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Résumé

Les connections synaptiques entre les cellules nerveuses (appelées synapses) sont essentielles a
I’établissement de I'architecture du systeme nerveux. La modification de ces synapses est un des
mécanismes par lequel I'apprentissage et la mémoire fonctionnent. On sait depuis plusieurs
années déja que la consommation de cannabis exerce une profonde influence sur I'apprentissage
et la mémoire, et que sa consommation chez la femme durant la grossesse ou I'allaitement peut
causer des déficits cognitifs chez I'’enfant qui perdureront a I’age adulte. Pour le moment, on ne
sait toujours pas si ces effets sont médiés par les récepteurs aux cannabinoides classiques (CB1
et CB2) ou par d’autres récepteurs tel le GPR55. Des études récentes du laboratoire du Pr.
Bouchard ont démontré un role important du systeme endocannabinoide dans le développement
du systeme nerveux notamment par la présence du récepteur GPR55 et son implication dans la
modulation du guidage et de la croissance des axones durant les périodes foetale et périnatale.
Comme certaines molécules et mécanismes cellulaires impliqués dans ces processus peuvent
aussi jouer un role dans la formation de synapses (synaptogenese), I’objectif de la présente étude
est de déterminer la contribution du GPR55 dans la formation de contacts synaptiques. A partir
de cortex d’embryons de souris, nous avons cultivé puis traité des neurones corticaux soit avec
un agoniste sélectif de GPR55 (0-1602) ou son antagoniste sélectif (ML-193), soit avec un
phytocannabinoide (cannabidiol) pendant 24 heures au 9e jour in vitro. En immunocytochimie,
les neurones traités avec le ML-193 ont démontré une réduction significative du nombre de
contacts synaptiques et une augmentation significative avec I’0O-1602 et le cannabidiol. Ces
changements anatomiques sont corrélés avec des modifications de I'expression des protéines
synaptiques GIuR1 et synaptophysine au niveau du cortex. En plus de fournir d’importantes
informations sur le développement du systeme nerveux, les résultats de cette étude contribuent
a I'amélioration de nos connaissances sur les anomalies du développement induites par la

consommation périnatale de cannabis.
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Abstract

Functional connections between nerve cells (called synapses) are essential to establish the
architecture of the nervous system. The modification of synapses is thought to be one of the
mechanisms by which learning and memory occur. It has been known for decades that cannabis
consumption has a profound influence on learning and memory, and that maternal marijuana
smoking during perinatal period causes cognitive deficits that last in the adulthood of the
offspring. For the moment, we do not know if these effects are mediated by the classic CB1 and
CB2 cannabinoid receptors or by other receptors such as GPR55. Recent studies by Pr. Bouchard
have demonstrated an important role for the endocannabinoid system in the development of the
nervous system, including the presence of GPR55 and its involvement in axon growth and target
innervation during the fetal and early postnatal periods. As certain molecules and cellular
mechanisms involved in these processes may also regulate synapse formation (synaptogenesis),
the objective of the present study is to determine the contribution of GPR55 in the formation of
new synaptic contacts. Primary cortical neurons isolated from embryonic mice were cultivated
and then treated either with a selective agonist of GPR55 (0-1602) or his selective antagonist
(ML-193), or with a phytocannabinoid (cannabidiol) for 24h at the ninth day in vitro (DIV9). In
immunocytochemistry, neurons treated with ML-193 have shown a decrease in synaptic density,
while the treatment with 0-1602 or cannabidiol increased it. These anatomical changes were
correlated with changes in the expression of synaptic proteins GluR1 and synaptophysin. Results
from this study provide important insight on the development of the nervous system and
contribute to improving our knowledge on developmental abnormalities induced by perinatal

cannabis use.
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Chapitre 1 — Recension des écrits

Développement des circuits neuronaux

Durant le développement du systeme nerveux, les axones doivent parcourir une grande distance
afin de contacter leur cible (Tessier-Lavigne et Goodman, 1996). Cette tache ne pourrait étre
accomplie sans leur capacité a reconnaitre une diversité de molécules qui leur fournissent des
indications sur le chemin a emprunter. Par la reconnaissance de ces signaux attractifs ou répulsifs,
la grande majorité des projections neuronales pourront atteindre et contacter leur cible en
limitant la formation de connexions ectopiques. La formation du contact synaptique qui s’en suit
est essentielle au développement de I'architecture du systéme nerveux et I'établissement d’un

tel réseau synaptique est largement relié au guidage axonal.

Croissance et guidage des axones
Durant le développement, I'extrémité de I’axone est caractérisée par la présence d’une extension
cytoplasmique appelée cone de croissance (Stoeckli et Landmesser, 1998). Cette structure
dynamique au mouvement amiboide détecte les signaux extracellulaires par de minces
prolongements cytoplasmiques nommées filopodes (Hanein et al., 1998; Mattila et Lappalainen,
2008). La motilité de ces filopodes influence la direction et la vitesse de croissance de I'axone

durant son parcours (Heckman et Plummer, 2013).

Molécules de guidage
Une grande variété de molécules sont impliquées dans la navigation de I’'axone. Parmi les plus
connus, il y a les nétrines, les slits, les éphrines, les sémaphorines ainsi que plusieurs
neurotrophines telles que le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (« Brain-Derived
Neurotrophic Factor », BDNF) et le facteur de croissance nerveuse (« Nerve growth factor », NGF)
(Kolodkin et al., 1993; Flanagan et Vanderhaeghen, 1998; Brose et al., 1999; Shen et Cowan, 2010;
Boyer et Gupton, 2018). Des études récentes ont également démontré I'implication de nombreux
lipides dans la croissance et le guidage axonal, notamment le N-arachidonoyl éthanolamine

(anandamide ou AEA), le sphingosine-1-phosphate (S1P), le lysophosphatidylglucoside



(LysoPtdGlc), I'acide lysophosphatidique (LPA) et le lysophosphatidylinositol (LPI) (Berghuis et al.,
2007; Strochlic et al., 2008; Cherif et al., 2015; Guy et al., 2015; Cheng et al., 2016). Plusieurs de
ces molécules peuvent fournir des indications bidirectionnelles (Mueller, 1999). La réponse
cellulaire dépend des récepteurs présents a la membrane plasmique du céne de croissance, mais
aussi de la concentration intracellulaire du Ca?* et de I’activité de plusieurs enzymes et seconds
messagers (Song et Poo, 2001; Buck et Zheng, 2002; Yuan et al., 2003; Gasperini et al., 2017;

Duquette et Lamarche-Vane, 2020).

Parmi les molécules offrant une possibilité de guidage bidirectionnelle, la famille des
nétrines est probablement I'une des plus connues. Chez les mammiferes, cinq nétrines ont été
identifiées (nétrine 1, 3, 4, G1 et G2) dont la nétrine-1 est la plus caractérisée (Rajasekharan et
Kennedy, 2009; Boyer et Gupton, 2018; Lanoue et Cooper, 2019). Deux familles de récepteurs
membranaires sont principalement impliquées dans la réponse cellulaire a la nétrine-1 : la famille
des récepteurs DCC (« Deleted in Colorectal Cancer ») est responsable des effets attractifs, alors
que la famille des récepteurs UNC5 est responsable des effets répulsifs (Boyer et Gupton, 2018).
Fortement exprimée durant le développement cortical embryonnaire, la nétrine-1 est impliquée
non seulement dans la croissance et le guidage des axones, mais aussi dans la croissance et le
développement de I'arbre dendritique, dans la formation de ramifications et dans la formation
des synapses (Serafini et al., 1996; Métin et al., 1997; Colén-Ramos et al., 2007; Manitt et al.,
2009; Goldman et al., 2013; Horn et al., 2013; Glasgow et al., 2018). Par exemple, la nétrine-1 est
impliquée dans le guidage des projections cortico-thalamiques et rétiniennes, et permet la
formation des commissures interhémisphériques et hippocampiques (Serafini et al., 1996; Métin

et al., 1997; Argaw et al., 2011; Duff et al., 2013).

Bases moléculaires du guidage axonal
Les molécules de guidage peuvent provoquer |'extension (attraction), I'arrét (inhibition) ou
I'effondrement (répulsion) du cone de croissance par un mécanisme impliquant essentiellement
le cytosquelette d’actine et des microtubules (Dent et al., 2011). En se liant a leurs récepteurs
membranaires, elles influencent la production des seconds messagers tels que I'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc), la guanosine monophosphate cyclique (GMPc), l'inositol

trisphosphate (IP3), le diacylglycérol (DAG) et le Ca?* (Nishiyama et al., 2008). La concentration
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intracellulaire et la distribution spatiotemporelle de ces seconds messagers au sein du cone de
croissance influencent la motilité et le guidage de I'axone par une cascade de réactions
débouchant sur le dynamisme de I’actine filamenteuse (actine-F) (Figure 1.1) (Buck et Zheng,
2002; Yuan et al., 2003; Gasperini et al., 2017). Les principaux effecteurs régulant le dynamisme
de l'actine-F font partie de la famille des petites GTPases de type Rho telles que RhoA, Rac et
Cdc42 (Hall, 1998). Alors que Rac et Cdc42 sont habituellement des modulateurs positifs de
I’extension axonale, RhoA est davantage un modulateur négatif et peut causer I'effondrement du

cone de croissance (Yuan et al., 2003).

Figure 1.1- Influence du Ca?* sur la croissance des filopodes du céne de croissance

Le cytosquelette du cone de croissance est composé en périphérie d’'une forte concentration
d’actines filamenteuses (actine-F, rouge), alors que le domaine central est composé de
microtubules (vert) et de plusieurs organelles telles que le réticulum endoplasmique (RE).
L'actine-F est organisée en mailles au niveau des lamellipodes et en paquets dans les filopodes.
’augmentation de la concentration du Ca?* intracellulaire lors de I'activation de récepteurs
membranaires (mauve) par des molécules de guidage induit la formation de paquets d’actine-F,
ce qui favorise la protrusion des filopodes. (Adaptée de Gasperini et al., 2017)

Des données récentes suggerent également qu’il pourrait y avoir un lien direct entre la
mobilisation du Ca?* du réticulum endoplasmique (RE) et le dynamisme de I’actine-F (Figure 1.1)

(Gasperini et al., 2017). Ainsi, le BDNF et la nétrine-1 peuvent induire une attraction ou une
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répulsion en fonction du ratio AMPc/GMPc et de la concentration intracellulaire du Ca?* (Song et
Poo, 2001; Nishiyama et al., 2003; Duquette et Lamarche-Vane, 2020). Par exemple, la
modulation du guidage par la nétrine-1 est dépendante de l'influx de Ca?* provenant des
récepteurs ionotropiques TRPV1 et du RE (Hong et al., 2000; Nishiyama et al., 2003; Wang et Poo,
2005; Duquette et Lamarche-Vane, 2020).

Egalement, Bouchard et al. (2008) ont démontré que la réponse neuronale a la nétrine-1
est augmentée lors de la dépolarisation du neurone. La dépolarisation favorise I'insertion du
récepteur DCC a la membrane plasmique par un mécanisme dépendant de I’AMPc, de la protéine
kinase A (PKA), de la protéine kinase C (PKC) et de la protéine kinase phosphoinositide-3 (PI3K)
(Figure 1.2) (Bouchard et al., 2004; Bouchard et al., 2008). A ce jour, de nombreuses études ont
démontré I'importante contribution de la PKC dans la croissance de I'axone et des dendrites (Hsu

et al., 1989; Heacock et Agranoff, 1997; Kolkova et al., 2000; Rosdahl et al., 2002).

Netrin-1

Figure 1.2- Recrutement de DCC a la membrane plasmique

La dépolarisation des neurones corticaux en développement induit I'insertion de récepteurs DCC
a la membrane plasmique par un mécanisme dépendant de I’AMPc et des protéines kinases PKA,
PKC et PI3K, ce qui augmente leur sensibilité a la nétrine-1 et favorise I’élongation de leur axone.
Abréviations: AC, adénylate cyclase; cAMP, adénosine monophosphate cyclique; DAG,
diacylclycérol; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PKA, protéine kinase A; PKC, protéine kinase C;
PLC, phospholipase C. (Tirée de Bouchard et al., 2008)
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Atteinte de la région cible

Le cOne de croissance ralentit sa progression lorsqu’il atteint sa région cible. Par exemple, une
étude sur les embryons du Xenopus laevis (Harris et al., 1987) a démontré que les projections des
cellules ganglionnaires issues de la rétine (CGR) croissent a environ 60 um/heure dans le tractus
optique et que leur vitesse diminue a environ 16 um/heure lorsqu’ils atteignent le tectum
optique. Les régions délimitant la cible de I'axone pourraient exprimer des molécules diffusibles
répulsives afin de lui indiquer qu’il a atteint sa région d’intérét et d’éviter qu’il ne la dépasse (Holt
et Harris, 1998). A ce moment, la morphologie du cdne de croissance se complexifie et 'axone se
divise en de nouvelles branches, toutes motiles et a la recherche de la cible a contacter. Par
exemple, la molécule répulsive Sema3A, qui est exprimée par le tectum optique, pourrait étre
une des molécules responsables de [|'arborisation des terminaisons issues des CGRs.
Lorsqu’appliquée sur des cultures de CGRs in vitro, elle provoque l'arrét et I'effondrement du
cone de croissance (Campbell et al., 2001). De cet effondrement naissent cependant de nouvelles
ramifications axonales, qui elles poursuivent leur croissance (Davenport et al., 1999). Des
molécules répulsives pourraient ainsi favoriser le développement de ramifications, ce qui
augmente la probabilité qu’il y ait contact avec le neurone postsynaptique (Spillane et Gallo,
2014). D’autres molécules répulsives, comme I’éphrineB et Slit, favorisent la formation de
ramifications axonales (Wang et al., 1999; Marler et al., 2008; Bilimoria et Bonni, 2013; Tortoriello

et al., 2014).

Formation du contact axo-dendritique
Un contact peut étre produit sur différentes parties d’un neurone postsynaptique : sur leur corps
cellulaire (axo-somatique), sur l'arbre dendritique (axo-dendritique) et sur I’axone (axo-
axonique). Les synapses excitatrices (glutamatergiques) se forment généralement sur des
structures spécialisées de I'arbre dendritiques appelées épines dendritiques (Stahnisch et Nitsch,
2002). Ces excroissances cytoplasmiques peuvent se développer directement sur les dendrites,
mais généralement elles sont le résultat d’une maturation des filopodes dendritiques (Yoshihara
et al., 2009). Similairement aux filopodes présents sur les cones de croissance, les filopodes

dendritiques sont des structures trés dynamiques (Mateos-Aparicio et Rodriguez-Moreno, 2020).
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L'interaction entre les filopodes dendritiques et axonaux est un élément clé a la formation
du contact axo-dendritique (Ziv et Smith, 1996; Fiala et al., 1998; Jontes et al., 2000; Luscher et
al., 2000). Durant la maturation du neurone, le nombre de filopodes dendritiques est inversement
corrélé avec le nombre de synapses, ce qui suggere que les filopodes dendritiques initient la
formation du contact synaptique en s’allongeant vers I'axone avant de se stabiliser en épines
dendritiques (Figure 1.3A) (Ziv et Smith, 1996; Fiala et al., 1998; Dunaevsky et al., 1999; Jontes et
al., 2000).

Le fait que les filopodes dendritiques et axonaux semblent étre attirés I'un vers 'autre
suggere la présence de molécules chémoattractives (Goda et Davis, 2003). Les théories actuelles
supposent d’ailleurs que les mécanismes impliqués dans la formation du contact axo-dendritque
seraient similaires aux mécanismes impliqués dans le guidage axonal (Shen et Cowan, 2010).
Ainsi, les molécules qui modulent positivement la croissance et le guidage des axones, ou celles
qui favorisent le développement de I'arborisation dendritique ou axonale, pourraient également
favoriser la formation de synapses en augmentant la probabilité qu’il y ait un contact entre les
terminaisons pré- et postsynaptiques (Vicario-Abejon et al., 1998; McAllister et al., 1999; Alsina
et al., 2001; Dent et al., 2004; Tang et Kalil, 2005; Colén-Ramos et al., 2007; Manitt et al., 2009;
Harter et al., 2010). Par exemple, I'application de nétrine-1 ou de BDNF dans le tectum optique
de la grenouille Xenopus laevis augmente |'arborisation des axones des CGRs ainsi que le nombre
de contacts présynaptiques (Alsina et al., 2001; Manitt et al., 2009). Récemment, il fut également
démontré que la nétrine-1 et le récepteur DCC sont aussi trés présents a la synapse chez le
rongeur et qu’ils y régulent la formation de contacts synaptiques glutamatergiques (Goldman et

al., 2013).

