CO, followed
by manually pipetting an enzyme inhibitor solution (30% FBS in Neurobasal) along the

surface of the dish.

Purified RGCs were plated on poly-D-lysine (10 pg/ml) and laminin (5 pg/ml) coated glass
coverslips (number 0 Deckgldser; Carolina Biological, Burlington, NC) in 24-well plates.
RGCs were cultured in 600 pl of serum-free medium modified from Bottenstein and Sato [23].
Neurobasal media was supplemented with B27, selenium, putrescine, triiodo-thyronine,
transferrin, progesterone, pyruvate (1 mM), glutamine (2 mM), ciliary neurotrophic factor
(CNTF; 10 ng/ml), brain-derived neurotrophic factor (BDNF; 50 ng/ml), insulin (5 pg/ml),

and FSK (10 uM). RGCs were cultured at 37°C and 5% COa.

Primary Neuron Culture

Staged pregnant mice were obtained from Charles River (St-Constant, QC). E14—15 mouse
embryo cortices were isolated surgically and transferred in a vial containing 2 ml S-MEM at
37°C supplemented with 2.5% trypsin and 2 mg/ml DNase for 15 minutes. The pellet was then
transferred into 10 ml S-MEM with cold 10% FBS and stored at 4°C. Following
centrifugation, pellet was transferred in 2 ml S-MEM with 10% FBS and triturated 3 or 4

times to yield to a suspension of single neurons. Then, 10 ml of Neurobasal medium was
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added to this suspension. Dissociated cells were counted and plated on 12 mm poly-D-lysine
treated glass coverslips (20 pg/ml; 50 000 cells/well). Cells were cultured for 2 days in
vitro (DIV2) in Neurobasal medium containing 1% B-27, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 0.25% N2 and 0.5 mM glutamine for growth cone analysis. Then, neurons were
treated with, either CB,R agonists (300 nM JWH133 or JWHO15), CB;R inverse agonists (300
nM AMG630 or JTE907), adenylate cyclase activator (10 uM FSK), PKA inhibitors (200 nM
KT5720 or 2 uM H89) or DCC function blocking (3.5 pg/ml anti-DCCygg AF5) for 1 hour for

growth cone morphology experiments or for 15 minutes for cAMP immunocytochemistry.

Retinal Explant Culture

E14-15 mouse embryo retinas were isolated and dissected in small segments in ice cold DPBS
and plated in 24 well plates on 12 mm poly-D-Lysine (20 pg/ml) and laminin (5 pg/ml)
treated glass coverslips. Explants were cultured in Neurobasal supplemented with 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 5 pg/ml LNAC, 1% B27, 40 ng/ml selenium, 16 ug/ml
putrescine, 0.04 ng/ml triiodo-thyronine, 100 pg/ml transferrin, 60 ng/ml progesterone, 100
pg/ml BSA, 1 mM sodium pyruvate, 2 mM glutamine, 10 ng/ml ciliary neurotrophic factor
(CNTF), 5 pg/ml insulin, and 10 uM FSK. Explants were treated for 15 hours at DIVO (1 hour
following platting) for outgrowth analysis or for 1 hour at DIV1 for growth cone analysis
assay. Photomicrographs for outgrowth analysis were taken using an Olympus BXS51WI
microscope (Olympus Canada, Markham, ON) with a 10X objective lens and analyzed using
Image Pro Plus 5.1 software (Media Cybernetics, Bethesda, MD). The total length of axon

bundles was quantified and expressed as mean + SEM. Statistical significance of differences
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between means was evaluated by analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s post

hoc test (Systat).

Immunocytochemistry

Plates were washed with cold PBS (pH 7.4) and fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 10
minutes. Primary neuron and retinal explants cultures were blocked in 2% NGS and 2% BSA
in PBS during 30 minutes at room temperature. Antibodies were added overnight in a blocking
solution at the following concentrations: anti-GAP-43 1:1,000, anti-CB,Rsc 1:100, anti-
CB;Rcayman 1:500, anti-MGL 1:500, anti-L1 1:500, anti-cAMP 1:1,000, anti-B-actin 1:1,000,
anti-NFL 1:500, anti-NAPE-PLD 1:200, anti-DAGLa 1:200, anti-DCCpy 1:500. The
following day, the neurons or explants were washed with PBS-tween (PBST), incubated with
secondary antibodies Alexa 488 or 546 for 2 hours at room temperature. Nuclei were labeled

with Hoechst 33258 and coverslips were mounted with ImmuMount (Thermo Scientific,

Pittsburgh, PA).
Quantification of cAMP Immunoreactivity

All photomicrographs used for quantification were taken using an inverted Olympus 1X71
microscope (Olympus Canada, Markham, ON) with a 60X objective lens and identical
exposure time to allow for comparison of measurements. Fluorescence intensity at the growth
cone was corrected for background noise and quantified using Image Pro Plus 5.1 software.
For growth cone analysis, both Differential Interference Contrast (DIC) and fluorescent

images were taken. Fluorescence intensity per squared micrometer is expressed as the mean +
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SEM. Statistical significance was evaluated by analysis of variance (ANOVA) with

Bonferroni’s post hoc test (Systat).

Western Blots

Hamster pups were sacrificed at various ages, namely: P1, 3, 5. They were deeply anesthetized
by hypothermia. Eyes were immediately removed for Western blot analysis. The retinas were
dissected on ice, homogenized by hand using a sterile pestle in RIPA lysis buffer,
supplemented with a protease inhibitor mixture (aprotinin, leupeptin, pepstatin, and
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)). Samples were then centrifuged at 13,000 rpm at 4°C
for 10 min and the supernatant was extracted and stored. Protein contents were equalized
using a BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific, Fischer scientific, Ottawa, ON). In another
set of experiments, dissociated mouse primary neurons were cultured for 2 DIVs at a density
of approximately 250,000 cells/dish in 35 mm poly-D-lysine coated dish. After 10-minute
treatment with CB,R agonists (300 nM JWH133 or JWHO015), CB;R inverse agonists (300 nM
AMG630 or JTE907), or adenylate cyclase activator (10 pM FSK), neurons were washed once
with ice-cold PBS and lysed with Laemmli sample buffer. Western blot analysis was
performed using anti-CB;Rcayman 1:1,000, anti-CB;R 1:1,000, anti-B-actin 1:5,000, anti-
GAPDH 1:20,000, anti-p-PKA C 1:1,000, anti-PKA Ca 1:1,000 anti-DCCiy1:2,000, anti-
NCAM 1:5,000, anti-ERK1/2 1:5,000, anti-p-ERK1/2 1:2,000, anti-AKT 1:1,000, anti-p-AKT
1:1,000, anti-S6 1:2,000, anti-p-S6 1:2,000 overnight at 4°C. Results were visualized using the
Western Lighting Chemiluminescence Reagent Plus kit (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA).
Immunoreactivity was imaged with a ScanJet 5300C (Hewlett Packard Canada, Mississauga,