Stabilisation, formation et maturation de la synapse
Lorsqu’un contact est établi avec la cible postsynaptique, deux événements sont principalement
observés. Premiérement, il se produit une importante augmentation intracellulaire du Ca?* au
niveau des filopodes axonaux (Figure 1.3B) (Dai et Peng, 1993; Funte et Haydon, 1993).
Similairement au guidage axonal, le Ca?* semble étre une composante fondamentale durant le

premier dialogue entre les filopodes axonaux et dendritiques. Fait intéressant, I’'expression du
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récepteur de I'inositol trisphosphate (IP3R), responsable de la mobilisation du Ca?*via le RE, est
fortement augmentée au niveau du SNC durant I'importante phase de synaptogenese lors du
développement embryonnaire (Dent et al., 1996). L’augmentation intracellulaire du Ca?* pourrait
faciliter la formation et la maturation de la synapse en favorisant la polymérisation de I’actine

(Shen et al., 2006; Yao et al., 2006).

Deuxiémement, la force d’adhérence entre le cone de croissance et la cellule cible
augmente rapidement a la suite du contact (Evers et al.,, 1989). En effet, similairement aux
jonctions intercellulaires, les synapses contiennent des molécules d’adhérences cellulaires (« cell
adhesion molecule », CAM) qui stabilisent le contact axo-dendritique (Figure 1.3B) (Yamagata et
al., 2003). De nombreux types de CAMs ont été identifiés et sont impliqués dans la formation, la
stabilisation et la maturation des synapses, dans le recrutement des protéines pré- et
postsynaptiques, et dans la plasticité synaptique a court et a long terme (Stidhof, 2018). Par
exemple, plusieurs membres de la famille des cadhérines, qui sont des molécules d’adhésion Ca?*-
dépendantes essentielles a la formation des jonctions adhérentes au sein de tous les tissus, ont
été identifiés au niveau des synapses en développement (Takeichi, 1994; Paradis et al., 2007).
Contrairement aux cadhérines impliquées dans les jonctions intracellulaires classiques, celles
retrouvées au niveau des synapses semblent étre hétérophiles, c’est-a-dire qu’elles peuvent lier
des cadhérines de types différents, ce qui respecterait I'asymétrie de la jonction synaptique
(Brose, 1999). Par exemple, deux types de cadhérines (Cdh8 et Cdh9) sont exprimés par des
cellules bipolaires différentes, et leurs délétions affectent la connexion avec leur cellule
ganglionnaire respective (Duan et al, 2014). En plus de leur réle dans Il'adhérence
intersynaptique, les cadhérines contribuent a la transduction du signal extracellulaire par des

mécanismes impliquant le cytosquelette d’actine (Stidhof, 2018).

Lorsqu’un contact est établi, les terminaisons pré- et postsynaptique se développent afin
de produire une synapse fonctionnelle (Figure 1.3C-D). Cette maturation peut-étre trés rapide,
car plusieurs des composantes nécessaires a la libération présynaptique des neurotransmetteurs
et a leur réception postsynaptique semblent étre préfabriquées et étre déja présents au niveau
de I'axone ou de la dendrite (Ahmari et al., 2000; Bresler et al., 2004). Comme les synapses sont

des structures hautement asymétriques, des signaux différents doivent étre impliqués dans le
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recrutement des différentes composantes (Goda et Davis, 2003). Le complexe
neuroligine/neurexine, un systéme d'adhérence hétérophilique largement exprimé dans le SNC,
est un des mécanismes responsables de la formation de cette asymétrie (Stidhof, 2017). Les
neuroligines dendritiques et les neurexines axonales sont des protéines transmembranaires qui,
lorsqu’elles entrent en contact, induisent le recrutement de plusieurs protéines synaptiques
impliquées dans la transduction du signal (Stidhof, 2018). Par exemple, I'extrémité intracellulaire
de la neuroligine postsynaptique peut interagir avec des protéines contenant un domaine PDZ
telles que la protéine de densité postsynaptique 95 (PSD95) (Missler et al., 1998). Ces protéines
d’échafaudage sont elles-mémes impliquées dans le recrutement de récepteurs postsynaptiques,
de canaux ioniques ainsi que d’autres protéines de transduction (Brose, 1999). Du c6té
présynaptique, la neurexine peut lier la protéine CASK, une protéine a domaine PDZ qui est
impliquée dans le recrutement de la machinerie de libération des vésicules présynaptiques (Hata
et al., 1996). De plus, le complexe neuroligine/neurexine permet la génération de la spécificité
synaptique : alors que la neuroligine-1 est principalement située sur les synapses
glutamatergiques, c’est la neuroligine-2 qui est principalement retrouvée sur les synapses

GABAergiques (Sudhof, 2018).

D’autres CAMs sont également impliquées dans la maturation des terminaisons
synaptiques. Par exemple, les récepteurs Eph sont une large famille de récepteurs tyrosines
kinases qui sont divisés en sous-classe A et B selon leur affinité pour les ligands éphrine-A ou
éphrine-B (Sanes et al.,, 2011). Tout comme les cadhérines, ce systeme est présent dans la
majorité des tissus ou ils sont impliqués dans une variété de processus biologiques pendant le
développement embryonnaire (Triplett et Feldheim, 2012). Il fut récemment démontré que
I’éphrine-B3 permet le recrutement de PSD95 au niveau de la terminaison postsynaptique

(Hruska et al., 2015).
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Figure 1.3—- Formation du contact axo-dendritique

(A) La formation du contact axo-dendritique est initiée par l'interaction entre les filopodes
dendritiques et axonaux. (B) Lorsqu’un contact est établi, une importante augmentation
intracellulaire du Ca?* (brun) est observée dans le filopode axonal. Des molécules d’adhésions
cellulaires (CAM, orange) permettent de stabiliser le contact synaptique. (C) Un systeme
d’adhérence hétérophiles (bleu et mauve) permet la maturation des terminaisons pré- et
postsynaptiques par le recrutement de différentes protéines d’échafaudages (jaune et vert). Des
vésicules synaptiques (rouge) et les protéines nécessaires a leur libération s’accumulent a la
terminaison présynaptique (jaune). Parallelement, des récepteurs sont recrutés a la terminaison
postsynaptique (gris). (D) La synapse mature est asymétrique et comprend un ensemble de
protéines assurant la transduction du signal synaptique. (Adaptée de Goda & Davis, 2003)

Raffinement synaptique
La synapse demeure une structure hautement dynamique a la suite de sa formation. Plusieurs
des synapses nouvellement formées seront éliminées au cours du développement (Purves et
Lichtman, 1980). Chaque poussée de synaptogenése crée typiquement beaucoup plus de
synapses que nécessaire. Le processus de synaptogenese est ainsi suivi d’'une période

d’émondage pendant laquelle les connexions inutiles de I'arbre dendritique sont éliminées
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(Huttenlocher, 1994). Chez I’humain, le processus de synaptogenese-émondage culmine durant
les deux premieres années et le nombre de synapses est stabilisé seulement a la fin de
I'adolescence (Figure 1.4) (Huttenlocher, 1994). Cette propriété du systéeme nerveux de se
modifier et de se réorganiser est appelée neuroplasticité et sous-tend sa capacité a s’adapter a
son environnement (Fuchs et Fligge, 2014). Les épines dendritiques sont d’ailleurs hautement

dynamiques durant le développement et le demeurent chez I'adulte (Dailey et Smith, 1996).

Densité de contacts synaptiques

| | 1
Conception Naissance Puberté Mort

Figure 1.4— Phases de formation et d’émondage des synapses dans le cortex humain

Le nombre de synapses augmente graduellement pendant les premiéeres années de vie.
L'adolescence est marquée par une forte période d’émondage ou le nombre de synapses sera
réduit environ de moitié. (Adaptée de Kolb & Fantie, 2009)

L’élaboration de I'arbre dendritique et le raffinement des connexions synaptiques sont
généralement décrits comme étant le produit de I'expérience (Wiesel et Hubel, 1963; Monk et
al., 2001). Cependant, de nombreuses études ont démontré que les connexions synaptiques sont
modifiées méme en absence d’activité sensorielle durant le développement embryonnaire
(Wiesel et Hubel, 1965; Stryker et Harris, 1986; Katz et Shatz, 1996). Par exemple, les colonnes de
dominance oculaire du cortex strié ainsi que la rétinotopie du corps géniculé latéral (CGL) sont
déja partiellement développées lors de la naissance (Rakic, 1976; Sur et al., 1984; Sretavan et
Shatz, 1986). Il fut alors proposé que I’activité spontanée des neurones durant le développement
embryonnaire permettrait I’établissement de la circuiterie de base du cortex visuel, alors que

I'activité sensorielle permettrait le raffinement et le renforcement des connexions adéquates
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(Katz et Shatz, 1996). Des activités spontanées et rythmiques ont été documentées au niveau de
la rétine et du corps géniculé latéral bien avant I’'ouverture des yeux (Galli et Maffei, 1988; Meister
et al., 1991; Wong et Oakley, 1996; Weliky et Katz, 1999). D’ailleurs, de tels rythmes spontanés
sont présents dans toutes les régions du cerveau, et pourraient faciliter le développement et

I’organisation des communications intra- et intercorticales (Garaschuk et al., 2000).

A partir de la naissance, la formation et I’émondage des synapses sont principalement
régulés par I'expérience (Kolb et Fantie, 2009). Tout comme le développement embryonnaire, le
développement postnatal demeure une période tres vulnérable aux facteurs externes (Rice et
Barone, 2000; Grant et al., 2018). Par exemple, I'administration intracorticale de BDNF durant la
période périnatale nuit a la formation des colonnes de dominance oculaire et provoque la
formation de ramifications axonales exubérantes, diminuant la spécificité synaptique (Cabelli et
al., 1995). Des substances exogenes telles que I'alcool, le tabac, les antidépresseurs et le cannabis
peuvent également avoir un effet nocif sur le développement des contacts synaptiques. Par
exemple, I'exposition prénatale a l'alcool altére la densité et la morphologie des épines
dendritiques des neurones pyramidaux hippocampiques et corticaux, ce qui peut en partie
expliquer les déficits cognitifs retrouvés chez les enfants atteints du syndrome d’alcoolisation
foetale (Yanni et Lindsley, 2000; Delatour et al., 2020). Similairement, |’exposition prénatale au
tabac affecte la plasticité synaptique et diminue I’expression de la sous-unité GluR1 du récepteur
au glutamate de type AMPA, de la protéine présynaptique synaptophysine (SVP) et de PSD95
(Parameshwaran et al., 2012). De plus, I'expression de SVP est augmentée au niveau du gyrus
denté lors d’une exposition périnatale a 'antidépresseur Fluoxétine, ce qui pourrait favoriser le
développement de troubles d’intériorisation chez I’enfant (Oberlander et al., 2010; Gemmel et
al., 2017). Considérant les effets psychotropes du cannabis, il est possible que sa consommation
durant la période périnatale ait également des répercussions sur la formation de contacts
synaptiques durant le développement embryonnaire (Linge et al., 2016; Sales et al., 2019). Il est
donc primordial d’étudier les mécanismes impliqués dans le développement cérébral ainsi que

les molécules qui le modulent.
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Le systeme cannabinoide

Les produits dérivés de la plante Cannabis sativa sont utilisés tant au niveau récréatif que
médicinal grace a leurs propriétés psychoactives. A ce jour, plus de 113 molécules actives
provenant de C. sativa ont été identifiées (Aizpurua-Olaizola et al., 2016). Ces cannabinoides sont
nommeés phytocannabinoides lorsqu’ils sont dérivés de la plante et le A-9-tétrahydrocannabinol
(AS-THC ou THC) en est le plus connu di a ses effets euphorisants. Le second principal
phytocannabinoide est le cannabidiol (CBD). D a son absence d’effet euphorisant, le CBD est
grandement étudié en médecine thérapeutique pour son potentiel anticonvulsif, anti-
inflammatoire, anxiolytique et antiémétique (Campos et al., 2017; Grant et al., 2018). Outre ses
vertus thérapeutiques, le CBD semble atténuer les effets secondaires du THC, comme la paranoia
ou I'anxiété (Niesink et van Laar, 2013). Ainsi, les effets de la consommation de cannabis different

grandement selon les concentrations de ces deux composés (llan et al., 2005).

Qu’il soit consommé par inhalation ou ingestion, le cannabis procure ses effets en agissant
sur un systeme endogene : le systeme endocannabinoide. Ce dernier comporte globalement 3
éléments. Le premier se compose des cannabinoides produits naturellement par le corps;
molécules que 'on nomme endocannabinoides (eCBs). Le second se compose des récepteurs
membranaires pouvant lier les différents cannabinoides (eCBs, phytocannabinoides ou
cannabinoides synthétiques). Le dernier élément se compose des enzymes menant a la synthese

et a la dégradation des eCBs.

Les récepteurs aux cannabinoides classiques

La volonté d’isoler les principes actifs du cannabis et d'identifier le mécanisme d'action de ces
molécules a conduit a la découverte du 1°" récepteur aux cannabinoides en 1988, le CB1R (Devane
et al., 1988). CB1R est exprimé essentiellement dans le SNC par les neurones GABAergiques, mais
aussi par les neurones glutamatergiques, cholinergiques, glycinergiques et sérotoninergiques (Hu
et Mackie, 2015). Comme on le retrouve dans la majorité des régions cérébrales impliquées dans
la cognition, tels que le cortex préfrontal et I’"hippocampe, il est probablement responsable de la
majorité des effets psychoactifs du cannabis (Lu et Mackie, 2016). Chez I'adulte, CB1R est localisé

principalement sur les terminaisons présynaptiques ou il module la libération de
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neurotransmetteurs (Nyiri et al., 2005). Comme CB1R est peu exprimé en périphérie, il a été
proposé I'existence d’un second récepteur pouvant expliquer les effets non psychoactifs du
cannabis. Isolé en 1993, CB2R est exprimé essentiellement dans les cellules du systeme
immunitaire (Munro et al., 1993; Klein et al., 2003). Bien que certaines études aient également
démontré son expression dans les neurones, la présence du CB2R dans le SNC a longtemps été
débattue (Ashton, 2012; Cécyre et al., 2014b). AI'Ecole d’optométrie de I’'Université de Montréal,
les laboratoires des professeurs Bouchard, Ptito et Casanova ont démontré la présence et la
fonction des récepteurs aux cannabinoides au niveau du systéme nerveux visuel a I'aide de souris
transgénique (Argaw et al., 2011; Zabouri et al., 2011a; Zabouri et al., 2011b; Bouskila et al., 2012;
Bouskila et al., 2013a; Cécyre et al., 2013b; Duff et al., 2013; Cécyre et al., 2014a; Abbas Farishta
et al., 2015; Javadi et al., 2015; Bouchard et al., 2016; Bouskila et al., 2016a; Bouskila et al., 2016c;
Kucera et al., 2018; Cécyre et al., 2020b).

Transduction du signal
CB1R et CB2R appartiennent a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) et sont
couplés spécifiquement a la protéine Gi,. Lorsqu’activés, ils modulent la phosphorylation de
plusieurs protéines via I'inhibition de I'adénylate cyclase (AC) et activent la voie des MAPK et des
GTPases de type Rho (Morris et Malbon, 1999; Howlett et al., 2002; Berghuis et al., 2007). De
plus, I'activation de la protéine Gi/, est particulierement associée avec une augmentation de la
disponibilité de la protéine Ggy (Uezono et al., 2004). Ainsi, I'activation de CB1R et CB2R diminue
I’excitabilité neuronale par la fermeture des canaux calciques dépendant du voltage (CCDV) et
par I'ouverture des canaux potassiques de type GIRK (« G protein-gated inwardly rectifying
potassium ») via la protéine Gg, (Wilson et al., 2001). Comme d’autres récepteurs couplés a la
protéine Gijs, I'activation de CB1R et CB2R peut parfois augmenter la synthese d’AMPc et la
concentration du Ca?* intracellulaire, suggérant la possibilité d’un couplage aux sous-unités Ggs
et Gug/11 dans certains types cellulaires (Cruciani et al., 1993; Glass et Felder, 1997; Lauckner et

al., 2005).

La voie de signalisation déclenchée en aval de CB1R et CB2R semble dépendre non

seulement du type cellulaire, mais aussi de I'agoniste utilisé (Navarrete et Araque, 2008; Atwood
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et al., 2012). Plusieurs phénomeénes peuvent expliquer la diversité en voie de signalisation des
récepteurs aux cannabinoides. Parmi ceux-ci figure notamment le concept de sélectivité
fonctionnelle des ligands; un phénomeéne spécifique aux RCPGs (Urban et al., 2007). Ces ligands,
autrefois appelés « agonistes biaisés », peuvent activer sélectivement certaines voies de
signalisation d’un méme récepteur en modifiant sa conformation active (Kenakin, 1995; Kenakin

et Miller, 2010; Laprairie et al., 2017).

Comme plusieurs RCPGs, CB1R et CB2R comportent des sites de liaisons allostériques
pouvant interagir avec une diversité de molécules (Feng et al., 2014; Pertwee, 2015; Mielnik et
al., 2020). Ces ligands, dits ligands allostériques, se lient a un site distinct du site actif
(orthostérique) du récepteur et modifie sa conformation. Cette nouvelle conformation affecte
I"affinité et/ou I'efficacité du ligand orthostérique. Par exemple, les eCBs et le THC se lient au site
orthostérique de CB1R et CB2R, alors que le CBD se lie au site allostérique (Gado et al., 2019). La
modulation du THC par le CBD a été rapportée par plusieurs études (Niesink et van Laar, 2013;
Osborne et al.,, 2017) et pourrait expliquer la réduction des effets secondaires lorsque la

concentration en CBD du cannabis est élevée.

CB1R et CB2R peuvent également former des complexes avec d’autres GPCRs tels que le
GPR55, le récepteur de la dopamine (D2), le récepteur de I'orexine A, le récepteur de 'adénosine
(2A) et le récepteur des opioides (Kearn et al., 2005; Mackie, 2005; Hudson et al., 2010; Callén et
al., 2012; Herrick-Davis, 2013; Moreno et al., 2014). Ce phénoméne, nommé hétérodimérisation,
peut grandement influencer la réponse intracellulaire a la suite de leur activation (Milligan, 2009).
De plus, ils peuvent aussi étre régulés par une multitude de protéines intracellulaires, telles que
Cripl a/b, SGIP1, GASP1 et la B-arrestine (Lu et Mackie, 2020). La formation d’un complexe avec

une de ces protéines peut provoquer leur désensibilisation et leur internalisation.

Les endocannabinoides
Un endocannabinoide (eCB) est un ligand endogene qui peut lier CB1IR ou CB2R a leur site
orthostérique (Pertwee, 2015). A ce jour, 5 eCBs ont été identifiés : 'AEA, le 2-arachidonylglycérol
(2-AG), le 2-Arachidonyl glyceryl éther (noladin éther ou 2-AGE), le O-arachidonoyl éthanolamine

(virodhamine ou O-AEA) et le N-arachidonoyl dopamine (NADA) (Devane et al., 1992; Mechoulam
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et al., 1995; Bisogno et al., 2000; Hanus et al., 2001; Porter et al., 2002). De plus, de nouvelles
évidences suggerent I'existence de 8 autres molécules endogenes pouvant lier ces récepteurs au
site orthostérique (Pertwee, 2015). L’AEA et le 2-AG demeurent toutefois les deux eCBs les plus
connus et les plus étudiés. En plus de CB1R et CB2R, les eCBs peuvent activer des récepteurs
nucléaires, des canaux ioniques ainsi que d’autres RCPGs tels que le GPR55 (Di Marzo et al., 2000;

Pertwee, 2010).

Les eCBs sont des lipides bioactifs et font partie d’'un ancien systeme de contréle
homéostatique qui a évolué différemment chez les eucaryotes (McPartland et al., 2006). lls ont
la particularité d’étre synthétisés sur demande a partir de phospholipides membranaires,
généralement a la suite d’une augmentation du Ca?* intracellulaire, et de pouvoir influencer la
signalisation neuronale de facon rétrograde (Kreitzer et Regehr, 2001). Comme ils ne peuvent pas
étre entreposés dans des vésicules synaptiques di a leur caractere lipophile, et qu’ils ne sont pas
libérés par les terminaisons présynaptiques par exocytose, les eCBs sont considérés comme des
neurotransmetteurs atypiques. Leur synthéese « sur demande » implique qu’ils ont une libération
spatio-temporelle tres restreinte qui ne dure que quelques secondes au maximum (Lu et Mackie,

2020).

Les enzymes de synthése et de dégradation
La synthese de I’AEA débute avec la phosphatidyléthanolamine (PE), nommée aussi céphaline d{
a sa forte concentration au niveau de la substance blanche du cerveau (Devane et al., 1992).
L’enzyme n-acyltransférase, dont I'activité est dépendante du Ca?*, transforme la PE en n-
arachidonyl phosphatidylethanolamine (NAPE) (Cadas et al., 1997). La NAPE est ensuite
hydrolysée en AEA par I'enzyme N-arachidonoyl phosphatidyléthanolamine-phospholipase D
(NAPE-PLD) (Okamoto et al., 2004).

37



A

n-acyltransférase ‘_PLiB Lyso-PLD
Lyso-PLC

NAPE-PLD

v

FAAH—><—MAGL

COX-2 LOX COX-2

l

A\ 4
Prostamides Nagly | | Leucotriénes [Prostaglandines]

Figure 1.5- Voie métabolique des endocannabinoides et des phospholipides

Ce schéma simplifié représente la synthese des endocannabinoides (vert) et des
lysophospholipides (gris) a partir de phospholipides membranaires (jaune). Des eicosanoides
(rose) peuvent étre également produits par la dégradation des endocannabinoides. Abréviations :
2-AG, 2-arachidonylglycérol; AA, acide arachidonique; AEA, anandamide; CDP-DAG, Cytidine
diphosphate diacylglycérol; COX-2, cyclooxygénase 2; DAG, diacylglycérol; FAAH, hydrolase des
amides  d’acides gras; IP3s, inositol trisphosphate; LOX, lypoxygénase; LPG,
lysophosphatidylglycérol; LPA, acide lysophosphatidique; LPI, lysophosphatidylinositol; Lyso-PLC,
lyso-phospholipase C; MAGL, monoacylglycérol; NAPE, n-arachidonyl phosphatidylethanolamine;
PA, acide phosphatidique; PE, phosphatidyléthanolamine; PG, phosphatildylglycérol; PGE2,
prostaglandine E;; PG-P, phosphatidylglycerol phosphate; PI, phosphatidylinositol; PIP2,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; PLA1, phospholipase Ai; PLA2, phospholipase Az; PLC,
phospholipase C; PLD, phospholipase D.

Trois voies de synthéses peuvent mener a la synthése du 2-AG. A partir du
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2), un constituant majeur des membranes cellulaires,
la phospholipase C B (PLC B) synthétise le diacylglycerol (DAG) qui est ensuite hydrolysé en 2-AG

par la diacylglycerol lipase-a (DAGLa) (Farooqui et al., 1988; Bisogno et al., 2003). Cette premiére
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voie est considérée comme la principale au niveau du SNC (Kano et al., 2009). La seconde voie a
comme substrat le lipide membranaire phosphatidylinositol (PI), issu aussi du PIP2. Le PI est
hydrolysé en 2-Arachidonoyl-LPI (LPI) par la phospholipase A; (PLA1), et ensuite en 2-AG par la
lyso-phospholipase C (lyso-PLC) (Higgs et Glomset, 1994). La troisieme voie de synthése provient
de I'hydrolyse du 2-arachidonoyl-LPA en 2-AG par la 2-LPA phosphatase. (Nakane et al., 2002;

Murataeva et al., 2014).

Comme I'AEA, la synthese du 2-AG est principalement initiée par une augmentation du
Ca?* intracellulaire, car la DAGLa et la PLC B sont deux enzymes dépendantes du Ca* (Shonesy et
al., 2015). Cependant, la PLC B peut aussi étre activée par la protéine Gq/11 (Maejima et al., 2005).
De ce fait, certaines études (Varma et al., 2001; Lau et Vaughan, 2008; Kano et al., 2009; Ho et
al., 2011) ont observé une augmentation de la synthése du 2-AG a la suite de I'activation de RCPGs
tels que les récepteurs métabotropes glutamatergiques de type 1 (mGIuR1l et mGIuR5), les

récepteurs muscariniques de type 1 et 3 (M1 et M3) et le récepteur de I'orexine de type 1 (OxR1).

Le mécanisme de libération des eCBs est tres peu connu a ce jour. Contrairement aux
neurotransmetteurs classiques qui diffusent a travers la fente synaptique, les molécules
hydrophobes telles que les eCBs ont tendance a demeurer associées a la membrane (Piomelli,
2003). Des protéines extracellulaires telles que les lipocalines et I'albumine pourraient faciliter
leur transport a travers la fente synaptique (Nicolussi et Gertsch, 2015). Ces protéines sont
présentes dans le sang, le liquide cérébrospinal et le cytoplasme, et participent au transport de
plusieurs protéines hydrophobes. De récentes évidences suggerent leur implication dans le
transport des eCBs dans le milieu intracellulaire (Nicolussi et Gertsch, 2015). En effet, comme au
niveau extrasynaptique, des protéines cytosoliques sont nécessaires aux transports des eCBs vers
leurs cibles intracellulaires telles que le CB1R mitochondrial et les enzymes de dégradation des
cannabinoides. En plus de I'albumine, les protéines de liaison aux acides gras (« fatty-acid-binding
proteins », FABPs) et les protéines de choc thermique 70 (« heat shock proteins 70 », HSP70)
semblent importantes pour le transport intra- et extracellulaire des eCBs (Nicolussi et Gertsch,
2015). Récemment, une étude (Haj-Dahmane et al., 2018) a démontré la présence de FABPs dans
la fente synaptique ainsi que son implication dans l'inhibition rétrograde de la transmission

glutamatergique par les eCBs.
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Les récepteurs aux cannabinoides sont exprimés principalement sur la face extracellulaire
des membranes, le retour des eCBs dans le milieu intracellulaire marque la fin de leurs actions et
s’effectue probablement par diffusion facilitée (Piomelli, 2003). Les enzymes responsables de leur
dégradation sont retrouvées au niveau pré- et postsynaptique ainsi que dans les astrocytes et les
microglies. L’hydrolase des amides d’acides gras (« Fatty acid amide hydrolase », FAAH) est la
principale enzyme responsable de la dégradation de I’AEA. Elle est située principalement dans les
terminaisons postsynaptique au niveau des membranes intracellulaires, telles qu’au niveau du
réticulum endoplasmique et de la mitochondrie (Egertova et al., 2003). La FAAH hydrolyse I'AEA
ainsi que le 2-AG en acide arachidonique (AA), qui est un important précurseur des eicosanoides
tels les prostaglandines et les leucotrienes (Ueda et al., 2000; Zelasko et al., 2015). Cette réaction
peut aussi mener a la synthése de N-arachidonoyl glycine (NAGly), un lipide endogéne impliqué
dans une variété d’activité biologique (Bradshaw et al., 2009). Ainsi, la dégradation des eCBs peut
aussi avoir un impact physiologique via I’action des eicosanoides et du NAGly (Bouron, 2018; Deng
et Li, 2020). Tout comme la FAAH, I'’enzyme cyclooxygenase-2 (COX-2) se situe au niveau des
dendrites et peut agir sur I’AEA et le 2-AG afin de les transformer respectivement en prostamide
et en prostaglandine E, (PGE;) (Glaser et Kaczocha, 2010). La principale enzyme responsable de
la dégradation du 2-AG est la lipase monoacylglycérol (MAGL) et, comme la FAAH, elle hydrolyse
le 2-AG en AA. Le 2-AG peut aussi étre hydrolysé en AA par la a-B-hydrolase domaine 6 (ABHDS6).
La MAGL se trouve principalement aux terminaisons présynaptiques et dans les astrocytes, alors
la ABHD6 se trouve majoritairement dans les dendrites (Gulyas et al., 2004). Cette ségrégation
des différentes enzymes suggéere qu’elles ont probablement un réle différent (Gulyas et al., 2004;

Marrs et al., 2010).
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Roles du systeme endocannabinoide dans le SNC

La vaste distribution des récepteurs aux cannabinoides dans le systéme nerveux suggére un large
spectre d’activité du systeme endocannabinoide. Depuis sa découverte dans le SNC, de
nombreuses études ont démontré son implication dans la mémoire (hippocampe), I'attention
(néocortex), la nociception (moelle épiniére), I'activité motrice (striatum), la régulation de
I'appétit et de la température corporelle (hypothalamus), et dans le controle de I'anxiété
(amygdale) (Ligresti et al., 2016). Par sa modulation rétrograde de la transmission excitatrice et
inhibitrice, le systeme endocannabinoide contribue au maintien de ’homéostasie de plusieurs

fonctions cérébrales chez la majorité des vertébrés (Silver, 2019).

Une étude récente de notre laboratoire (Cécyre et al., 2020a) a démontré le réle du
systéme endocannabinoide dans I'acuité et la sensibilité visuelles. Chez la souris, I'absence ou le
blocage de CB2R a augmenté l'acuité visuelle, alors que son activation I'a diminuée.
Contrairement a CB2R, CB1R ne semble pas étre impliqué dans I'acuité visuelle (Bouskila et al.,
2012; Cécyre et al., 2013a). De plus, la modulation des niveaux de 2-AG a affecté la sensibilité
visuelle, ce qui suggére I'implication des eCBs dans la fonction rétinienne (Zantut et al., 2020). Ces
résultats sont en accord avec d’autres études chez I'animal et avec des récits anecdotiques chez
I’humain ayant démontré I'impact de la consommation de cannabis sur la vision (Russo et al.,

2004; Wang et Danesh-Meyer, 2020).

Implication dans la plasticité synaptique
Considérant les effets amnésiques du cannabis et la présence des récepteurs aux cannabinoides
dans les régions qui encodent la mémoire (I’hippocampe, 'amygdale), de nombreux groupes de
recherche s’intéressent a la contribution du systeme endocannabinoide a I'apprentissage et a la
formation de nouveaux souvenirs (Wilson et al., 2001; Wilson et Nicoll, 2001; Carlson et al., 2002;
Chevaleyre et Castillo, 2003; Chevaleyre et al., 2006; Katona et al., 2006; Chevaleyre et al., 2007;
Straiker et Mackie, 2007; Heifets et Castillo, 2009; Rubino et al., 2009; Marrs et al., 2010; Ligresti
et al.,, 2016; Zimmermann et al., 2019). Le THC est aussi connu pour perturber la plasticité
synaptique dans I’hippocampe, un processus fondamental dans la mémoire et I'apprentissage

(Rubino et al., 2009). Par sa localisation présynaptique et sa capacité a moduler la libération de
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neurotransmetteurs, le systeme endocannabinoide est en bonne position pour pouvoir
contribuer a la plasticité cérébrale (Nufer et al., 2019). Généralement, I'activation de CB1R et
CB2R provoque une diminution de I'excitabilité de la terminaison présynaptique, ce qui réduit la
probabilité de relache subséquente de neurotransmetteurs. Cette forme de plasticité
présynaptique induite par la rétroaction des eCBs peut étre bréve ou peut perdurer (Zimmermann

et al., 2019).

Contribution du systeme endocannabinoide a la corticogenése

Les récepteurs aux cannabinoides sont parmi les RCPGs les plus exprimés dans le SNC durant son
développement et leur expression culmine lors de la corticogenése (Herkenham et al., 1991;
Berrendero et al., 1999; Wang et al., 2003). Comme les enzymes de synthése et de dégradation,
ils sont fortement exprimés sur les neurites en croissance et leur expression est grandement
modifiée apres la naissance (Romero et al., 1997; Berghuis et al., 2007; Mulder et al., 2008; Vitalis
et al., 2008). La présence spatio-temporelle dynamique du systéme endocannabinoide durant le
développement suggére sa contribution a diverses étapes de la corticogenése (Begbie et al., 2004;

Anavi-Goffer et Mulder, 2009).

Prolifération et migration neuronale
Il fut démontré in vitro que I’activation de CB1R et CB2R augmente la prolifération des cellules
souches neuronales (Aguado et al., 2005). CB2R pourrait en étre le principal responsable, car il y
est davantage exprimé, en plus d’étre régulé a la baisse lors de la différenciation cellulaire
(Goncalves et al., 2008). L’augmentation de I’expression de CB1R est corrélée avec le début de la
différenciation cellulaire, suggérant que sa faible présence sur les précurseurs neuronaux est
essentielle a leur prolifération symétrique (Anavi-Goffer et Mulder, 2009). Egalement, a la suite
de la différenciation cellulaire, I’expression du DAGLo diminue ce qui suggéere une transition vers
une signalisation paracrine des eCBs lors de la migration neuronale (Bisogno et al., 2003; Molina-
Holgado et al., 2007; Mulder et al., 2008). Dailleurs, une seconde étude (Berghuis et al., 2005) a
démontré in vitro que les interneurones GABAergiques migrent vers un gradient d’AEA. De plus,

la délétion génétigue du récepteur CB1 empéche la migration neuronale, alors qu’une
g q p p g ), q
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augmentation de I’AEA environnant favorise leur pénétration des différentes couches corticales

(Mulder et al., 2008).