ON, Canada).
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Surface Biotinylation

E14-15 neurons were plated and cultured for 2 days at a density of 2,000,000 cells per 100
mm PDL-coated tissue culture dish. On day 2, cells were treated with CB;R inverse agonists
(300nM AMG630 or JTE907), PKA inhibitors (200 nM KT5720 or 2 uM H89), adenylate
cyclase activator (10 uM FSK), or vehicle for 15 min. Neurons were then washed with ice-
cold PBS containing 0.1 mM calcium chloride and 1 mM magnesium chloride, pH 7.4, to halt
protein trafficking. Surface biotinylation was performed by adding EZ-Link Sulfo-NHS-LC-
biotin (Thermo Scientific, Rockford, IL), 5 ml per plate at 0.5 mg/ml in PBS at 4°C for 30
min, removed, and the reaction was quenched by the addition of 5 ml of 10 mM ice-cold
glycine in PBS at 4°C for two 10 min periods. Subsequently, neurons were washed twice with
5 ml of ice-cold PBS and lysed with RIPA buffer. Biotinylated proteins were precipitated with

streptavidin—agarose (Thermo Scientific) and analyzed by Western blot.

Growth Cone Behavior Assay

Retinal explants were cultured in borosilicate-chambered coverglass (Lab-Tek; Rochester,
NY). At DIVI, explants were installed in a Live Cell chamber (5% CO,, 37°C) (Neue
Bioscience, Camp Hill, PA) mounted to an inverted Olympus IX71 microscope. Glass
micropipettes with an orifice of 2-3 pm diameter were positionned at 45° and 100 pm away
from the growth cone of interest. A concentration gradient was created using a micro-injector

(Picoplus, Harvard Apparatus - Model 702213).
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Intraocular Injections

Syrian golden hamsters (Charles River, St-Constant, QC) were used for intraocular injections.
These mammals are born with a relatively premature nervous system [24]. Compared with rats
and mice, hamsters have a shorter gestation period. The gestation periods are 21.5, 18.5 and
15.5 days for rats, mice and hamsters, respectively [24]. The neural events that characterize
the development of the mouse and hamster nervous system, including the neuro-visual system,
occur at almost identical time points of embryonic development [24]. For example, RGC
generation starts at E9.5 for hamsters and E10.5 for mice while the dLGN starts to develop at
E10.5 for both models [24], [25]. At birth (postnatal day 0, P0O), RGC axons have not all
reached their thalamic and midbrain targets in hamster. By P3, virtually all RGC axons have
reached their targets [26]. To take advantage of this opportunity, 1 day after birth (P1),
hamsters received a 2 pl unilateral injection of a 1% solution of the beta subunit of the cholera
toxin coupled to FITC (CTb-FITC), a highly sensitive anterograde tracer, in either 0.9% saline
solution, 300 uM JWHI133 (CB,R agonist) or 300 uM AM630, a CB;R inverse agonist.
Briefly, under an operating microscope, a small incision was made in the eyelids to access the
right eye; the injections were administered using a glass micropipette attached to a 10 pl
Hamilton syringe. The micropipette was carefully inserted into the vitreous at an angle to
avoid damaging the lens. Following the injection, the eyelids were closed with surgical glue
(Vetbond; 3 M, St-Paul, MN). The same surgical procedures were performed using adult mice
where the gene coding for the CB,R was genetically modified to produce non-functional
CB;R (cnr27/ ). In these series of experiments, adult mice (cnr27/ ~and their wildtypes

(cnr2+/ ")) were injected in the right eye with the CTb-Alexa-546 and the left one received an
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injection of CTb-Alexa-488. Four days following the injections, animals were perfused
transcardially with 0.1 M PBS followed by 4% paraformaldehyde in PBS. The brains were
removed, postfixed overnight at 4°C, cryoprotected by infiltration of buffered sucrose, flash

frozen and kept at —80°C until further processing.

Immunohistochemistry

The presence of the CB;R during early postnatal development was investigated by
immunohistochemistry. The RGCs were labeled with Brn3a. Retinal sections were washed in
0.1 M PBS, post fixed for 5 minutes in a 70% solution of ethanol, rinsed in 0.03% Triton X-
100 buffered saline and blocked in 10% normal donkey serum (NDS, Jackson
immunoresearch laboratories, West Grove, PA) and 0.5% Triton X-100 in buffered saline for
I h. The sections were then co-incubated overnight in rabbit anti-CB,R (1:200, Cayman)
solution with a mouse anti-Brn3a. After incubation with the primary antibodies, the sections
were washed in buffered saline, blocked for 30 minutes and incubated for 1 h with secondary
antibodies: Alexa donkey anti-rabbit 555 for CB;R and Alexa donkey anti-mouse 488 for
syntaxin (Molecular Probes, Eugene, OR). After washes in buffered saline, the sections were
mounted with a homemade PVA-Dabco mounting medium [27]. Photomicrographs were
taken using a Leica TCS SP2 laser scanning confocal microscope (Leica Microsystems, Exton,
PA). Images were captured in the Alexa fluo 555/546 and Alexa fluo 488/FITC channels,
pseudo-colored, merged and exported using Leica LCS software (version 2.61). The pictures

were taken sequentially to ensure no ‘Bleed-through’ between channels.

The presence of the CB,R in the hamster neuro-visual brain (ALGN, SC, and visual cortex)

was also assessed using immunohistochemistry. Forty um thick coronal sections of tissue
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comprising the dLGN, SC or visual cortex were pre-incubated for 20 min at room temperature
in PBS 0.1 M containing 0.3% hydrogen peroxide, followed by 1 h in PBS containing 0.3%
Triton X-100 and 3% Normal Donkey Serum. The sections were then incubated for 48 h at
4°C in the blocking solution (PBS 0.3% Triton X-100 with 0.5% Donkey Serum) containing
rabbit anti-CB,R (1:200). Subsequently, sections were rinsed and immersed in a blocking
solution for 30 min. Sections were then incubated in a blocking solution containing donkey
anti-rabbit biotinylated secondary antibody (1:200) for 2 h and then for 1 h in the avidin-biotin
complex (ABC Elite). After each incubation step, rinses were carried out in PBS containing
0.3% Triton. A peroxidase-substrate kit Vector DAB-Nickel was used to develop the reaction
product during a period of 4 min. Sections were then mounted onto slides, dehydrated and
coverslipped with Permount. Photographs were taken with a microscope by MicroBrightField

digital system (Williston, VT).

The effects of intraocular injection of CB,R agonist and inverse agonist were visualized by
immunohistochemistry according to a protocol previously described [28]. Briefly, 40 pm thick
coronal sections of tissue were incubated in 90% methanol and 0.3% H,0O, in PBS for 20 min.
After several washes, they were incubated in 0.1 M glycine solution for 30 min, and then
blocked overnight at 4°C. Sections were subsequently rinsed and immersed for 48 h at room
temperature in a solution-containing goat 1:4000 anti-CTb diluted in blocking solution.
Afterwards, sections were rinsed and incubated 1 h with a biotinylated donkey secondary
antibody directed against goat diluted in blocking solution (1:200). Tissue was rinsed and
subsequently processed using an avidin-biotin-peroxidase complex ABC Kit (1:100) for 1 h,
in the dark and at room temperature. Sections were then rinsed and preincubated in DAB/PBS

for 5 min. The peroxidase was visualized by adding 0.004% H,0, to the DAB solution for 5—
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10 min. Sections were finally washed five times with PBS, mounted on gelatin-chrome alum-
subbed slides, air-dried, dehydrated in ethanol, cleared in xylene, and coverslipped with Depex
(EMS, Hatfield, PA). Photomicrographs were taken with an Olympus BX51WI microscope
(Olympus Canada, Markham, ON) using a 10X objective lens. Images were analyzed with

Image Pro Plus 5.1 software.

Retinothalamic and Retinogeniculate Projection Analyses

Axon branch growth was quantified on consecutive photomicrographs of coronal slices of
brain tissue, as described previously [28], comprising the lateral terminal nucleus. Briefly, the
distance between the lateral border of the nucleus of interest and the tips of the longest axon
branches was measured and normalized for interthalamic distance. Axon collateral density was
also quantified for the lateral terminal nucleus using an adaptation of the Sholl technique [29].
Values are expressed as the mean + SEM. Statistical significance means was evaluated by

analysis of variance (ANOVA) with Sheffe’s post hoc test (Systat).

For eye specific segregation studies in the dLGN, cnr2” and cnr2” adult mice were injected
with the B fragment of the cholera toxin (CTb) conjugated to Alexa -546 (CTb-546; red) into
the left eye and CTb-488 (green) into the right eye (1.5-2 ul; 0.5% in sterile saline). Forty-
eight hours later, brain tissue was harvested and postfixed overnight in 4% PFA, cryoprotected
in 30% sucrose and then sectioned coronally at 40 pm thickness, mounted onto slides and
coverslipped with Immu-Mount. Images were collected and quantified by an observer “blind”
to the experimental conditions to minimize any bias. Universal gains and exposures were
established for each label. Raw images of the dLGN were imported to Matlab and an area of

interest comprising the dLGN was cropped excluding the ventral lateral geniculate nucleus
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and the intergeniculate leaflet, then the degree of left and right eye projection overlap was
quantified using an established multi-threshold method of analysis [30]-[32]. This approach
allows for a better analysis of overlapping regions independent of the threshold. Values are
expressed as the mean + SEM. Significance of differences between means was evaluated by

student t-test analysis (Systat).

Results

Spatio-Temporal Localization of CB2R in the Developing Visual

System

Despite emerging evidence supporting the presence of the eCB system in the developing CNS,
the expression of CB;R is not well characterized in the developing neurovisual system. In
order to explore the implication of CB,R during retinal axon guidance, we assessed its
expression in vivo. Western blot analysis of retina lysates revealed that CB,R is expressed at
early postnatal stages (Figure 1A). CB;R levels increased from postnatal day 1 in vitro (P1) to
P5 while CB;R expression remained unchanged (Figure 1A). The specificity of the antibody
directed against CB;R was tested using retinas obtained from adult cnr2”” mice (Figure 1B—
C) and P1 hamsters (Figure 1D-I). The spatio-temporal expression of CB,R was investigated
in the RGC and RGC fiber layers (Figure 1D-0), SC (Figure 2A, B), dLGN (Figure 2C-F),
and visual cortex (Figure 2G-J). During early postnatal development, this receptor is

expressed in the retina, the dLGN, the SC, and the visual cortex at all ages investigated.
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Overall, these results demonstrate that CB;R is indeed found in the developing neurovisual

system.

CB2R is Expressed in RGCs and their Growth Cones in Vitro

Western blot analysis of retinal ganglion cell culture lysates revealed that these neurons
express CB;R for several DIVs (Figure 3A). Similar to what we observed in vivo, CB;R level

increased from DIV1 to DIVS while CBR expression remained unchanged (Figure 3A).

The expression pattern of CB,R was assessed by immunocytochemistry in retinal explants
obtained from mouse embryos. At DIV1, CB;R expression was observed in RGC neurites,
growth cones, and filopodia (Figure 3B, E, H). Both CB;R and CBR are expressed in the
growth cone (Figure 3B-D). The CB;R immunoreactivity was also observed in primary
cortical neuron cultures at DIV2 (Figure 3T). Western blot analysis of primary neuron culture

lysates revealed that these neurons express CB2R for several DIVs (Figure 3U).

Diacylglycerol lipase o (DAGLa) and N-acyl phosphatidylethanolamine-phospholipase D
(NAPE-PLD), enzymes involved in the synthesis of the main eCBs: 2-arachidonylglycerol (2-
AG) and arachidonylethanolamine (AEA) respectively, as well as monoacylglycerol lipase
(MGL), an enzyme implicated in the degradation of 2-AG, are also expressed in the growth
cones, filopodia and neurites of RGCs (Figure 3K-S). These results demonstrate the presence
of functional CB;,Rs in retinal neurites and growth cones suggesting their implication during

growth cone navigation.
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CB2R Reorganizes growth cone morphology

The implication of the CB,R during axon navigation was evaluated in mouse E14—15 retinal
explant and primary neuron growth cones (Figure 4). Because hamsters are born with a
premature nervous system, we believe that E14-15 mouse retinal explants are at similar

developmental stages than a retina from a newborn hamster.