Croissance et guidage des axones
La découverte de la présence des récepteurs aux cannabinoides sur la matiere blanche durant le
développement a suggéré I'implication du systeme endocannabinoide dans I’élongation des
projections neuronales (Romero et al.,, 1997). Depuis, de nombreux groupes de recherches
utilisent les cultures de neurones primaires afin d’investiguer la contribution du systeme
endocannabinoide a la croissance et au guidage des axones. Les résultats démontrent que les
récepteurs aux cannabinoides sont exprimés sur les neurites et les cones de croissance d’un grand
nombre de type neuronaux, tels que les CGRs, et qu’ils y sont généralement colocalisés avec la
DAGLa et la MAGL (Berghuis et al., 2007; Mulder et al., 2008; Vitalis et al., 2008; Watson et al.,
2008; Keimpema et al., 2010; Wu et al., 2010; Argaw et al., 2011; Duff et al., 2013; Keimpema et
al.,, 2013; Tortoriello et al., 2014). Fait intéressant, durant le développement des projections
corticofuges la MAGL est spécifiquement enrichie sur lI'axone, alors que la DAGLa est
particulierement concentrée sur le cone de croissance et sur les dendrites (Keimpema et al., 2010;

Keimpema et al., 2013).

Dans une étude sur des cultures primaires d’interneurones GABAergiques (Berghuis et al.,
2007), I'activation de CB1R a provoqué la répulsion et I'effondrement du céne de croissance par
I'activation de la protéine RhoA. Egalement, les projections axonales des neurones cholinergiques
évitent les zones riches en 2-AG extracellulaire (Keimpema et al., 2013). De tels résultats ont été
retrouvés par le laboratoire du Pr Bouchard au sein des projections des neurones ganglionnaires
de la rétine lors du développement du systeme nerveux visuel. Des agonistes des récepteurs CB1R
et CB2R, tels que I’ACEA et le JWH133 respectivement, ont provoqué I'effondrement du cone de
croissance et la répulsion de I'axone, alors que des agonistes inverses, tels que I'0-2050 et le
JTE9O07, ont eu un effet attractif et ont augmenté I'aire de la surface du c6ne de croissance ainsi
gue le nombre de filopodes par un mécanisme dépendant du récepteur DCC et de la PKA (Argaw

et al., 2011; Duff et al., 2013).
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La contribution du systeme endocannabinoide a la croissance et au guidage des axones au
sein du systeme nerveux visuel a été démontrée in vivo par notre laboratoire (Argaw et al., 2011;
Duff et al., 2013). Considérant que chez la souris la majorité des projections rétiniennes se
rendent du cOté controlatéral, des injections intraoculaires d’agonistes inverses de CB1R (AM251)
ou CB2R (AM630) ont induit des projections rétiniennes aberrantes au niveau du colliculus

supérieur du coté de I'ceil injecté (Figure 1.6).

Figure 1.6 - Role de CB1R dans le développement des projections rétiniennes

Photomicrographies des projections rétiniennes du hamster au niveau du colliculus supérieur a
la suite d’une injection intraoculaire unilatérale d’un agoniste inverse du CB1R (AM251) ou du
véhicule. (Tirée de Argaw et al., 2011)

Synaptogeneése
Par le passé, il a été démontré que certaines protéines et mécanismes cellulaires impliqués dans
le guidage et la croissance des axones pouvaient jouer un role dans la synaptogenése (Shen et
Cowan, 2010). Ainsi, comme les récepteurs aux cannabinoides sont présents sur les filopodes
axonaux durant le développement, ils sont en bonne position pour pouvoir moduler la formation
du contact axodendritique (Argaw et al., 2011; Duff et al., 2013). De plus, chez ’lhumain comme
chez le rongeur, I'expression de CB1R et de la DAGLa atteint un niveau maximal lors de la
synaptogenése (Berrendero et al., 1999; Mato et al., 2003; Berghuis et al., 2007; Mulder et al.,
2008; Long et al., 2012). Fait intéressant, lorsque la synapse est établie, les enzymes DAGLa et
MAGL sont redistribuées afin que la DAGLa ne soit présente qu’au niveau dendritique et que la
MAGL soit principalement exprimée au niveau axonal (Bisogno et al., 2003; Keimpema et al.,

2010; Keimpema et al., 2013; Maccarrone et al., 2014). Cette nouvelle distribution enzymatique
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sera conservée chez [l'adulte et permettra la signalisation rétrograde du systeme

endocannabinoide.

Dans une étude sur des cultures primaires de neurones hippocampiques (Kim et Thayer,
2001), I'activation de I'AC par la forskoline a augmenté le nombre de contacts fonctionnels.
L’addition d’agoniste mixte (CB1R/CB2R) WIN55212-2, de I’AEA ou de THC a bloqué cette
augmentation. De plus, le traitement de cultures primaires de neurones corticaux pendant avec
un inhibiteur de la DAGLo (0-3841) a induit une légére augmentation de I'expression des
protéines synaptiques SNAP25 et SVP, suggérant une augmentation du nombre de contacts
présynaptiques (Mulder et al., 2008). Egalement, I'absence de CB1R dans les neurones
GABAergiques a produit une augmentation de la densité synaptique aux couches 2/3 du cortex
somatosensoriel (Berghuis et al., 2007). Ces résultats suggerent la régulation négative de la

synaptogenése par le CB1R.

Evidence pour 'implication d’un récepteur non-CB1 non-CB2

La modulation de ces étapes fondamentales telles que la formation de contacts synaptiques par
des mécanismes indépendants de CB1R et CB2R semble de plus en plus évidente (Rouach et
Nicoll, 2003; Hoffman et al., 2005; Brown, 2007; Edwards et al., 2012). Par exemple, le blocage
pharmacologique avec ’AM251 ou la délétion génétique de CB1R et CB2R ne permet pas de
bloguer entierement la dépression a long terme (DLT) induite par I'application d’AEA au niveau
de la région CA1 de I'hippocampe (Rouach et Nicoll, 2003; Edwards et al., 2012). Ainsi, il fut
proposé I'existence d’un 3¢ récepteur aux cannabinoides (CB3R) (Gambi et al., 2005). Depuis, de
nombreuses études ont démontré que les cannabinoides peuvent interagir avec une variété de
récepteurs (Ligresti et al., 2016). Depuis quelques années, le GPR55 est le principal candidat au
titre de CB3R (Ryberg et al., 2007; Godlewski et al., 2009). Fait intéressant, le GPR55 a un grand
impact sur le Ca?* intracellulaire, qui est un élément fondamental dans la formation, la maturation

et la plasticité des synapses (Lauckner et al., 2008; Sharir et Abood, 2010).
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Le récepteur GPR55

Identifié en 1999, GPR55 est exprimé dans le systeme immunitaire, dans le systeme digestif ainsi
gue dans le SNC (Sawzdargo et al., 1999; Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Bouskila et al.,
2013b; Cherif et al., 2015; Bouskila et al., 2016b; Grill et al., 2019). Depuis la découverte de son
activation par des eCBs et des cannabinoides synthétiques tels que ’AM251 et I’O-1602, GPR55
est considéré comme le CB3R et pourrait étre responsable des résultats dont les effets sont
indépendants de CB1R et CB2R (Baker et al., 2006; Ryberg et al., 2007; Moriconi et al., 2010).
Cependant, sa classification comme CB3R est disputée di a de nombreuses caractéristiques le
différenciant des récepteurs aux cannabinoides classiques. Phylogénétiquement, GPR55 fait
partie des RCPGs de la famille des rhodopsines comme CB1R et CB2R, mais appartient a un sous-
groupe distinct (groupe & pour GPR55, contrairement au groupe o pour CB1R et CB2R)
(Fredriksson et al., 2003). En effet, il ne partage que respectivement 13.5% et 14.4% de sa
séquence en acides aminés avec CB1R et CB2R (Baker et al., 2006). Son plus proche homologue
est le récepteur a I'acide lysophosphatidique de type 4 (LPAR4) avec une homologie de 30% (Oka
et al., 2007). De plus, il ne contient pas le site de fixation classique aux cannabinoides, ce qui
explique probablement son profil pharmaceutique inconsistant et plutdt controversé (Ross, 2009;
Sharir et Abood, 2010). Finalement, contrairement aux CB1R et CB2R, GPR55 est couplé a la

protéine Ggq Ou a la protéine Gq12/13 (Oka et al., 2007; Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008).

Pharmacologie

Lorsque couplé a la protéine Goq, I'activation de GPR55 augmente I'activité de la PLC-B, ce qui
déclenche la mobilisation du Ca?* intracellulaire par la synthése d’IPs (Figure 1.7) (Rhee et al.,
1989). De plus, le DAG, synthétisé conjointement avec I'IP; par la PLC-B, favorise I'activation de la
PKC (Exton, 1996; Lauckner et al., 2008). L’activation de la PKC et 'augmentation du Ca?* induisent
la phosphorylation de la voie des MAPK-ERKY: (Lauckner et al., 2008; Henstridge et al., 2010; Oka
et al., 2010). Par son couplage a la protéine Ga12/13, le GPR55 peut également induire une cascade
signalétique impliquant la voie des GTPases de type Rho (RhoA, cdc42 et Racl), ainsi que plusieurs

facteurs de transcriptions tels que NFAT, SRE, NFkB et CREB (Ryberg et al., 2007; Lauckner et al.,
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2008; Godlewski et al., 2009; Henstridge et al., 2010; Obara et al., 2011; Cherif et al., 2015;
Alhouayek et al., 2018).

GPR55
Gaiz13 Ga, N

/ \ PLC
RhoA MEK1/2 \

e IPs

cdoas ) (_ROCK 4

/ PKC 1
/ \

p38 ERK1/2 \< ca»  Ca”

ATF-2) [ NFAT SRE NFkB) (CREB
N

Transcription de génes

Figure 1.7 - Voies de signalisations intracellulaires de GPR55

Ce schéma simplifié représente les voies de signalisation associées a une activation du récepteur
GPR55. L’activation du GPR55 est principalement couple a la mobilisation du Ca?* intracellulaire
et a 'activation de la voie des MAPK-ERKY: ou des GTPases de type Rho. Abréviations : ATF-2,
adénosine monophosphate cyclique; cdc42, cell division control protein 42 homolog; CREB, c-AMP
response element-binding protein; DAG, diacylglycérol; ERK, extracellular signal-regulated
kinases; IP3, inositol trisphosphate; MEK1/2, mitogen-activated protein kinase kinase; NFAT,
nuclear factor of activated T-cells; NFkB, nuclear factor-kappa B ; p38, p38 mitogen-activated
protein kinases; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate; PKC, protéine kinase C; PLC,
phospholipase C; Racl, ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; RhoA, ras homolog family
member A; ROCK, rho-associated protein kinase; SRE, serum response element. (Adaptée de
Alhouayek et al., 2018)
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Ligands endogenes

L’affinité du 2-AG et de I’AEA pour GPR55 est plutdt controversée. Alors que certaines études les
ont classifiés comme agonistes, d’autres ont rapporté que peu ou pas d’affinité (Oka et al., 2007;
Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Waldeck-Weiermair et al., 2008; Henstridge et al., 2009;
Kapur et al., 2009; Yin et al., 2009; Sharir et Abood, 2010; Balenga et al., 2011b; Brown et al.,
2011). Outre le 2-AG et I'AEA, certaines études ont aussi démontré que le 2-AGE, I'O-AEA, le NADA
et le palmitoyléthanolamide (PEA) sont aussi des agonistes du GPR55 (Brown, 2007; Cantarella et
al.,, 2011; Im, 2021). Le PEA est un amide d’acide gras comme I’AEA, sans étre toutefois considéré
comme un eCB puisqu’il ne démontre pas, ou trés peu, d’affinité pour CB1R et CB2R (Re et al.,

2007).

Da a sa faible affinité pour les eCBs classiques, plusieurs chercheurs se sont intéressés a la
découverte du ligand endogene de GPR55. Ainsi, en se basant sur son homologie avec le
récepteur LPAR4, Oka et al. (2007) ont démontré sa forte affinité pour le LPI. Comme le LPA, le
LPI fait partie de la famille des lysophospholipides (LPL) bioactifs qui sont connus pour interagir
avec une multitude de GPCRs (Isao Ishii et al., 2004). Les LPLs sont majoritairement le produit de
I’enzyme phospholipase A (PLA1/2) a partir des glycérophospholipides membranaires et sont
généralement plus hydrophiles que leurs précurseurs (Guy et Kamiguchi, 2021). Toutefois,
similairement aux eCBs, les LPLs sont régulierement liés a des protéines de transport comme

I'albumine lorsqu’ils se retrouvent dans les liquides biologiques (Fleming et al., 2016).

Dans le SNC, deux isomeéres du LPI peuvent étre produits a partir du phosphoinositol (PI)
membranaire : le 1-stearoyl-LPI (PLA2) et le 2-arachidonoyl-LPI (PLA1) (Figure 1.5) (Oka et al.,
2009; Imae et al., 2010; Yamashita et al., 2010). Avec un ECso ~ 30 nM, le 2-arachidonoyl-LPI est
I'isomére qui semble étre le plus efficace envers GPR55 (Oka et al., 2009). Dans plusieurs études,
le LPI a démontré pouvoir activer GPR55 sans toutefois avoir d’affinité pour CB1R et CB2R (Oka
et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Waldeck-Weiermair et al., 2008; Henstridge et al., 2009; Kapur
et al., 2009; Whyte et al., 2009; Yin et al., 2009; Bondarenko et al., 2010; Ford et al., 2010; Oka et
al., 2010; Balenga et al., 2011a; Brown et al., 2011; Pifieiro et al., 2011; Cherif et al., 2015; Bouskila
etal., 2016b). Outre le LPI, le lysophosphatidylglycérol (LPG) a aussi une affinité pour le récepteur
GPR55 (Oka et al., 2009). Synthétisé a partir du phosphatildylglycerol (PG), le LPG est considéré
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comme un agoniste partiel, car la réponse qu’il induit est largement inférieure a celle du LPI.
Récemment, un 3° LPL a démontré une affinité pour GPR55 : le LysoPtdGlc (Guy et al., 2015;
Bouskila et al., 2016b). Son précurseur, le phosphatidyl-b-D-glucoside (PtdGlc), est exprimé
principalement par les cellules gliales radiales, qui sont les cellules progénitrices de tous les
neurones corticaux durant le développement (Nagatsuka et al., 2003; Kinoshita et al., 2009).
L’expression du PtdGlc est grandement diminuée a partir de E18.5 chez le rat, ce qui suggere une

contribution particuliere du LysoPtdGlc durant la corticogenéese (Hirabayashi, 2012).

Phytocannabinoides et cannabinoides synthétiques

Les deux composantes majeures de C. sativa, le A>-THC et le CBD, ont démontré une affinité pour
le GPR55 dans de nombreuses études. Comme pour CB1R et CB2R, le A>-THC est un agoniste de
GPR55 alors que le CBD en est un antagoniste (Ryberg et al., 2007; Lauckner et al., 2008; Whyte
et al., 2009; Yin et al., 2009; Ford et al., 2010; Cherif et al., 2015). Le cannabinoide synthétique
atypique 0-1602, qui n’a pas d’affinité significative pour CB1R ou CB2R, est largement considéré
comme un agoniste sélectif de GPR55 (Johns et al., 2007; Pertwee, 2007; Ryberg et al., 2007;
Waldeck-Weiermair et al., 2008; Whyte et al., 2009; Sylantyev et al., 2013). L'AM251, une
molécule synthétique dont la structure est similaire au SR141716A (rimonabant), est aussi un
agoniste de GPR55 (Ryberg et al., 2007; Henstridge et al., 2009; Kapur et al., 2009; Yin et al., 2009;
Balenga et al., 2011a; Brown et al., 2011). Finalement, les cannabinoides synthétiques ML-193 et
CID16020046 sont des antagonistes sélectifs de GPR55 (Heynen-Genel et al., 2010; Bouskila et al.,
2016b) .

Interactions avec les récepteurs aux cannabinoides classiques
De nombreuses études ont démontré la co-expression de GPR55 avec CB1R et CB2R (Balenga et
al., 2011a; Kargl et al., 2012; Balenga et al., 2014; Martinez-Pinilla et al., 2014; Moreno et al.,
2014; Garcia-Gutiérrez et al., 2018; Martinez-Pinilla et al., 2019; Martinez-Pinilla et al., 2020). La
formation d’hétéromeres avec ces récepteurs peut grandement influencer la réponse cellulaire
aux cannabinoides (Waldeck-Weiermair et al., 2008; Kargl et al., 2012; Balenga et al., 2014;
Moreno et al., 2014). Par exemple, la présence de CB1R inhibe le signalement de GPR55 lorsque

les deux récepteurs sont co-exprimés dans des cellules HEK293, alors que la présence de GPR55
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semble potentialiser le signalement de CB1R (Kargl et al., 2012). L’activation du facteur nucléaire
de transcription NFAT par 'activation de GPR55 avec 1 uM de LPI est diminuée de 50 % lorsque
CB1R est présent. De plus, I'application de 1 uM de SR141716A, qui est un agoniste inverse de
CB1R en plus d’étre un agoniste de GPR55, a completement inhibé I'activation de NFAT et de SRE.
Fait intéressant, de nombreux autres agonistes de GPR55 tels que ’AM251 et ’AM281 sont aussi
des agonistes inverses de CB1R (Ryberg et al., 2007; Kapur et al., 2009; Henstridge et al., 2010;
Brown et al., 2011).