The growth cone surface area was greatly reduced when CB,R agonists (JWHO15 or JWH133)
were added to the culture; conversely, the surface area was increased following CB;R inverse
agonist (AM630 or JTE907) stimulation (Figure 4B and E). In addition, the use of agonists
caused a decrease in the number of filopodia at the growth cone, while inverse agonists
increased their number (Figure 4C and F). These results demonstrate that CB,R regulation can

directly influence growth cone morphology.

Previous studies have demonstrated the implication of the CB;R in GABAergic interneurons
and retinal axons axon development [14], [15]. Since both receptors are expressed in the
developing visual system, it is possible that CB;R contributes to the growth cone
reorganization induced by JWHO015, JWH133, AM630 and JTE907. We addressed this
possibility using pharmacological and genetic approaches. Addition of CB,R inverse agonists
(AM630 and JTE907) to retinal explants obtained from cnrl™~ embryos produced a
significant increase in growth cone area and filopodia number while adding CB,R agonists
(JWHO15 and JWH133) decreased growth cone surface and filopodia number (Figure SA and
B). These changes are comparable to those observed in retinal explants obtained
from cnrl ™" embryos. Addition of these pharmacological agents to retinal explants derived

from cnr2”" mouse embryos induced similar effects. As predicted, these effects were
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completely abolished in retinal explants obtained from cnr2™~ embryos (Figure 5C and D). In
another set of experiments, deletion of cnr2 induced a significant increase in growth cone
surface area and in filopodia number compare to wildtype (Figure SE). These results confirm
the contribution of the CB,R in the modulation of growth cone behavior. In addition, the
effects of AM630, JTE907, JWHO15, and JWH133 on the growth cone can be directly
attributed to CB,R. Noteworthy, ACEA and AM251 (CB/R specific ligands) stimulation did
not produce any effects on cnrl”~ growth cones (Figure SA and B). We observed similar
results in primary cortical neurons from these transgenic animals (unpublished observations).
Taken together, these results demonstrate that CB;R influences growth cone morphology

independently from CB,R.

CB2R Modulates RGC Axon Outgrowth

To assess whether CB,R could affect axonal growth, E14—15 mouse retinal explants were
exposed to CB,R agonists or inverse agonists for 15 hours at DIVO (Figure 6A). Treatment
with CB,R agonists (JWHO015 or JWH133) reduced total projection length of the explants
whereas addition of CB;R inverse agonists (AM630 or JTE907) increased it (Figure 6B).
Retinal fibers emerging from the explants were labeled with L1 antibody to ensure that all the
neurites quantified were RGC axons since they are the only neurons that express this protein
in the mouse retina [33]. These results demonstrate that CB,R influences RGC fiber extension.
To ascertain that these effects were CB,R specific, we performed the same experiment
usingcan_/_ retinal explants. In contrast to enr2™ cultures, enr2” retinas did not demonstrate
significant changes in projection length following CB,R agonist and inverse agonist treatment

(Figure 6B). This indicates that these pharmacological agents are selective for the CB,R and
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that this receptor modulates retinal axon growth in vitro. Interestingly, we found an increase in
axon outgrowth in retinal explants obtained from cnr2”~ embryos (Figure 6C). This confirms

our pharmacological results showing that CB2R inhibits axon outgrowth.

CB2R Agonists Modulate Growth Cone Behaviour

CB)R can mediate GABAergic interneurons growth cone repulsion in vitro [14]. Recently, we
demonstrated that CB;R also modulates growth cone turning in glutamatergic neurons
(RGCs) [15]. To evaluate whether CB;R is involved in retinal axon growth cone steering,
turning assay experiments were performed on embryonic mice retinal cultures (Figure 7A). A
microgradient application of JWHO15 and JWH133 induced growth cone collapse and neurite
retraction while AM630, elicited attractive turning (Figure 7 B-E). The vehicle (EtOH) did
not induce any significant changes in growth cone direction. The concentration gradient was
visualized with immunofluorescent dextran-FITC (Figure 7F), indicating that the drugs
reached the growth cone. These results show that CB,R can modify axon growth and steering,

and that its agonists can act as chemorepulsive signals on RGC growth cones.

CB2R-Induced Growth Cone Morphological Changes Require

PKA Activity

Endocannabinoids and their CB,Rs have a diverse range of signal transduction mechanisms.
Since it is well documented that stimulation of CB)Rs and subsequent activation of
Gij/oq inhibits adenylate cyclase (AC)[34], we tested whether CB,R modulates the cAMP/PKA
pathway during axon growth and guidance. We evaluated changes in growth cone intracellular

cAMP levels following CB;R modulation using an antibody raised against cAMP (Figure 8A).

cxlvii



In cnr2™, the CB,R agonists (JWHO15 or JWH133) decreased cAMP levels at the growth
cone as indicated by the lower fluorescence intensity compared with the control group (Figure
8A-B). Conversely, CB,R inverse agonists (AM630 or JTE907) as well as AC activator
(forskolin) increased cAMP levels (Figure 8A-B). In cnr2””, CB2R agonists and inverse
agonists did not produce any significant variation of cAMP levels. It is noteworthy that, under
control conditions, deletion of cnr2signficantly increases growth cone cAMP level (Figure
8B"). In another set of experiments, PKA phosphorylation was significantly lower following
CB:R agonist stimulation while the opposite was observed following inverse agonist or FSK
application as indicated by western blot analysis (Figure 8C). To further assess the implication
of the cAMP/PKA pathway, primary neuron cultures were first treated with PKA-selective
inhibitors followed by pharmacological manipulation of the CB,R. PKA inhibition (KT5720
or H89) blocked AM630-induced increases in growth cone surface area and filopodia number
(Figure 8D-F). JWH133 abolished FSK-induced growth cone surface and filopodia increases
(Figure 8D-F). These data demonstrate that CB,R activation modulates growth cone

morphology via the cAMP/PKA pathway.

Upon activation, CB;Rs can also recruit other distinct second-messenger cascades including
ERK1/2, PI3K/AKT and mTOR/S6K [35]-[37]. The implication of these signaling cascades
was tested using western blot analysis. Interestingly, in primary neuron cultures, 10 min
stimulation of the CB,R did not induce changes in AKT, ERK1/2, or S6 phosphorylation
levels (Figure 8G). To validate these observations, the experiments were repeated for a 15 min
stimulation period without any discernible activation of these pathways (data not shown).

Altogether, these results demonstrate that the growth cone morphology reorganization induced
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by CB:R is dependent upon the cAMP/PKA pathway and not of ERK1/2, AKT or S6

signaling cascades.

Deleted in Colorectal Cancer (DCC) Receptor is required for

CB2R Action on Growth Cone

Growth cone cytoskeleton reorganization in response to guidance cues is the main mechanism
by which axons navigate toward their target cells [38]. Netrin is a chemotropic factor
implicated in axonal guidance[39] and DCC, a transmembrane immunoglobulin superfamily
receptor, is one of its receptors [40]. Growth cone morphology can be modified by DCC

activation through substrate adhesion to netrin-1 and the recruitment of actin organization

complex [41].

The cAMP/PKA pathway has been suggested to influence the growth cone’s sensitivity to
netrin-1 [42]. In fact, activation of PKA increases netrin-dependent recruitment of DCC to the
plasma membrane [43], [44]. Our results suggest that the cAMP/PKA pathway functions as a
downstream effector for eCBs during growth cone guidance. Since CB,R, DCC, and netrin-1
are expressed in developing neurons (Figure 9A-D), it is reasonable to investigate the
potential interactions between these molecules. DCC is widely expressed in RGCs [45] and
cortical neurons [44] during development. Recently, we reported its presence in embryonic
retinal explant axons, growth cones and filopodia [15]. Furthermore, DCC colocalizes with
CB3R in these axons (Figure 9A—C). Hence, using pharmacological and genetic approaches,
we investigated the potential interaction between these two receptors. First, we examined the

effect of perturbing DCC function on CB,R evoked growth cone remodeling. Adding a DCC
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function-blocking antibody (aDCCp) inhibits the CB;R inverse agonists AM630 and JTE907
induced-increase in growth cone surface area and filopodia number (Figure 9E—G). Secondly,
CB:R agonists or inverse agonists did not induce any significant changes in growth cone area
and filopodia number in neurons obtained from dec”’~ mouse embryos (Figure 9H-L). To
determine whether CB,R activation modulates DCC trafficking to the plasma membrane,
neurons were treated with AM630, JTE907, or FSK. Biotinylating cell surface proteins
allowed the assessement of plasma membrane DCC. The relative amount of DCC present on
the neuronal surface following the treatments was visualized by western blot analysis (Figure
OM). Interestingly, CB;R inverse agonists significantly increased the amount of DCC at the
plasma membrane (Figure 9M). FSK also augmented the presence of DCC at the neuronal
surface. To verify whether the CB,R induced DCC trafficking is upstream or downstream of
PKA activation, neuronal cultures were treated with KT5720+AM630 or H89+AM630. As
visualized by western blot, inhibition of PKA abolished AM630 induced increases in DCC at
the plasma membrane (Figure 9M). Taken together, these results demonstrate that the CB,R
induced reorganization of the growth cone implicates the presence of functional DCC

receptors at the cell membrane.

CB2R Modulates Retinal Projection Growth and Segregation in
Vivo

Previous study on chick embryos have shown that inhibiting CB;R affects axonal growth [13].
Recently, we observed that CB;R modulates retinal projections in vivo [15]. In addition,
retinal cAMP elevation was shown to increase retinal collateral length in the lateral terminal

nucleus [28].
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To assess the contribution of the CB,R pathway during the development of retinal
projections in vivo, hamsters received intraocular injections of CB;R modulators. Compared to
rats and mice, hamsters have shorter gestation period. Consequently, they are born with a
relatively premature nervous system [24]. To take advantage of this opportunity, 24h after
birth (P1), hamsters received a unilateral intraocular injection of AM630 or JWH133. Our data
show that collateral projection length at the lateral terminal nucleus was significantly higher in
the group treated with a CB;R inverse agonist when compared with the untreated group
(Figure 10A—C). JWHI133 did not affect significatively projection growth. Axon collateral
density was also evaluated and branch density was significantly increased in the AM630-
treated group (Figure 10D). In addition, interfering with the intrinsic ocular cannabinoid
signaling with AM630 induced aberrant projections in the ipsilateral side of the SC as

indicated by a robust labeling of retinal axons (Figure 10E).

During perinatal development, RGCs from both eyes send axons, which connect with multiple
target cells in the dorsal lateral geniculate nucleus. These projections spread throughout the
dLGN sharing common terminal space. During postnatal development, an eye-specific
segregation occurs [46]. In the adult rodent, RGC axons occupy distinct eye-dependent non-
overlapping regions of the dLGN. The implication of the CB,R during retinogeniculate
development was further investigated in the dLGN in adult CB,R-deficient mice (cnr2”") and
their wild-type (cnr2™") littermates. Adult cnr2™" and enr2” mice received a bilateral intra-
ocular injection of the anterograde tracers CTb-Alexa488 in the left and of CTb-Alexa546 in
the right eyes, respectively. Our data indicate a significant increase of the overlapping region

between contralateral and ipsilateral RGC projections in the dLGN of cnr2” mice (Figure

cli



10F—G). These observations confirm the essential role played by the CB,R during

retinogeniculate development.

Discussion

In the present study, we showed that CB;R is present throughout the visual pathway during
development including in vitro primary RGC and retinal explants. CB;R activation modulates
cAMP levels resulting in a PKA-dependent modification of the growth cone surface area and
filopodia number. In addition, we observed that retinal axon outgrowth decreased following
CB;R agonist treatment while stimulation with inverse agonist increased it. Most importantly,
DCC, an axon guidance molecule receptor, is required for CB,R mediated morphological
changes of the growth cone./n vivo, CB;R modulated RGC projection length, induced
aberrant projections and the absence of this receptor altered eye-specific segregation. Taken
together, these observations demonstrate that CB,R plays an essential role in the development

of the retinothalamic pathway.