Réles physiologiques
Par son couplage a la protéine Goq ou Ga12/13, GPR55 provoque généralement des effets opposés
aux récepteurs aux cannabinoides classiques. Chez la souris, les effets physiologiques des
cannabinoides sont augmentés par la délétion de GPR55 (Wang et al., 2020). Ainsi, considérant
qgue de nombreux cannabinoides ont une affinité pour GPR55, I'étude de son réle physiologique

et de sa contribution dans les effets du cannabis est particulierement intéressante.

GPR55 est exprimé par plusieurs types cellulaires tels que les cellules cancéreuses,
endothéliales, immunitaires ainsi que les ostéoclastes, et contribue entre autres a la
vasodilatation, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenese), la prolifération et la
migration cellulaire, la dynamique osseuse, I'inflammation, la locomotion et la modulation de la
douleur (Ryberg et al., 2007; Waldeck-Weiermair et al., 2008; Pietr et al., 2009; Whyte et al., 2009;
Ford et al., 2010; Andradas et al., 2011; Balenga et al., 2011a; Henstridge et al., 2011; Wu et al,,
2013). Par exemple, en travaillant en synergie avec CB2R, il contribue a la réaction inflammatoire
en augmentant le recrutement des neutrophiles en plus de diminuer leur dégranulation (Balenga
et al., 2011a). De plus, I'activation de GPR55 diminue la libération de NGF par les mastocytes,
diminuant ainsi I'angiogenése et I'inflammation (Cantarella et al., 2011). Plusieurs études ont
également rapporté I'implication de GPR55 et du LPI dans la croissance, la prolifération et Ia
migration des cellules cancéreuses (Ford et al., 2010; Andradas et al., 2011; Balenga et al., 2011b;

Zhou et al., 2018).

50



Implications dans le systeme nerveux

GPR55 est exprimé par les neurones et par les cellules gliales (Ryberg et al., 2007; Kallendrusch
etal., 2013; Garcia-Gutiérrez et al., 2018). Chez le rongeur, son ARNm a été localisé dans plusieurs
régions telles que I’hippocampe, le néocortex, le cervelet, le striatum, I’'hypothalamus et la moelle
épiniere (Wu et al., 2013). Les niveaux d’expression sont toutefois inférieurs a ceux de CB1R,
suggérant un role de modulation fine de GPR55 dans les fonctions cérébrales (Sawzdargo et al.,
1999; Ryberg et al., 2007; Serrano et al., 2012; Wu et al., 2013; Coria et al., 2014; Bruno et al.,
2017).

Dans le SNC, GPR55 est impliqué entre autres dans la modulation de la mémoire
procédurale, de la coordination motrice, de I'anxiété, de la douleur et de la transmission
excitatrice (Bruno et al., 2017). Par exemple, il a été démontré que I'effet antiépileptique du CBD
est partiellement d{ a son inhibition de GPR55 (Kaplan et al., 2017). En effet, I'activation de GPR55
augmente I'excitabilité neuronale en stimulant la mobilisation du Ca?* intracellulaire et en
inhibant les courants potassiques de type M (Lauckner et al., 2008; Sylantyev et al., 2013). GPR55
pourrait étre présent au niveau des terminaisons présynaptiques des collatérales de Schaffer. Son
activation par le LPI augmente la probabilité de relache de glutamate aux synapses CA3-CAl de
I"hippocampe (Sylantyev et al., 2013). Dans une seconde étude (Hurst et al., 2017), I'application
de LPI a favorisé la formation de potentialisation a long terme (PLT) aux synapses CA3-CA1,

suggérant sa contribution dans la plasticité synaptique.

Récemment, le laboratoire du Pr Bouchard (Cherif et al., 2015; Bouskila et al., 2016b) a
démontré I'expression de GPR55 au niveau du cortex visuel et de la rétine. Son expression
particuliere au niveau du segment interne des batonnets et son couplage a la protéine Ggis
suggere son implication dans la vision scotopique (Bouskila et al.,, 2016b). Ainsi, en
électrorétinographie (ERG), la stimulation de GPR55 par le lysoPtdGlc a augmenté I'onde B, ce qui
suggere la dépolarisation des cellules bipolaires de type « ON » associées aux batonnets (Stockton
et Slaughter, 1989; Sampath et Rieke, 2004). Par son couplage a la protéine Gg13, I'activation de
GPR55 a induit I'activation de RhoA, ROCK et PLC, provoquant I'ouverture des canaux Na* /Ca?*
et la libération de glutamate a la synapse avec la cellule bipolaire-ON (Bouskila et al., 2016b). De

plus, le blocage de GPR55 par le CID16020046 a provoqué une hyperpolarisation du
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photorécepteur, résultant en une diminution de la libération de glutamate et une diminution de

I'onde B.

Contribution de GPR55 au développement du systéme nerveux
Da a la présence de GPR55 durant la période embryonnaire et périnatale, de nombreux groupes
de recherches ont proposé sa participation a la neurogenese, a la migration neuronale, a la
croissance et au guidage des axones, et a la synaptogenese (Yanagida et al., 2007; Obara et al.,
2011; Cherif et al., 2015; Guy et al., 2015; Hill et al., 2018a; Hill et al., 2019; Guy et Kamiguchi,
2021). Par exemple, I'infusion d’0-1602 au niveau de I’hippocampe augmente la prolifération des
cellules souches neurales (CSN) et la production de neurones immatures, et protége contre les
effets néfastes sur la neurogenése de la cytokine pro-inflammatoire interleukine-1B (IL-1B) (Hill
et al., 2018b; Hill et al., 2019). De plus, les souris gpr55-/- démontrent une réduction de la
prolifération des CSNs et de la génération des neurones immatures, ce qui suggere une

contribution endogeéne de GPR55 dans la neurogenése de I’hippocampe (Hill et al., 2018a).

La contribution de GPR55 dans la croissance et le guidage axonal a été démontrée durant
le développement de la moelle épiniére et du systeme nerveux visuel (Cherif et al., 2015; Guy et
al., 2015; Guy et Kamiguchi, 2021). Par exemple, I'application in vitro de lysoPtdGlc sur des
cultures de neurones de la racine dorsale du ganglion (DRG) a provoqué la répulsion des
projections nociceptives par un mécanisme dépendant de GPR55 et de RhoA, sans toutefois
affecter les projections proprioceptives, ce qui a suggéré la contribution de GPR55 dans la
ségrégation des modalités sensorielles au sein de la moelle épiniére (Guy et al., 2015). En effet,
durant le développement, les neurones proprioceptifs projettent au niveau dorso-médial, alors
gue les neurones nociceptifs projettent au niveau dorso-latéral de la corne dorsale. Par
conséquent, le blocage ou la délétion de GPR55 a induit des projections nociceptives aberrantes
au niveau dorso-médial de la moelle épiniere (Guy et al., 2015). Ainsi, en étant exprimés
seulement qu’au niveau dorso-médial, le PtdGlc et son dérivé LysoPtdGlc favorisent la répulsion
des projections nociceptives au niveau dorso-latéral de la moelle épiniére. Egalement, la présence
du LysoPtdGlc dans le cortex embryonnaire des souris et la diminution de son expression peu

avant la naissance suggerent la contribution de GPR55 dans la corticogenése (Hirabayashi, 2012).
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Récemment, Cherif et al. (2015) ont démontré la présence et le role primordial de GPR55
dans le développement du systéme nerveux visuel in vitro et in vivo. Sur des cultures d’explants
rétiniens, le traitement pharmacologique de GPR55 avec des agonistes a faibles concentrations
tels que le LPI (1 uM) et I'0O-1602 (0.3 uM) a augmenté l'aire de la surface des cOnes de
croissances, le nombre de filopodes et la longueur totale des neurites par un mécanisme
dépendant de la voie des MAPK-ERK % et de la PKC, tandis que le traitement avec le CBD a
renversé ces résultats (Cherif et al., 2015). Fait intéressant, I'application d’une forte concentration
de LPI (10 uM) a diminué I'aire de la surface des cones de croissances, le nombre de filopodes et
la longueur totale des neurites par un mécanisme dépendant de RhoA. De plus, I'application d’une
faible concentration (1 uM) de LPI a eu un effet attractif sur les cénes de croissance, alors que
I’application de CBD (0.3 uM) ou d’une forte concentration (10 uM) de LPI a eu un effet répulsif.
Similairement, Obara et al. (2011), ont observé une rétraction des projections des cellules PC12
par I'application de LPI (10 uM) selon un mécanisme dépendant de la protéine Gi3 et de RhoA. De
plus, l'injection intraoculaire de I'agoniste LPI (1uM) a induit des projections rétiniennes
aberrantes au niveau du colliculus supérieur du c6té de I'ceil injecté (Figure 1.8). Comme le GPR55
est également exprimé sur les neurones corticaux durant le développement, son activité pourrait

moduler la croissance et le guidage des projections corticales (Cherif et al., 2015).

Véhicule LPI 200 M

Figure 1.8 - Rodle de GPR55 dans le développement des projections rétiniennes

Photomicrographes des projections rétiniennes du hamster au niveau du colliculus supérieur a la
suite d’une injection intraoculaire unilatérale d’un agoniste du GPR55 (LPI) ou du véhicule. (Tirée
de Cherif et al., 2015)
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Possible contribution de GPR55 a la synaptogenéese
Considérant I'expression de GPR55 et de ses ligands endogénes durant le développement
embryonnaire, ainsi que son réle dans la croissance et le guidage axonal, il fut proposé que GPR55
pourrait participer a la formation de synapses (Cherif et al., 2015; Guy et al., 2015). Durant le
guidage axonal, I'activation de GPR55 augmente le nombre de filopode sur le cone de croissance
via un mécanisme dépendant de la PKC et des MAPK-ERKY: (Cherif et al., 2015). Fait intéressant,
I’activation de ces protéines kinases induit la formation de synapses fonctionnelles au niveau de
I’"hippocampe (Hama et al., 2004; Sun et Alkon, 2009; Mogha et al., 2012). Par exemple, une étude
sur des cultures de neurones hippocampiques (Hama et al., 2004) a démontré que I'activation de

la PKC est suffisante pour augmenter le nombre de synapses excitatrices.
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Chapitre 2 — Contribution du récepteur GPR55 a la

synaptogenese

Introduction

Les connexions synaptiques entre les neurones, appelées synapses, sont essentielles au
développement de I’architecture du systeme nerveux. L'établissement d’un tel réseau synaptique
est fortement relié au guidage axonal (Shen et Cowan, 2010). Durant le développement du
systéme nerveux central (SNC), les axones voyagent sur de grandes distances et se connectent
ensuite a leurs cibles spécifiques. La formation de synapses est également une étape cruciale dans
le développement, la maturation et le remodelage du SNC (Augustin et Lovinger, 2018). Les
mécanismes par lesquels les synapses se forment et se stabilisent sont pour I'instant peu connus
et demeurent une question fondamentale. La modification synaptique est aussi un des
mécanismes par lequel I'apprentissage et la mémoire fonctionnent (Martin et al., 2000). Il est
connu depuis quelques années déja que les cannabinoides ont un grand impact sur ces fonctions
cognitives (Kroon et al., 2021). CB1R et CB2R, ainsi que d’autres récepteurs apparentés aux
cannabinoides tels que GPR55, peuvent moduler ces systémes (Ligresti et al., 2016). Au cours des
dernieres années, un intérét grandissant pour les roles physiologiques de GPR55 a été observé
(Ryberg et al., 2007; Balenga et al., 2011b). Couplé aux protéines Gq et G1z/13, son activation peut
provoquer la mobilisation du Ca?* intracellulaire et 'activation de la voie des MAPK-ERK %, des

GTPases de type Rho et de la PKC (Alhouayek et al., 2018).

Une étude récente menée par le laboratoire du Pr Bouchard (Cherif et al.,, 2015) a
démontré le réle primordial de GPR55 dans le développement du SNC, ainsi que dans le guidage
et la croissance des axones durant la période feetale et périnatale. En effet, les agonistes de
GPR55, tel que le lysophosphatidylinositol (LPI), ont un effet attractif et favorisent la croissance
des axones au cours du développement, alors que les antagonistes, tels que le cannabidiol (CBD),

une composante majeure du cannabis, ont un effet répulsif et diminuent la croissance axonale.



Par le passé, il a été démontré que certaines molécules et mécanismes cellulaires
impliqués dans le guidage et la croissance des axones peuvent aussi avoir un réle primordial dans
la synaptogeneése (Shen et Cowan, 2010). Nous croyons que GPR55 contribue a la formation de
synapses fonctionnelles durant le développement du SNC. Nous avons utilisé la culture primaire
de neurones afin de démontrer la contribution de GPR55 a la formation de contacts synaptiques.
Nos résultats indiquent que la formation de contacts synaptiques durant le développement est

affectée par les agonistes et antagonistes sélectifs de GPR55 ainsi que par le cannabidiol.
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Méthodologie

Expérimentation animale
Toutes les procédures animales ont été faites avec l'accord du comité de déontologie de
I’expérimentation sur les animaux (CDEA) de I'Université de Montréal. Les embryons provenant
de souris gestantes de type sauvage (C57bl/6) ont été utilisés pour les cultures primaires de
neurones corticaux dans cette étude. Elles proviennent de la colonie qui est hébergée et
maintenue a l'animalerie de |’Université de Montréal. Cette salle est maintenue a une
température de 22-23°C et soumise a un cycle lumiere/obscurité de 12 h dans des conditions
standards. La nourriture et I'eau sont délivrées ad libitum. Toutes les manipulations ont été faites

selon les guides venant du Conseil canadien de protection des animaux.

Réactifs
Le Neurobasal (21103049), le S-MEM (11380037), le B-27 (17404044), le FBS (10437010), le N2
(17502048), la Trypsine (15090046) et le Glutamax (35050061) ont été achetés de Gibco. Le
supplément Penicilline/streptomycine (15140122) provient de Thermofisher. La Poly-D-lysine
(P0899) et I'anticorps monoclonal contre SVP-38 (S5768) ont été obtenus par Sigma-Aldrich.
L’anticorps polyclonal contre la sous-unité GIuR1 du récepteur au glutamate de type AMPA
(GluR1) (AB1504) provient de EMD Millipore. Les anticorps secondaires de chévre conjugués au
fluorochrome Alexa Fluor® 488 spécifiques aux IgGs de lapins (A11008) et Alexa Fluor® 46
spécifiques aux 1gGs de souris (A11003) ont été achetés de Invitrogen. Les anticorps secondaires
d’ane spécifiques aux anticorps de souris (715035150) et de lapins (711035152) conjugués a la
peroxydase de raifort (« Horseradish Peroxidase », HRP) proviennent de Jackson
ImmunoResearch. L’antagoniste sélectif ML-193 (15184), I'agoniste 0-1602 (10006803) et le
cannabidiol (90080) ont été obtenus par Cayman Chemical. Les gels de polyacrylamide 10%
(1610183), le tampon de transfert (10026938), les membranes de PVDF (1704156) et le réactif de
détection ECL Clarity (1705060) proviennent de Bio-Rad. Des caractéristiques supplémentaires

des anticorps utilisés sont fournies dans le Tableau 1.
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Anticorps # catalogue Type Conjugaison  Concentration Dilution  Dilution

initiale IB ICC
Anti-Glutamate  AB1504 Polyclonal - 0.1 mg/mL 1:1000 1:500
récepteur 1
Anti- S5768 Monoclonal - 8.6 mg/mL 1:8000 1:500
Synaptophysine
Chevre A11008 Polyclonal Alexa Fluor® 2.0 mg/mL - 1:1000
anti-lapin IgG 488
Chevre A11003 Polyclonal Alexa Fluor® 2.0 mg/mL - 1:1000
anti-souris 1gG 546
Ane 715035150 Polyclonal HRP 0.8 mg/mL 1:5000 -
anti-souris 1gG
Ane 711035152  Polyclonal HRP 0.8 mg/mL 1:5000 -

anti-lapin IgG

Tableau 1. — Caractéristiques des anticorps utilisés

Abréviations : HRP, horseradish peroxidase; |B, immunobuvardage; ICC, immunocytochimie; IgG,
immunoglobulines G.