The expression of CB,;R in the adult mammal brain has been previously detected by
immunoreactivity [7],[8]. Although this receptor was also localized in developing neural
progenitors and dorsal root ganglia [5],[6], its expression in retinal projections and along the
visual tract remained unknown until now. Here, we show that RGC axons express CB,R and
eCBs synthesis enzymes NAPE-PLD and DAGLa as well as degradation enzyme MGL. The
receptor is present on axonal projections, growth cones and their filopodiain vitro.
Moreover, in vivo, CB,R is localized at several important decision making points along the

visual pathway. Indeed, CB,Rs are expressed in a spatio-temporal fashion in RGCs, optical
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chiasm, dLGN and SC. These results combined with those reported by Argaw et al (2011)
clearly demontrate the presence of the eCB system in the developing neurovisual pathway and

strongly suggest its influence on axonal navigation during CNS development.

In this study, CB;R effects on growth cone morphology were demonstrated in retinal axons
and primary neuron cultures. Both bath application and microgradient stimulation studies
showed its action on the growth cone. CB,R agonists produced chemorepulsive effect and
collapse of the axonal growth cone. Additionally, CB,R had an important effect on retinal
axon length for both short and long stimulation periods showing its capacity to influence
axonal growth rate. These results are similar to those recently observed by our group for

CBjR [15] and by other laboratories [13], [14], [47].

To characterize the mechanism by which CB;R modulates growth cone morphology and
axonal growth, we examined an AC dependent signaling pathway [48]. Our study shows that
CB:R acts by modulating intracellular cAMP concentrations, which directly influence PKA
activity. These results are similar to those obtained with CB;R [15] but are in contradiction
with a study showing that stimulation of CB;R with anandamide induced MAPK activation in
GABAergic neurons [14]. However, under our experimental conditions, the MAPK signaling
pathway was not modulated by CB,R. This could be explained in part by the fact that
Berghuis et al. (2007) have studied the CB|R whereas we studied CB,R. Also, the difference
in neuron types (GABAergic vs glutamatergic) could also account for the divergence in the
downstream signaling pathways. We studied embryonic RGC growth cones that are
glutamatergic in nature as compared to GABAergic interneurons favored by the Berghuis et

al. (2007) study. Elevated cAMP levels in growth cone increase surface area and filopodia
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number in RGCs [28]. Adding CB;R inverse agonists to the neurons produced the same effect
and increased growth cone cAMP levels. Furthermore, we showed that the CB,R modulates
the cAMP/PKA pathway and that this signaling pathway is essential to the growth cone
remodeling. This places PKA as an important downstream determinant for CB;R-induced

growth cone reorganization.

PKA is not the only important molecule since DCC is also required for CB;R-induced growth
cone morphology alterations. In the presence of an antibody that blocks DCC function, CB;R
agonists or inverse agonists induced no changes in growth cone morphology. Furthermore,
in dcc knockout mice, the absence of a functional DCC blocked the effects of CB,R on the
growth cone. Earlier reports showed that PKA potentiated the mobilization of DCC to the cell
surface [43], [44]. We have confirmed that elevation of PKA activity induces DCC receptor
translocation to the plasma membrane through biotinylation analysis. Our results indicate that
CB;,R, which modulates cAMP levels, regulates growth cone expansion via a PKA-dependant
mechanism. Variation of PKA activity will modulate the presence of DCC receptors at the
growth cone surface and will induce growth cone morphological changes [43], [44]. A similar

mechanism was observed with CB;R [15].

Recently, it was proposed that CB;R stimulation activates RhoA in GABAergic
interneurons [14]. Spatially restricted activation of RhoA in the collapsing growth cone is
associated with filopodia retraction and growth cone repulsion in response to chemical and
electrical cues [49]-[51] through the activation of the serine-threonine kinase Rho kinase
(ROCK) [51]. Moore et al. [52] demonstrated that RhoA inhibition recruits DCC to the plasma

membrane. Therefore, CB;R agonists may, by increasing RhoA activity, prevent the presence
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of DCC at the membrane and consequently induce growth cone collapse. Conversely, CB2R
inverse agonists or antagonists could decrease the activity of RhoA and promote axon growth
via the translocation of DCC to the plasma membrane. Evidences from the literature suggest
that there is an interaction between the RhoA and PKA pathways. In fact, PKA can directly
inhibit RhoA [53]-[55], thus the PKA induced recruitment of DCC to the plasma membrane
could result from several mechanisms and the inhibition of RhoA signaling might be one of

them. We are currently investigating this possibility.

It is known that CB;R agonists induce neurite retraction in neuroblast cells [56] and
chemorepulsive effect in GABAergic [14] and glutamatergic neurons [15]. Since CB,;R can
modulate growth cone morphology and its agonists have a repulsive effect on RGC axons,
eCBs could act as an inhibitory signal in axon guidance. During brain development where
axons travel relatively long distances to connect to specific neurons, CB,R could represent
another mechanism by which eCBs modulate the guidance response to netrin-1 [42] or other
guidance cues. In fact, integration of multiple cues by RGC axons may increase the specificity

of their navigation and allow a better target recognition.

We showed that a single intraocular injection of AM630, a CB,R inverse agonist, increased
the length of projections in the lateral terminal nucleus. Similar effects on growth rate were
reported using cAMP analog [28]. We also observed the presence of aberrant ipsilateral RGC
projections following a single intraocular injection of AM630. One may argue that the
injection increased the branching or stabilized ipsilateral projections that would have normally

retracted.
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We noticed that adult cnr2” mice have increased overlapping regions of retinal projections
from the two eyes in the dLGN compared to cnr2”" mice. We interpreted this as a deficit in
eye-specific segregation of retinal projections. In wildtype animals, this process could be
influenced by eCB activity at the retina and/or directly at the axon terminal. It is possible that
non functional CB;Rs influence retinal spontaneous activity, which is necessary for
segregation and maintenance of specific inputs to the dLGN [57], thus modifying the
segregation outcome. Deficiency in eye-specific segregation might also occur as a result of the
absence of functional CB;R directly at the dLGN. In cnr2”” mouse, eCBs would not be able to
act as local modulators, inducing retraction of exuberant ectopic branches that have less
activity. In fact, eCBs, via their action on CB;Rs may contribute to the normal inhibitory
environment present in the CNS [58]. It is also reasonable to assume that cnr2 knockout effect
may not be as important as predicted because CB;R might in part surrogate CB,R activity,

especially since main constituants of the eCBs, like 2-AG, have affinity for both receptors

types [59], [60].

In conclusion, this study demontrates for the first time that CB,R is involved in axon
guidance, and identifies the signaling pathway that mediates its effects. Therefore, we suggest
a mechanism by which CB,R modulates retinothalamic development and nervous system

wiring.
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Figure Legends

Figure.l Spatio-Temporal Expression of the CB2R in the Retina during Postnatal
Retinal Projection Development in vivo.

(A) Western blot analysis of CB2R and CB;R expression during retinal postnatal development
in the hamster. Photomicrographs illustrating the specificity of the CB,R antibody in the adult
mouse retina (B, C) and the P1 hamster retina (D-I). (D-0), Photomicrographs of hamster
retinal cross-sections showing CB,;R (magenta) during early postnatal development (at
postnatal day 1, P1). Sytox (green) was used to stain cell nuclei. Brn3a was used to label
retinal ganglion cells (green). In panels (J-O), some CB2R positive retinal ganglion cell
somas and fibers are indicated using arrows and asterisks respectively. NBL, Neuroblast layer;
IPL, Inner plexiform layer; GCL, Ganglion cell layer; GCFL, Ganglion cell fiber layer.
Specificity of the CB,R antibody is confimed using cnr2™ and enr2”” adult mouse retina.

Scale bars: 50 pm (B, C); 25 um (D-I); 10 um (J-O).
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Figure.2 Expression of CB2R in the Superior Colliculus, dorsal Lateral Geniculate

Nucleus, and Visual Cortex during Development in the Hamster.

Photomicrographs of coronal sections illustrating CB,R expression at P1 (A, C, D, G, H) and
P5 (B, E, F, I, J) in the superior colliculus (SC) (A, B), the dorsal lateral geniculate nucleus
(dLGN) (C-F), and the visual cortex (G—J). In panel C—F, dLGN has been outlined for better

visualization. Scale bars: 200 um (A, B); 100 um (C, E, G, I); 50 um (D, F, H, J).
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Figure.3 Expression of CB2R, CB1R, MGL, NAPE-PLD, and DAGLa in vitro.

(A) Western blot shows temporal protein expression of CB,R and CB;R in cultured retinal
ganglion cells. DIV1 retinal explants growth cones labeled with primary antibodies directed
against CB,R (B, E, and H), CB,R (C), MGL (K), NAPE-PLD (N), and DAGLa (Q). Growth
cones were also labeled for B-actin (F), Neurofilament-L (I, L, O, and R). Merged images are
presented in D, G, J, M, P, and S. (T) Photomicrograph of a DIV2 primary cortical neuron
immunolabeled for CB,R. Primary neurons were cultured for various numbers of days in
vitro and cell extracts were equalized for total protein content. (U) Western blot showing

temporal protein expression of CB;R, B-actin and GAPDH. Scale bars: 5 um (B-S), 15 um

(T).

clxvii



Al o0
A Q Q¢ 9
CBR [ s b
CBR

f-Actin E———

DIV
3 5 7 6 1012 14 16 19 21 23

_ -, = e = - - . - =

F-acln e «aDapes e - - o ape
GAPDH == ape® ay g o oo o oo enana.

Figure.3 Expression of CB2R, CB1R, MGL, NAPE-PLD, and DAGLa in vitro.

clxviii



Figure.4 CB2R Reorganizes the Growth Cone Morphology.

(A) Retinal explants and (D) dissociated neurons were grown for 1 and 2 days in vitro,
respectively. Growth cones were exposed for 1 hour to 300 nM JWHO015, 300 nM JWHI133,
300 nM AM630, or 300 nM JTE907. Following treatment, retinal explants and neurons were
fixed and immunolabeled for L1 and GAP-43, respectively. Addition of CB;R inverse agonists
(AM630, JTE907) increased growth cone surface area (B and E) and filopodia number (C
and F) while the opposite effects was observed following CB,R agonists (JWHO015 and
JWH133) treatment (mean + SEM; n=374 to 714 per condition). Scale bar, 5 um (A); 20 pm

(D). *P<0.05 vs control.
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Figure.5 Confirmation that CB2R Modulates Growth Cone Morphology.

Retinal explants obtained from (cnrl/ “* or enrl””) (A and B) or (cnr2™" or cnr2”) (C-E)
embryos. In cnrl “*or cnr2™, administration of AM251, AM630, JTE907, and FSK
increased growth cone surface area (A, C) and filopodia number (B, D) while ACEA,
JWHO15, and JWH133 decreased them. In cnrl 7/7, responses of CB|R ligands (ACEA and
AM251) were abolished (mean + SEM; (A and B) n=81 to 312 per condition, *P<0.05 vs
control). In cnr2”~ animals, growth cone surface area (C) and filopodia number (D) were only
significantly modified by ACEA, AM251 and FSK while CB,R ligand (JWHO15, JWH133,
AMG630, and JTE907) stimulation did not alter these endpoints (mean + SEM; (C and D)
n=125 to 264 per condition, *P<0.05 vs control). (E) Growth cone surface area and filopodia
number were increased in cnr2”” compared to cnr2™*. Mean £ SEM; n=120 to 150 per

condition, *P<0.05 vs control.
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Figure.5 CB2R Recruits the cAMP/PKA Pathway as a Downstream Effector
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Figure.6 CB2R Modulates Axon Outgrowth.

7 or C57Bl/6-cnr2”~ mice were treated for 15

Retinal explants obtained from C57Bl/6-cnr2
hours with 300 nM JWHO15, 300 nM JWH133, 300 nM AM630 or 300 nM JTE907. Explants
were labeled using anti-L1. (A). Representative explants obtained from cnr2™" mice. Scale
bar, 200 um. (B) Quantification of total axon outgrowth was normalized for explant area and
expressed as percentage of the control group (mean + SEM; n=20 to 129 explants per
condition). Addition of CB,;R agonists (JWHO15 and JWH133) to cnr2"" retinal explants
decreased axon outgrowth, while treatment with CB,R inverse agonists (AM630 and JTE907)
increased it. Pharmacological modulation of CB,R did not induce any significant changes in
explant axon outgrowth obtained from cnr2”” mouse embryos. *P<0.05 vs control. (C) Under

control conditions, deletion of cnr2 signficantly increased axon outgrowth. *P<0.05

vs cnr2™" (mean + SEM; n=75 to 129 explants per condition).
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Figure.6 CB2R Modulates Axon Outgrowth.
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Figure.7 CB2R Agonists Influence Growth Cone Behavior.