Revétement de poly-D-lysine
Le jour de la mise en culture, des lamelles de verre de 12mm de diameétre (Deckglaser), disposées
dans des plaques de 24 puits (Falcon), ainsi que des boites de Pétri d’'un diamétre de 35 mm et
d’une hauteur de 10 mm (Falcon) pour culture cellulaire ont été remplis de 0.5 ml/lamelle ou 1
ml/boite de poly-D-lysine (PDL ; 20 ug/ml) en solution dans un tampon salin de Borate (100 mM,
pH 8.5) puis entreposées dans un incubateur a 37°C et 5% CO, pendant un minimum de 3h. La
solution de PDL a ensuite été éliminée et les lamelles ainsi que les boites ont été rincées au PBS
(Nacl 137 mM, KCI 3 mM, Na;HPO4s 10 mM, KH2POs 1 mM, pH 7.4) a 3 reprises avant d’étre
replacées dans I'incubateur avec 0.5 ml/lamelle ou 1 ml/boite de milieu de culture, composé de
Neurobasal supplémenté avec 1% de B-27, 0.5% de pénicilline, 0.5% de streptomycine, 0.5% de

N2 et 0.25 % de Glutamax.
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Culture primaire de neurones corticaux

Toutes les manipulations ont été réalisées dans des conditions stériles et sous hotte a flux
laminaire. Au 15e jour de gestation, la souris a été euthanasiée au dioxyde de carbone (CO;), son
abdomen incisé, et I'utérus gravide prélevé. Apres libération de leur placenta, les embryons ont
été placés dans une solution saline (HBSS) et gardés sur glace. L’age des embryons généralement
entre E14.5 et E16.5 a été déterminé par leur apparence physique et leur taille (Figure 2.1) (Smith,

2020).

Figure 1.9 - Identification de I’age des embryons

La taille et les caractéristiques physiques des embryons nous ont permis d’évaluer leur age. (Tirée
de Smith, 2020)

Pour chaque embryon, 'encéphale a été prélevé puis les méninges ont été retirées. Les
régions corticales isolées ont été transférées dans 2ml de S-MEM (milieu de dissociation) a 37°C,
supplémentées de 2.5% Trypsine et de 2mg/ml de DNAase pendant 15 minutes pour une
dissociation enzymatique. La réaction enzymatique a ensuite été arrétée en transférant le culot
dans 10 ml de S-MEM supplémenté de 10% FBS a 4°C pour 5 minutes. Le culot a été dissocié
mécaniquement 3-4 fois par trituration dans 2ml de S-MEM a 4°C avec 5% de FBS, puis le
surnageant a été transféré dans 5 ml de milieu de culture et filtré par un tamis (40 uM ; Corning)
afin d'éliminer les amas résiduels. Les neurones dissociés viables ont été comptés par la méthode
d’exclusion au Bleu Trypan a I'aide d’un hémocytometre, puis mis en culture a une densité de

100 000 neurones/ml sur des lamelles de verre de 12mm, précédemment recouvertes de poly-D-
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lysine (70-150kDa, 20ug/ml), dans des plaques de 24 puits (Falcon). Les neurones ont été cultivés
pendant 10 jours dans le milieu Neurobasal supplémenté. Tous les 3-4 jours, la moitié du milieu
de culture a été retirée et remplacée par du Neurobasal supplémenté frais. Les cultures ont été
ainsi maintenues jusqu’au 10° jour in vitro. La qualité des cultures neuronales a été
rigoureusement surveillée par I'observation de I'adhérence, du développement, de la densité et
de la morphologie des neurones en microscopie a contraste de phase. Toute culture ne respectant

pas nos criteres de qualité a été éliminée.

Traitement pharmacologique
Au 9¢jour in vitro (DIV9), les neurones en culture ont été traités pendant 24h soit avec un agoniste
sélectif de GPR55 (0-1602, 0.3 uM) ou son antagoniste sélectif (ML193, 1 uM), soit avec un
phytocannabinoide (Cannabidiol, 0.3 uM, 0.6 uM, 1 uM ou 3 uM).

Immunocytochimie
A DIV 10, le milieu a été retiré et un ringage rapide sans agitation au PBS a été effectué. Les
cultures ont ensuite été fixées avec une solution de 4% de PFA, pH 7.4, pendant 15 minutes sous
agitation lente a température ambiante (RT). Un second ringage au PBS 1X a été effectué pendant
5 minutes sous agitation lente a RT. Les sites de liaisons non spécifiques ont ensuite été bloqués
par une solution de saturation composée de PBS 1X contenant 2% de NGS, 2% de BSA et 0.2% de
Tween 20® pendant 30 minutes sous agitation lente a RT. Les neurones ont été incubés pendant
12h a 4°C dans la solution de saturation avec I’anticorps anti-SVP38 de souris (1 : 500) afin de
marquer la synaptophysine (SVP), une protéine présente sur les vésicules présynaptiques, et avec
I’anticorps anti-GIuR1 de lapin (1: 500) pour le marquage des récepteurs postsynaptiques au
glutamate de type AMPA. Le jour suivant, les neurones ont été lavés avec du PBS 1X contenant
0.2% de Tween 20® (PBST) et ont ensuite été incubés avec les anticorps secondaires Alexa Fluor
488 spécifiques aux IgGs de lapins et Alexa Fluor 546 spécifiques aux IgGs de souris (1 : 1000)
pendant 3h, puis avec le colorant Hoechst 33258 (1: 100 000) afin de marquer les noyaux,
pendant 20 minutes, sous agitation lente a RT dans I'obscurité. Les lamelles ont ensuite été
montées sur des lames Superfrost® (Fisherbrand) avec le milieu commercial Immu-mount®

(Thermofisher), puis séchées a plat pendant 24h et entreposées a 4°C.
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Méthode de quantification
Des photomicrographies ont été prises avec un microscope a fluorescence inversé Olympus IX71
a 100X a I'aide du logiciel cellSens® (Olympus). La quantification des synapses et de la densité de
contacts synaptiques a été réalisée sur les 30 premiers um a partir du soma des neurites
primaires. La densité des contacts synaptiques par neurite a été établie par la quantité de contacts

synaptiques divisée par la surface du neurite.
Quantification protéique

Préparation des échantillons
Pour cette expérience, les neurones dissociés ont été mis en culture a une densité de 250 000
neurones par boite de Pétri pour culture cellulaire précédemment recouvertes de poly-D-lysine
(70-150kDa, 20 pug/ml). A DIV 10, le milieu a été retiré et un ringage rapide sans agitation au PBS
1X (pH 7.4, 4°C) a été effectué. Les neurones ont ensuite été lysés par 200 pl de tampon
d’échantillon (1.5% B-mercaptoéthanol, 4% SDS, 1.5% DTT 1M, 12% Tris 1M pH 6.8, 10% glycérol
et 0.01% bleu bromophénol) chauffé a 100°C pendant 20 min. Le fond de chaque boite de Pétri a
été gratté sur glace a l'aide d’une spatule et le milieu a été aspiré puis transféré dans des
microtubes Eppendorf®. Chaque échantillon ainsi récolté a ensuite été vortexé et conservé a

-20°C.

Electrophorése et transfert sur membrane de PVDF
Le jour de I'électrophorese, les échantillons des cultures neuronales ont été décongelés et
dénaturés pendant 10 min a 100 °C puis vortexés et centrifugés a 13 000 RPM a 4°C pendant 2
minutes. Quinze pl par échantillon ont été déposés dans des gels de 10% polyacrylamide en
présence de dodécylsulfate de sodium (SDS). Les différentes protéines au sein des échantillons
ont été séparées selon leur masse par électrophorése de type SDS-PAGE entre 200 et 300 V.
Apres I'électrophorese, les gels ont été activés avec I'application Stain Free Gel du systeme
d’imagerie ChemiDoc® (Bio-Rad, #17001401), rendant les protéines fluorescentes. Les protéines
ont ensuite été transférées sur des membranes de polyvinylidene difluoride (PVDF) avec le

systeme de transfert Trans-Blot Turbo® (Bio-Rad, #1704150), pendant 7 minutes a 25V. Les
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membranes de PVDF ont ensuite été rincées rapidement au TBST (Tris 20 mM, Nacl 150 mM et
Tween® 0.2% (m/v)) et les protéines fluorescentes présentes sur les membranes ont été
photographiées a I'aide de I'application Stain Free Blot du ChemiDoc®. Ces photos des protéines

totales seront utilisées pour normaliser les bandes d’intéréts.

Immunobuvardage
Cing autres lavages de 5 min au TBST furent effectués, puis les liaisons non spécifiques ont été
bloquées par une solution de saturation de TBST contenant 5% de lait en poudre, pendant 1h
sous agitation lente a RT. Les membranes ont été incubées pendant 12 heures a 4°C avec la
solution de saturation contenant I'anticorps anti-SVP38 de souris (1 : 8000) et I'anticorps anti-
GIuR1 de lapin (1 : 1000). Le jour suivant, les membranes ont été lavées pendant 5 min a cinqg
reprises avec du TBST avant d’étre incubées avec une solution de blocage contenant des anticorps
IgG de chevre spécifiques aux souris (1 : 5000) ou aux lapins (1 : 5000) conjugués a HRP. Cinq
autres lavages ont été répétés, puis les membranes ont été incubées durant 2 minutes avec le
substrat ECL Clarity (Bio-Rad). La révélation des bandes d’intéréts a été effectuée par I'application

Chemiluminescent Blot du ChemiDoc®.

Méthode de quantification
L'analyse des bandes d’intérét a été effectuée par densitométrie a I'aide du logiciel Image Lab®
(version 6.0.1). Chaque bande d’intérét au sein d’un échantillon a été normalisée par la quantité
de protéines totales sur la membrane de PVDF pour ce méme échantillon. La normalisation par
les protéines totales a pour avantage de prendre en considération les variations lors du
chargement des échantillons sur le gel de polyacrylamide, ainsi que les variations lors de

I’électrophorese et du transfert (Aldridge et al., 2008; Bass et al., 2017).

Analyse statistique
Les graphiques ainsi que les analyses statistiques ont été effectués avec GraphPad Prism 8®
(version 8.4.1). Les valeurs ont été exprimées par la moyenne + SEM. Les données ont été
analysées avec le test de D’Agostino-Pearson afin d’évaluer la normalité de leur distribution. Pour

une distribution normale avec un écart type différent, un test t de Welch (paramétrique) a été
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utilisé, alors qu’un test t paramétrique non pairé a été utilisé lors d’un écart type semblable (£5).
Pour une distribution non normale, un test U de Mann et Whitney (non paramétrique) a été

utilisé.
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Exposé et analyse des résultats

GPR55 module la densité synaptique.
Afin d’évaluer I'effet des traitements pharmacologiques sur la synaptogenese, le nombre de
contacts synaptiques potentiels, indiqués par la superposition des marqueurs verts (GluR1) et
rouge (synaptophysine; fleches, Figure 2.2), a été compté sur les 30 premiers um a partir du soma
de chaque neurite primaire (O'Brien et al., 1997; Rao et Craig, 1997). L’aire délimitée par cette

région a ensuite permis I’évaluation de la densité synaptique.
y

Superposition

Figure 2.1 - Immunocytochimie sur une culture primaire de neurones corticaux

Expression de la synaptophysine (rouge) et de la sous-unité GIuR1 du récepteur AMPA (vert) sur
une culture primaire de neurones corticaux fixée a DIV10. Photos prises au microscope a
fluorescence inversé Olympus 1X71 a 60X a I'aide du logiciel cellSens.

Pour évaluer le r6le de GPR55 durant la synaptogenese, les cultures de neurones primaires
ont été traitées a DIV9 avec des modulateurs pharmacologiques pendant 24h (Figure 2.3A et
2.4A). Lorsque traitées avec un agoniste sélectif (0-1602 : 0.3 uM; n = 92 neurites), une
augmentation significative de la densité synaptique a été observée (+15.5 + 4.0 %; **p<0.0075;
Figure 2.3A) comparativement au groupe témoin (DMSO : n = 93 neurites). Comme le traitement

avec I'0-1602 n’a pas affecté I'aire des neurites analysées (-3.3 £ 2.1 %; p=0.2034; Figure 2.3C),
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I’augmentation de la densité synaptique est le résultat d’'une augmentation du nombre de
contacts synaptiques (+12.6 + 4.4% ; *p=0.03, Figure 2.3B). Le traitement avec un antagoniste
sélectif (ML-193 : 1 uM; n = 162 neurites) a diminué le nombre contact synaptique (-10.6 + 2.6 %;
**p<0.0010; Figure 2.3B) sans affecter 'aire des neurites (+0.1 + 1.5 %; p=0.9340; Figure 2.3C).
Ainsi, une diminution de la densité synaptique (-10.9 + 2.0 %; ***p<0.0003; Figure 2.3A) a été
observée comparativement a son controle (DMSO ; n = 85 neurites). Fait intéressant, le

traitement avec un phytocannabinoide (CBD: 0.3 uM; n = 155 neurites), qui est aussi un

I+

antagoniste de GPR55, a pour sa part augmenté la densité synaptique (+15.9 + 2.9 %;
***p=0.0002; Figure 2.3A) via une augmentation du nombre de contacts (+16.3 + 3.2 %;
**p=0.0011; Figure 2.3B) sans avoir affecté I'aire des neurites (-1.2 £+ 1.6 %; p=0.9187; Figure
2.3C) comparativement a son controle (DMSO ; n = 95 neurites). Ainsi, ces résultats indiquent que
I'activation de GPR55 module positivement la formation de contacts synaptiques, alors que son
blocage engendre l'inverse. De plus, ces résultats indiquent également que le cannabidiol a un

mécanisme d’action différent des antagonistes du GPR55 classiques durant la formation de

contacts synaptiques.

Afin d’explorer I’effet du CBD sur la densité synaptique, les cultures primaires de neurones
ont ensuite été traitées avec de plus grandes concentrations de CBD (0.6 uM, 1 uM et 3 pM;
Figure 2.4). Les traitements avec 0.6 UM (n = 112 neurites) et 1 uM de CBD (n = 134 neurites) ont
augmenté le nombre de contacts synaptiques (CBD 0.6 uM : +10.6 £ 2.7 % ; **p=0.0066, CBD 1
UM :420.7 £3.1 % ; ****p<0.0001; Figure 2.4B) comparativement a leur contréle (DMSO; n = 89-
95 neurites), sans avoir eu d’'impacts sur 'aire des neurites (CBD 0.6 uM : -2.6 + 1.7 % ; p=0.1241,
CBD 1 uM: -0.8 + 1.5 % ; p=0.5321; Figure 2.4C). Cependant, a une concentration de 3 uM, la
densité synaptique des cultures neuronales était inanalysable di a une trop faible
immunofluorescence du marqueur synaptique GluR1. Ainsi, pour une concentration n’excédant
pas 3 uM, le CBD augmente la densité synaptique (CBD 0.6 uM : +15.1 £ 3.0 % ; ***p=0.0001, CBD
1 uM: +20.3 + 2.8 % ; ****p<0.0001; Figure 2.4A). Ensemble, ces résultats indiquent que les
ligands sélectifs de GPR55 ainsi que le CBD modulent la densité synaptique, mais de facon

différente.
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Figure 2.2 - Les ligands de GPR55 modulent la densité synaptique.
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(A) Expression de la synaptophysine (rouge) et de la sous-unité GIuR1 du récepteur AMPA (vert)

sur un neurone cortical traité avec 0.3 uM 0-1602, 1 uM ML193 ou 0.3 uM CBD pendant 24h a

DIV9 et fixé a DIV10. (B) Densité de contacts synaptiques, (C) nombre de contacts synaptiques et

(D) aire des neurites analysées en présence de 0.3 uM 0-1602 (n = 92 neurites), 1 uM ML193 (n

= 162 neurites) ou 0.3 uM CBD (n = 155 neurites) exprimé en A% du véhicule (DMSO; n = 93

(01602), n = 85 (ML193) et n = 95 (CBD)). Les valeurs sont présentées par la moyenne + SEM. *,

*k kEE et **¥** indiquent respectivement un changement significatif induit par rapport a son

véhicule; *p < 0.05, **p < 0.01 et ***p < 0.001. Photos (A) prises au microscope a fluorescence

inversé Olympus IX71 a 60X a I'aide du logiciel cellSens®.
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Figure 2.3 - Le CBD augmente la densité synaptique.

(A) Expression de la synaptophysine (rouge) et de la sous-unité GIuR1 du récepteur AMPA (vert)
sur un neurone cortical traité avec 0.3 uM, 0.6 uM, 1 uM et 3 uM de CBD pendant 24h a DIV9 et
fixé a DIV10. (B) Densité de contacts synaptiques, (C) nombre de contacts synaptiques et (D) aire
des neurites analysées en présence de 0.3 uM CBD (n = 155 neurites), 0.6 uM CBD (n = 112
neurites) ou 1 uM CBD (n = 134 neurites) exprimé en A% du véhicule (DMSO; n =95 (0.3 uM CBD),
n =89 (0.6 uM) et n = 107 (1 uM CBD)). Les valeurs sont présentées par la moyenne + SEM. **,
*Ex et *¥*** indiquent respectivement un changement significatif induit par rapport a son
véhicule; **p < 0.01, ***p < 0.001 et **** p < 0.0001. Photos (A) prises au microscope a

fluorescence inversé Olympus IX71 a 60X a I'aide du logiciel cellSens®.

67



GPR55 module la synthése des protéines synaptiques.

Afin de déterminer si les traitements pharmacologiques affectent également I'expression des
protéines synaptiques, les protéines GIuR1 et SVP ont été quantifiées par électrophorese de type
SDS-PAGE (Figure 2.5A et D). Lorsque traitées avec un agoniste sélectif (0-1602 : 0.3 uM; n = 15
échantillons), I'expression de GluR1 a significativement diminuée (-13.1 + 2.8 %, **p=0.0062;
Figure 2.5B) et celle de SVP tend vers une diminution (-13.82 + 5.4 %, p=0.0560; Figure 2.5C)
comparativement a leur contréle (DMSO : n = 11-15 échantillons). Le traitement avec
I’antagoniste sélectif (ML-193 : 1 uM; n = 12 échantillons) n’a pas eu d’impact sur I'expression de
GluR1 (ML-193 : +2.8 + 5.3 %; p>0.9999; Figure 2.5B) ou de SVP (ML-193 : +1.6 £ 12.3 %; p=0.9132;
Figure 2.5C). Ces résultats indiquent que I'expression des protéines synaptiques GIuR1 et SVP ne
semble pas étre affectée par une diminution de la densité synaptique lors du blocage de GPR55,

mais pourrait I’étre lors de I'activation du GPR55 par I’O-1602.

Par la suite, les mémes protéines synaptiques ont été quantifiées lors du traitement avec
les différentes concentrations de CBD (Figure 2.5D). A faible concentration (0.3 uM; n = 8
échantillons), le CBD n’a pas eu d’'impact sur I'expression de GIuR1 (-3.2 £ 7.4 % ; p=0.2703; Figure
2.5E) ou de SVP (+3.9 £ 10.9 % ; p=0.7537; Figure 2.5F). Fait intéressant, les traitements avec des
concentrations plus élevées de CBD semblent moduler I'expression des protéines synaptiques
GluR1 et SVP de facon dose-dépendante. Le traitement avec 0.6 uM de CBD (n = 6 échantillons)
a diminué significativement I’expression de GIuR1 (-15.8 + 3.3 % ; **p=0.0056; Figure 2.5E), mais
pas celle de SVP (-20.2 + 6.8 % ; p=0.0770; Figure 2.5F), alors que les traitements avec 1 uM (n =
6 échantillons) et 3 uM (n = 3 échantillons) de CBD n’ont pas diminué significativement
I’expression de GIuR1 (CBD 1 pM :-37.2 £ 11.2 %; p=0.1005, CBD 3 uM : -24.1 + 16.0 %; p=0.1909;
Figure 2.5E), mais ont diminué significativement I'expression de SVP (CBD 1 uM : -13.5 + 8.7 %;
*p=0.0387, CBD 3 uM:-52.4 + 4.8 %; ****p<0.0001; Figure 2.5F). Ensemble, ces résultats

indiquent que le CBD module négativement I'expression des protéines synaptiques GluR1 et SVP.
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Figure 2.4 - Les ligands de GPR55 modulent I'expression des protéines synaptiques.

(A et D) Expression de GIuR1 et de SVP sur une culture de neurones corticaux traitée avec
I’agoniste sélectif O-1602 (0.3 uM) ou I'antagoniste sélectif ML-193 (1 uM) de GPR55, ou avec
différentes concentrations de CBD (0.3 uM, 0.6 uM, 1 uM et 3 uM) pendant 24h a DIV9 et lysée a
DIV10. (B-C, E-F) Histogrammes illustrant la quantification par densitométrie de I'expression de
GluR1 (B et E) et de SVP (C et F) en présence de 0.3 uM 0-1602 (n = 15 échantillons), 1 uM ML-
193 (n = 12 échantillons), 0.3 uM CBD (n = 8 échantillons), 0.6 uM CBD (n = 6 échantillons), 1 uM
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CBD (n = 6 échantillons) et 3 uM CBD (n = 3 échantillons), et exprimé en A% du véhicule. Les
valeurs sont présentées par la moyenne * SEM. *, ** et **** indiquent respectivement un

changement significatif induit par rapport a son véhicule; *p <0.05, **p <0.01 et **** p <0.0001.
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Discussion

Nous avons évalué I'impact du traitement pharmacologique de GPR55 sur la densité de contacts
synaptiques. Les protéines synaptiques GIuR1 et SVP ont été quantifiées afin de déterminer si leur
expression est affectée par la modulation de GPR55. Les résultats obtenus démontrent que
I'activation de GPR55 avec un agoniste sélectif favorise la formation de contacts synaptiques,
alors que son blocage avec un antagoniste sélectif provoque I'effet inverse. Cette augmentation
de la densité synaptique par I'agoniste sélectif semble étre accompagnée d’une diminution de
I’expression des protéines GIuR1 et SVP, alors que la diminution de la densité par I'antagoniste
sélectif ne semble pas affecter leur expression. Fait intéressant, nous avons obtenu une
augmentation de la densité de contacts synaptiques et une diminution de I'expression des

protéines GluR1 et SVP avec le CBD.

Effet de GPR55 sur la densité de contacts synaptiques

Linteraction entre les filopodes dendritiques et axonaux est au centre de la formation des
synapses (Ziv et Smith, 1996; Fiala et al., 1998; Jontes et al., 2000; Lischer et al., 2000). Les
molécules et mécanismes cellulaires impliqués dans I'établissement du contact synaptique sont
généralement similaires a ceux impliqués dans le guidage et la croissance des axones au cours du
développement (Shen et Cowan, 2010). Récemment, notre laboratoire a démontré sur des
cultures d’explants rétiniens et sur des cultures de neurones primaires que I'activation de GPR55
provoque une augmentation de I'aire de la surface des cOnes de croissances, du nombre de
filopodes et de la longueur totale des neurites, par un mécanisme dépendant de la voie des
MAPK-ERK % et de la PKC (Cherif et al.,, 2015). Des études antérieures ont démontré que
I'activation de ces protéines kinases induit la formation de nouvelles synapses au niveau de
I'hippocampe, en plus d’améliorer certaines fonctions cognitives telles que I'apprentissage et la
mémoire (Hama et al., 2004; Sun et Alkon, 2009; Mogha et al., 2012). Dans la présente étude,
I’activation pharmacologique de GPR55 par I'agoniste O-1602 a augmenté le nombre de contacts
synaptiques, alors que son blocage par I'antagoniste sélectif ML-193 I’'a diminué. Ces résultats
indiquent que le GPR55 module positivement la formation de contacts synaptiques, et suggerent

gue la contribution de GPR55 a la synaptogeneése est similaire a sa contribution dans la croissance
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et le guidage des axones durant le développement cérébral (Cherif et al., 2015; Guy et al., 2015;

Guy et Kamiguchi, 2021).

Ces résultats sur la contribution de GPR55 a la synaptogenese durant le développement
sont également en accord avec la contribution de GPR55 a la plasticité synaptique (Sylantyev et
al., 2013; Hurst et al., 2017). La synaptogenése et la plasticité synaptiques sont des mécanismes
étroitement liés, et sont au centre de |'apprentissage et de la mémoire (Martin et al., 2000;
Augustin et Lovinger, 2018). Comme le GPR55 est exprimé dans des régions corticales et
subcorticales impliquées dans ces fonctions cognitives telles que I"hippocampe, le striatum et le
cortex, un nombre grandissant d’études s’intéressent a sa contribution a la formation et a la
réorganisation des synapses (Ryberg et al., 2007; Bruno et al., 2017; Marichal-Cancino et al.,
2018). Dans une étude récente effectuée chez le rat (Marichal-Cancino et al., 2016), I'injection
bilatérale dans le striatum de I'endocannabinoide 2-AGE, un agoniste endogene du GPR55, a
augmenté leur performance dans le test du labyrinthe en T (« T-maze paradigme »), alors que
I'injection de I'antagoniste CID16020036 nuit a leur apprentissage. Dans une seconde étude
(Hurst et al., 2017), 'activation de GPR55 par le LPI a favorisé la formation de PLT aux synapses
CA1l de I'hippocampe. Fait intéressant, la phase tardive de la PLT est caractérisée par la formation
de nouvelles synapses (Bolshakov et al., 1997). Ces résultats suggerent un réle physiologique du

GPR55 dans les mécanismes de I'apprentissage et de la mémoire.

Il est possible que GPR55 ait un r6le protecteur sur I'unité synaptique en situation de
stress. Dans une étude récente (Shi et al., 2017), I'injection intrapéritonéale de I'agoniste 0-1602
et de I'antagoniste CID16020036 ont respectivement produit un effet anxiolytique et anxiogene
dans le modele animal de stress inévitable chronique (« chronic unpredictable stress », CUS).
Dans ce modele animal, les comportements anxieux et dépressif sont généralement
accompagnés d’une altération de I'arborisation dendritique et d’une diminution des
neurotrophines et des protéines synaptiques (GIuR1 et SVP) au niveau de I"hippocampe et du
cortex préfrontal (Kang et al.,, 2012; Yuen et al., 2012; Duman, 2014; Bhagya et al., 2017).
Similairement, I'administration d’0-1602 a amélioré les symptomes dépressifs chez les animaux
exposés a un traitement de corticostérone (Wrdbel et al., 2020). Fait intéressant, chez les

personnes décédées par suicide I'expression de GPR55 est diminuée dans les régions corticales
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impliquées dans la pathophysiologie de la dépression (Garcia-Gutiérrez et al., 2018). Ainsi, il est
possible que dans nos conditions I'activation de GPR55 ait protégé les synapses basales contre un

facteur de stress (Kim et Leem, 2016).

Dans notre étude, le traitement pharmacologique avec le ML-193 n’a pas affecté
I’expression des protéines synaptiques GluR1 et SVP. Il est probable que la diminution du nombre
de synapses par le ML-193 soit le résultat d’une réorganisation des protéines pré- et
postsynaptiques (Ahmari et al., 2000; Bresler et al., 2004). En revanche, leur expression a diminué
par le traitement avec I'0-1602. Ce résultat est intéressant, puisqu’il suggere que I'augmentation
des synapses pourrait avoir été restreinte au niveau des neurites proximales. Une diminution de
la densité de contacts synaptiques au niveau distal pourrait expliquer nos résultats
contradictoires. Il est également possible que l'augmentation de la densité de contacts
synaptiques n’ait affecté que les neurones qui expriment GluR1. Similairement a CB1R, I'activité
de GPR55 pourrait différer selon le type cellulaire ou selon la maturité de la synapse (Maccarrone
et al.,, 2014; de Groot et al., 2017). Fait intéressant, une étude récente (Shi et al., 2017) a
démontré qu’une injection intrapéritonéale d’0O-1602 peut renverser l'augmentation de
I’expression de GIuR1l au niveau du cortex orbitofrontal induit par un paradigme de CUS.
Toutefois, cette étude n’a pas testé I'impact du traitement a I’O-1602 sur I'expression de GluR1

en condition normale.

Effet du cannabidiol sur la densité de contacts synaptiques

Des la caractérisation de GPR55, le CBD fut identifié comme un antagoniste (Ryberg et al., 2007).
Par exemple, le laboratoire du Pr Bouchard a démontré qu’il régule négativement la croissance
et le guidage des axones via le GPR55, en plus de diminuer l'aire de la surface des cones de
croissances, le nombre de filopodes et la longueur totale des neurites (Cherif et al., 2015).
Curieusement, les résultats de la présente étude démontrent une augmentation de la densité de
contacts synaptiques par le CBD et une diminution de I'expression des protéines synaptiques
lorsque sa concentration augmente. L'effet du CBD sur la densité de contacts synaptiques est
donc similaire a celui provoqué par I'activation de GPR55 avec I'agoniste 0-1602. Similairement a

I’0-1602, le CBD pourrait favoriser la formation ou le maintien des synapses seulement au niveau
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des neurites basales (Kapfer et al., 2002). Par ailleurs, le mécanisme d’action du CBD pourrait étre
bidirectionnelle et dépendre de I'excitabilité neuronale (Ryan et al., 2009). Par exemple, deux
études effectuées sur des cultures de neurones primaires traitées au CBD (Ryan et al., 2009;

Bouron, 2018) ont rapporté une mobilisation du Ca?* intracellulaire.

D’autres études (Osborne et al., 2017; Fogaca et al., 2018; Sales et al., 2019) ont également
rapporté une modulation positive de la densité de contacts synaptiques par le CBD. Similairement
a '0-1602, le potentiel protecteur du CBD est étudié dans plusieurs pathologies ou I'intégrité des
épines dendritiques est altérée telles que dans I'anxiété chronique, la dépression et la maladie
d’Alzheimer (Campos et al., 2017; Fogaca et al., 2018; Hughes et Herron, 2019; Sales et al., 2019).
Par exemple, une seule injection intrapéritonéale de CBD chez la souris est suffisante pour induire
un effet antidépresseur rapide et prolongé, accompagné d’une augmentation de la densité des
épines dendritiques, de la signalisation de BDNF et de I’expression des protéines synaptiques SVP
et PSD95 au niveau du cortex préfrontal (Sales et al., 2019). Dans un modéle de CUS, I'injection
intrapéritonéale de CBD bloque la réduction de la densité des épines dendritiques et de
I’expression de la protéine SVP, et augmente |'expression de la protéine PSD95 au niveau de
I"hippocampe (Fogaga et al., 2018). De plus, le CBD améliore les déficits cognitifs et renverse la
réduction de la protéine SVP au niveau de I'hippocampe causés par une hémochromatose
(Fagherazzi et al., 2012; da Silva et al., 2014). Récemment, le CBD a renversé les déficits causés a
la PLT de I'hippocampe dans un modeéle animal de maladie d’Alzheimer par un mécanisme
indépendant des récepteurs CB1 et 5SHT1 (Hughes et Herron, 2019). Plusieurs études ont d’ailleurs
rapporté la faible affinité du CBD pour CB1R ou CB2R (Ryberg et al., 2007; Ross, 2009). Cependant,
le CBD a un mécanisme d’action trés complexe et plusieurs autres récepteurs peuvent étre

impliqués dans sa pharmacodynamie (Franco et Perucca, 2019; Sales et al., 2019).
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Conclusion

L'identification des mécanismes moléculaires fondamentaux régulant la connexion entre deux
neurones fournira d’'importantes informations sur le développement et la maturation du systeme
nerveux. Les résultats de cette étude ont permis d’évaluer la contribution de GPR55 a la formation
de contacts synaptiques durant le développement. Son blocage nuit a la formation des contacts
synaptique, alors qu’elle est augmentée par son activation. De plus, dans nos conditions le CBD a
augmenté la synaptogenese. D’autres expériences seront toutefois nécessaires afin de
déterminer si la modulation de la densité de contacts synaptiques par le GPR55 est uniforme a
travers I'arbre dendritique et si elle differe selon le type neuronal ou la maturité de la synapse. Il

sera également important de déterminer si ces nouveaux contacts synaptiques sont fonctionnels.
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Chapitre 3 — Discussion générale

Contribution de GPR55 a la synaptogenése

Les recherches actuelles démontrent que les molécules et mécanismes cellulaires impliqués dans
le guidage et la croissance des axones pourraient étre également impliqués dans la formation des
contacts synaptiques (Shen et Cowan, 2010). Par exemple, le traitement pharmacologique des
cultures de neurones primaires avec la molécule de guidage nétrine-1 augmente le nombre de
synapses glutamatergiques (Goldman et al., 2013). Durant la croissance et le guidage des axones,
la concentration du Ca?* intracellulaire influence la réponse cellulaire a la nétrine-1 (Hong et al.,
2000; Duquette et Lamarche-Vane, 2020). Celle-ci est également influencée par les kinases PI3K
et MAPK-ERK?, ainsi que par la phospholipase C-y (PLCy) (Ming et al., 1999; Forcet et al., 2002;
White et Sacks, 2010). Le Ca?* est une composante essentielle dans I'établissement et
I’élimination de la synapse (Mateos-Aparicio et Rodriguez-Moreno, 2020). Il pourrait y avoir un
lien direct entre la mobilisation du Ca?* intracellulaire et le dynamisme du cytosquelette d’actine
(Gasperini et al., 2017). Les molécules et mécanismes cellulaires impliqués dans la signalisation
du Ca?* pourraient étre d'importants modulateurs de la synaptogenése (Sun et Alkon, 2009). Fait
intéressant, I’activation de GPR55 provoque la mobilisation du Ca?* intracellulaire et 'activation
de la voie des MAPK-ERK %, des GTPases de type Rho et de la PKC (Alhouayek et al., 2018). Les
résultats de la présente étude démontrent que I’activation de GPR55 augmente la densité de
contacts synaptiques au niveau basal de I'arbre dendritique, alors qu’elle est diminuée par son

blocage.