(A) Time-lapse microscopy DIV1 mouse retinal explant growth cone exposed to AM630 or
JWHO15 gradients. Arrows and arrowheads show micropipette angle and growth cone
position, respectively. The micropipette tip diameter was 2-3 pm wide and positioned at 45°
angle and 100 um from the growth cone of interest. (B) Superimposed RGC axon trajectories
over the 30 min observation period; black arrows indicate the direction of the gradient.
Histograms illustrate neurite length (C) and turning angle (D) of growth cone following
treatment (mean £ SEM; n=7 to 13 per condition, * P<0.05 vs vehicle). (E) Turning angle
cumulative frequency curves of RGC growth cones. The turning angle of each growth cone
was plotted against the percentage of growth cones turning that angle or less. CB;R inverse
agonist (AM630) increased axon growth and turning toward the pipette tip while CB;R
agonists (JWH133 and JWHO15) induced growth cone collapse, axon retraction. (F)
Photomicrograph represents a microgradient created during drug application. Scale bars: 20

um (A); 50 um (F).
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Figure.8 CB2R recruits the cAMP/PKA Pathway as a Downstream Effector.

Growth cones were immunolabeled for intracellular cAMP following FSK, CB,R agonist
(JWHO15, JWHI133), or CB;R inverse agonist (AM630, JTE907) application. (A)
Representative photomicrographs. Scale bar, 5 pm. (B) Quantification of cAMP fluorescence
intensity at the cnr2™* growth cone indicates a significant decrease in cAMP levels following
treatment with JWH133 and JWHO15 while the opposite was observed following stimulation
with AM630, JTE907 or FSK. No significative variations of cAMP were observed in growth
cones obtained from cnr2 ™ after pharmacological treatments (mean = SEM; n=152 to 223 per
condition, *P<0.05 vs control). (B') Under control conditions, cAMP levels in growth cones
of cnr2™” embryos were significantly higher than those observed in wildtype embryos (mean
+ SEM; n=152 to 175 per condition, *P<0.05 vs control). (C) Western blot analysis indicates
important changes in PKA phosphorylation levels following stimulation with CB,R agonists
or inverse agonists. (D) For growth cone morphology analysis, neurons were exposed for 1
hour to FSK, FSK and JWH133, AM630, AM630 and H89 (a PKA inhibitor), or AM630 and
KT5720 (another PKA inhibitor). Scale bar: 5 um. Neurons were fixed and immunolabeled for
GAP-43. Histograms represent quantification of growth cone surface area (E) and filopodia
number (F). JWH133 abolished FSK induced increases in growth cone surface area and
filopodia number and PKA inhibition abolished growth cone morphology modifications
induced by AM630 (mean = SEM; n=from 160 to 360 per condition, # P<0.05 vs FSK group
*P<0.05 vs AM630 group). (G) Effect of the addition of CB,R agonists or inverse agonists on

phosphorylation levels of AKT, ERK” and S6 (P-AKT, P-ERK"? and P-S6).
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Figure.9 DCC Receptor is Required Downstream of PKA for CB2R Induced
Reorganization of the growth cone.

Retinal explants were grown for 1 DIV and growth cones were immunolabeled for CB,R (A)
and DCC receptor (B). Merged image is presented in C. They were also immunostained for
netrin-1, a ligand of DCC receptor (D). Dissociated neurons were cultured for 2 days in
vitro and treated with pharmacological agents for 1 hour. (E) DCC function blocking
(aDCCpp) antibody 3.5 pg/ml was added 15 minutes prior to AM630 or JTE907 stimulation.
aDCCfb abolished AM630 and JTE907 induced increases in growth cone surface area (F) and
filopodia number (G) (mean + SEM; n=from 134 to 159 per conditions, *P<0.05 vs control
condition). (H) Photomicrographs of growth cone for dec™ or dec”” mice. Histograms
showing the size of growth cone area and the filopodia numbers in dec™ and dec™™ animals
(I-L). Pharmacological modulation of the CB,R did not induce any significant changes in
growth cone surface area nor filopodia number in primary neuron cultures obtained
from dec”” mice embryos (I and K) whereas JWH133 and JWHO15 induced a decrease in
growth cone surface and filopodia number while AM630 and JTE907 augmented these
endpoints in dec™ neuron cultures (J and L) (mean + SEM; 125 to 219 per conditions,
*P<0.05 vs control condition). (M) DIV2 neurons were treated with AM630, JTE907, AM630
and KT5720, AM630 and H89, or FSK for 15 minutes. Following biotinylation and western
blot, expression of surface protein was assessed for DCC receptor, CB,R and NCAM. Scale

bar: 10 um (A-C, E, H); 250 um (D).
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Figure.10 CB2R Modulates RGC Projection Development In Vivo and Eye-Specific
Segregation in the Lateral Geniculate Nucleus.

Hamsters at P1 were injected in the eye with CTb-FITC and 300 pM AM630, 300 uM
JWH133 or vehicle control. Perfusion and brain fixation were done at P5. CTb revelation was
performed with anti-CTb, enhanced with ABC Kit and revealed with DAB-Nickel Kkit.
Photomicrographs of the lateral terminal nucleus (LTN) for the control and the AM630 groups
(A) and terminal magnifications are shown (B). Quantification for collateral projection length
is expressed as mean + SEM percentage versus the control group (C). Quantification for axon
branch density was also performed. AM630 increased axon growth (C) and collateral branch
number (D) (n=4 to 5 brains per condition, *P<0.05 versus control group). (E)
Photomicrographs showing SC for the control and the treated groups. In the AM630 treated
group, the presence of aberrant projections is illustrated by labeling in both hemispheres. (F)
Fluorescence images of the dLGN for cnr2™" and cnr2” mice showing contralateral
projections from right eye injected with CTb-Alexa-546 and ipsilateral projections from left
eye injected with CTb-Alexa-488. Merged images show all projections from both eyes to the
dorsal lateral geniculate nucleus, overlaying projections are shown in yellow (F). (G) Graphic
shows percentage of the dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN) receiving overlapping inputs
as mean + SEM (n=4 to 5 brains per condition, *P<0.05 versus control group). Quantification
of the percentage of overlapping inputs incnr2”” and enr2”" adult mice indicating a
significant increase in overlap between contralateral and ipsilateral RGC projections in the

dLGN of ¢nr2”" mice. Scale bars, 200 um (A, F); 50 um (B); 600 um (E).
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