Considérant I'expression de GPR55 et de ses ligands endogenes durant le développement
embryonnaire, ainsi que son role dans la croissance et le guidage des axones, GPR55 pourrait étre
un important modulateur de la synaptogenese (Cherif et al., 2015; Guy et al.,, 2015). La
mobilisation du Ca?* intracellulaire par GPR55 pourrait augmenter le dynamisme du cytosquelette
d’actine et ainsi faciliter la formation et la motilité des filopodes. (Hama et al., 2004; Sun et Alkon,
2009; Mogha et al., 2012; Sen et al., 2016; Chen et al., 2018; Haque et al., 2018). L'augmentation

du nombre de filopodes axonaux et dendritiques augmente la probabilité qu’il y ait un contact



entre les terminaisons pré- et postsynaptiques (Cherif et al., 2015). De plus, le GPR55 pourrait
influencer indirectement la synaptogenése en modulant la réponse cellulaire a la nétrine-1 (Hong
et al., 2000; Shen et al., 2006; Yao et al., 2006; Gasperini et al., 2017; Duquette et Lamarche-Vane,
2020).

Les résultats de cette étude suggerent également que la modulation de GPR55 n’a pas le
méme impact au niveau des neurites basales et distales, puisque I'augmentation de la densité des
contacts synaptiques a été accompagnée d’une diminution de I'expression globale des protéines
synaptiques GIuR1 et SVP. La composition moléculaire des synapses peut différer selon leur
localisation sur I'arbre dendritique (Ferreira et al., 2020). Depuis quelques années, les recherches
considerent que chaque neurite devrait étre considérée comme une unité fondamentale de
signalisation (Branco et Hausser, 2010). Ainsi, dépendamment de sa distribution spatiale et de sa
composition, la réponse de la synapse a un modulateur peut différer (Rubio, 2000; Kéhr, 2006;
Delatour et al., 2020; Ferreira et al., 2020). De plus, le développement temporel des synapses
glutamatergiques différe entre le domaine basal et distal (Kelsch et al., 2008). Fait intéressant,
une étude sur des cultures de neurones primaires (de Groot et al., 2017) a démontré que le CB1R
et le CB2R régulent différemment la formation des synapses GABAergiques selon la maturité du

segment dendritique.
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Justification du modele

Le choix de la culture de neurones primaires comme modele d’étude est basé sur plusieurs
raisons. Premierement, la culture cellulaire permet de simplifier et de contréler I'environnement.
Ainsi, en utilisant un milieu de culture sans sérum et en prenant soin d’enlever les méninges lors
de la dissection, on peut obtenir des cultures primaires homogénes de neurones corticaux sans
se soucier de l'influence d’autres types cellulaires (Brewer et al., 1993). La culture primaire de
neurones nous permet aussi de facilement contrbler la densité cellulaire et les conditions
d’expérimentations. De plus, I'utilisation de ce modele in vitro nous permet d’appliquer des
traitements pharmacologiques et d’en voir l'effet directement sur les neurones en
développement sans se soucier de la pharmacocinétique de nos molécules. Deuxiemement, la
culture primaire de neurones est un bon modele pour étudier les mécanismes moléculaires
impliqués dans la croissance des neurites et dans la formation des synapses (Carter et Shieh,
2010). Puisque les neurones conservent I'identité de la région de laquelle ils ont été isolés, leur
morphologie et les mécanismes impliqués dans le développement des réseaux corticaux sont
similaires a ce qu’il est observé in vivo (Lesuisse et Martin, 2002; Carter et Shieh, 2010). Comme
la densité cellulaire est contrdlable, il nous a été possible de quantifier la densité de contacts
synaptiques sur des neurites isolées. Finalement, les mécanismes moléculaires impliqués dans la
croissance et le guidage des axones, et possiblement aussi ceux impliqués dans la synaptogenese,
semblent étre conservés a travers les mammiferes (Stoeckli, 2018). Ainsi, les résultats de cette

étude sont potentiellement transposables a I’humain.

Malgré les nombreux avantages qu’apporte la culture primaire, |'utilisation de ce modele
in vitro comporte quelques difficultés et limitations. Puisque la culture primaire de neurones
corticaux consiste en l'isolement de neurones non immortalisés, les neurones doivent étre
obtenus a partir de cerveaux embryonnaires, et ce, pour chaque culture. Or, la dissection et la
préparation des cultures sont des techniques laborieuses qui nécessitent beaucoup d’habiletés
et d’expériences. L’isolation des neurones corticaux repose sur des dissociations mécaniques
(trituration) et enzymatiques (trypsine, DNAase) qui peuvent affecter I'intégrité des neurones. De
plus, I'état de la matrice (poly-D-lysine) détermine largement la santé et le développement des

neurones. Un mauvais revétement des lamelles de verre peut provoquer le détachement des
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neurones apres quelques jours de culture. Les conditions qui déterminent un bon revétement
sont pour le moment peu connues et sont a I'étude au sein de notre laboratoire. Nos méthodes
d’analyse (immunocytochimie et électrophysiologie) nécessitent également une faible densité
neuronale, ce qui peut affecter la survie des neurones puisque celle-ci dépend entre autres des
facteurs trophiques issus des neurones et des cellules gliales environnants (Kaech et Banker,
2006). Afin de contrer cette limitation, il est possible d’ajouter au milieu de culture des
suppléments (B-27, N2) qui contiennent plusieurs facteurs trophiques et des antioxydants
(Brewer et al., 1993). Ainsi, la survie des cultures primaires repose également sur la qualité de ces
suppléments. Cet aspect est particulierement important pour les cultures qui doivent étre
maintenues sur une longue période. Afin de maintenir un apport constant de facteurs trophiques,
le milieu de culture doit étre rafraichi tous les 3-4 jours. Ces manipulations sont délicates, puisque
les neurones sont trés sensibles aux changements de leur environnement (vibration,
température, pH, humidité, luminosité, etc.). Malgré les nombreuses précautions, la qualité d’'une
culture peut grandement varier d’'une semaine a I'autre. Comme le soulignent Stefanie Kaech et
Gary Banker (2006), « Choosing to work with primary neuronal cultures means accepting the fact
that there will be some bad culture days. » (Choisir de travailler avec les cultures primaires de

neurones, c’est accepter le fait qu’il y aura des jours de mauvaises cultures [traduction libre]).
y J

Bien qu'il soit relativement facile de cultiver des neurones in vitro sur une courte période
(4-5 DIV), tel que pour étudier leur développement précoce, il est souvent plus difficile d’obtenir
des cellules en santé sur un plus long terme (10 DIV), comme c'est le cas dans notre étude de la
synaptogenese. De plus, pour réussir a effectuer des enregistrements en électrophysiologie de
type patch-clamp, il est primordial que les neurones soient en parfaite santé pour qu’ils puissent
supporter plusieurs changements importants. Le premier est le transfert de I'incubateur vers la
chambre d'enregistrement, ce qui implique un changement du milieu de culture vers le liquide
céphalo-rachidien artificiel. La membrane des cellules doit ensuite étre rompue a l'aide de la
pipette d'enregistrement, et cette méme cellule doit demeurer en vie plusieurs dizaines de
minutes pendant lesquelles les activités synaptiques sont enregistrées. Ainsi, les analyses en

électrophysiologie, bien que prévues dans le projet, n'ont pas encore pu étre réalisées.
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Limitations

L'interprétation de cette étude est limitée par I'absence d’expériences pharmacologiques sur des
cultures primaires de neurones corticaux provenant d'embryons murins gpr55-/-. Pour contrer
cette limitation, nous avons opté pour des agonistes et antagonistes hautement sélectifs de GPR5
(Heynen-Genel et al., 2010). Il est tout de méme possible que ces molécules puissent agir sur
d’autres récepteurs. Les résultats associés au CBD sont particulierement affectés par cette réalité,
car plus de 20 récepteurs peuvent étre impliqués dans sa pharmacologie (Franco et Perucca,
2019). Il est également possible que les synapses nouvelles formées a la suite du traitement avec
I’0-1602 et le CBD soient immatures (Sanes et al., 2011). Des expériences en électrophysiologie

ermettront d’évaluer la fonctionnalité de ces synapses.
Y

Les cultures primaires de neurones corticaux sont également une simplification de la
réalité. Par exemple, les cellules gliales sont trés peu présentes dans nos conditions. Or, elles sont
considérées comme une composante importante des synapses du SNC puisqu’elles y régulent la
neurotransmission (Araque et al.,, 1999). De plus, les cellules gliales sont impliquées dans le
développement et la plasticité des contacts synaptiques (Allen et Eroglu, 2017). Par exemple, par
la sécrétion de facteurs de croissances telles que Nétrine-1, elles facilitent la formation et la
maturation des synapses (Ullian et al., 2001; Colon-Ramos et al., 2007). En modulant I'excitabilité
présynaptique, elles influencent aussi la formation de DLT (Manninen et al., 2020). Pour cette
étude, nous avons préféré commencer par un systeme simplifié et ajouter graduellement des
éléments de complexités. Ainsi, nous prévoyons prochainement ajouter des astrocytes a nos
cultures primaires de neurones corticaux afin de déterminer I'impact du GPR55 astrocytaire sur

la formation de contacts synaptiques.
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Portée scientifique

Les résultats de cette étude ont démontré que GPR55 contribue a la formation des synapses entre
les neurones corticaux durant le développement. Ces résultats contribuent a I'amélioration de
nos connaissances sur le développement et la maturation du SNC. De plus, étant donné que cette
recherche porte sur des mécanismes fondamentaux, ces résultats pourront possiblement étre
transposés a d'autres systemes et permettront éventuellement le traitement de pathologies
présentement incurables, tels que des maladies congénitales, neurodégénératives ou post-
traumatiques ou le nombre de synapses est affecté (Swiech et al., 2008). De plus, les résultats de
cette étude aideront a la compréhension des déficits développementaux induits par la
consommation périnatale de CBD (Grant et al.,, 2018). Les données récoltées meéneront
potentiellement a la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques et éventuellement au
développement de nouveaux agents pouvant traiter les déficits des enfants nés de meres
consommatrices, mais aussi les lésions du systeme visuel qui sont d'origine post-traumatique ou

secondaire a une autre pathologie.

Consommation de cannabis durant la période périnatale

Les Canadiens sont parmi les plus grands consommateurs de cannabis (Canadian Psychiatric
Association, 2017). L'augmentation de sa disponibilité et de sa qualité entrainera probablement
une augmentation de sa consommation chez les femmes en age de procréer (Mark et al., 2017).
Malgré la connaissance des risques pour la santé du feetus, le cannabis demeure la drogue la plus
consommée chez la femme au cours de la grossesse et de I'allaitement (Grant et al., 2018). Selon
une étude canadienne (Westfall et al., 2009), 68 % d’entre elles en consomment pour contrer les
nausées associées a la grossesse. Toutefois, les composés actifs du cannabis traversent
rapidement la barriére placentaire, s"accumulent dans les tissus foetaux et sont excrétés dans le
lait maternel (Conner et al., 2015; Chasnoff, 2017; Fantasia, 2017; Wang, 2017). L’exposition
foetale au cannabis peut affecter le développement physique et cognitif de I’enfant, et pourrait
également affecter I'acuité visuelle (Grant et al., 2018; Cécyre et al., 2020a; Zantut et al., 2020).
Les récepteurs aux cannabinoides classiques (CB1R et CB2R) peuvent étre responsables de ces

effets néfastes. Toutefois, le cannabis comporte plus 113 phytocannabinoides et certains d’entre
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eux, tels que le CBD, ont peu d’affinité pour CB1R ou CB2R (Ryberg et al., 2007; Ross, 2009;
Aizpurua-Olaizola et al., 2016). Comme GPR55 est impliqué dans la croissance et le guidage des
axones, en plus de contribuer a la formation et a la réorganisation des synapses, son activation
exogene via le THC ou le CBD pourrait en partie expliquer les déficits cognitifs observés chez les

enfants nés de meres consommatrices (Balenga et al., 2011b; Cherif et al., 2015).

Utilisation du cannabidiol chez I’enfant

Les résultats de cette étude suggerent également que l'utilisation du CBD a fin médicale chez
I’enfant telle que pour le traitement du trouble du déficit de I’attention avec ou sans hyperactivité
(TDAH), devrait étre contre-indiquée ou utilisée avec prudence due a son possible impact sur le
développement des circuits corticaux (Burggren et al., 2019). Cependant, pour certaines
pathologies telles que I'épilepsie, les bienfaits associés au CBD surpassent largement les risques
développementaux (Golub et Reddy, 2021). Par exemple, les enfants épileptiques ont un risque
accru de mortalité, démontrent davantage d’idées suicidaires et sont plus a risques de développer
des troubles d’apprentissages (Autry et al., 2010; Jones et al., 2013; Kasradze et al., 2021).
Malheureusement, 30 % d’entre eux sont réfractaires aux traitements standards (Raucci et al.,
2020). En diminuant I'excitabilité neuronale, entre autres par le blocage du GPR55, le CBD est une
voie prometteuse dans le traitement de I'épilepsie (Kaplan et al., 2017). En 2018, I'agence
américaine des produits alimentaires et médicamenteux (« Food and Drug Administration », FDA)
a approuvé le médicament Epidiolex® pour le traitement de deux formes séveres d’épilepsie chez
I’enfant (le syndrome de Dravet et le syndrome de Lennox-Gastaut). En plus d’étre bien toléré
chez I'enfant, le CBD peut également moduler I'anxiété et la dépression, qui sont des

comorbidités fréquentes chez les patients épileptiques (Golub et Reddy, 2021).
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Perspectives

L'objectif de cette étude était de quantifier le nombre de synapses glutamatergiques dans des
cultures de neurones corticaux primaires a la suite de leur traitement par des agonistes ou des
antagonistes de GPR55. Nous avons également évalué si ces altérations anatomiques ont des
répercussions sur I'expression des protéines synaptiques GIuR1 et SVP. Les résultats de cette
recherche suggerent une contribution de GPR55 a la synaptogenese. D’autres expériences in vitro
et in vivo sont envisagées afin d’approfondir sa contribution au développement et au maintien
des synapses. De plus, des expériences génétiques (souris gpr55-/-) seront nécessaires pour

valider la spécificité de nos traitements pharmacologiques.

Tout d’abord, il sera important de déterminer si la modulation de la formation de contacts
synaptiques par GPR55 est uniforme a travers 'arbre dendritique. Ainsi, la densité de contacts
synaptiques pourrait étre quantifiée sur les neurites distales et comparée avec les résultats de
cette étude. Il serait aussi nécessaire d’évaluer la distribution de GPR55 sur I'arbre dendritique et
de déterminer s’il est localisé du c6té pré- et/ou postsynaptique. Le mécanisme moléculaire par
lequel GPR55 module la densité de contacts synaptiques devra aussi étre déterminé. Selon les
voies de signalisation connues de GPR55, nous émettons |'hypothese qu’il influence la
synaptogenése via la protéine kinase C (PKC), la MAPK-ERKY: et la phospholipase C (PLC), puisque
ces enzymes sont impliquées dans la réorganisation de I’actine-F et dans la formation de synapses

(Hama et al., 2004; Sun et Alkon, 2009; Mogha et al., 2012).

Ensuite, il serait nécessaire d’évaluer la fonctionnalité de ces nouveaux contacts
synaptiques. L'enregistrement des courants postsynaptiques excitateurs miniatures (mCPEs) sur
des neurones entiers en patch-clamp permettrait de déterminer si 'augmentation du nombre de
contacts synaptiques médiée par l'activation de GPR55 est corrélée avec un changement
fonctionnel dans la transmission synaptique. Ces expériences en électrophysiologie nous

renseigneraient également sur la localisation pré- ou postsynaptique de GPR55 a la synapse.

Il serait également intéressant d’évaluer si GPR55 module le nombre des précurseurs
synaptiques, puisque la formation des synapses est souvent initiée par l'interaction entre les

filopodes dendritiques et axonaux.
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Finalement, I'objectif final de cette étude sera de déterminer si GPR55 module la
synaptogenese in vivo. Pour ce faire, il serait possible d’injecter des agonistes et des antagonistes
du GPR55 au niveau de I'hippocampe de la souris. Par la suite, le nombre et la morphologie des
épines dendritiques des neurones hippocampiques pourront étre évalués en utilisant Ia
coloration de Colgi-cox. De plus, il serait tres intéressant de déterminer in vivo I'impact de la

consommation de cannabis durant la période de grossesse chez la progéniture de la souris.
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Annexe

Collaboration sur un article scientifique au cours du mémoire

1. Llaroche, S, Stil, A., Germain, P., Cherif, H., Chemtob, S. et Bouchard, J. F. (2021, Jun 30).
Participation of L-Lactate and Its Receptor HCAR1/GPR81 in Neurovisual Development.
Cells, 10(7). https://doi.org/10.3390/cells10071640

Prix remporté au cours du mémoire

1. Prix d’excellence du Réseau de recherche en santé de la vision, catégorie des

présentations par affiche, 2021

Bourses regues au cours du mémoire

1. Bourse d’excellence, Etudes supérieures et postdoctorales — Ecole d’optométrie de
I'Université de Montréal, 2018

2. Bourse d’excellence Louise et Bernard Lamarre, Etudes supérieures et postdoctorales de
I’'Université de Montréal, 2019

3. Bourse d’excellence, Etudes supérieures et postdoctorales — Ecole d’optométrie de

I'Université de Montréal, 2019
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