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INTRODUCTION

Cette premiére section introduira les notions nécessaires a la compréhension de ce travail de
thése. La premiere partie portera surtype cellulaire de I’immunité innée, les cellules
Natural Killer (NK). Les différents points abordés seront: la genese des celluleedK, |
principaux récepteurs activateurs et inhibiteurs impliqués damsiakion de la réponse
immunitaire, les deux grandes foneiodes cellules NK, a savoir, I’immuno-régulation et
’activité cytotoxique, puis nous parlerons de la régulation des cellules NK par des facteurs
solubles, comme les cytokines, et les interactions yeatres cellules de I’immunité, telles

gue les cellules dendritiques. La deuxieme partie décrira le systtme endocannabinoide, ces
différents constituants, (récepteurs, ligands) et ses différents roles dansysiemes
biologiques, tel que le systéeme nerve8mn réle dans le systéeme immunitaire, ainsi que ses

implications dans la biologie des cancers seront plus particuliéerement développés.

1. Les cellules Natural Killer

Les cellules Natural Killer (cellules NK) sont un des composants essentiels du systeme
immunitaire et plus précisément de I’immunité innée. Ils représentent environ 15% des
lymphocytes circulants. La définition phénotypique des cellules NK se traduit par
I’expression du marqueur de surface CD56 (NCAM) et I’absence d’expression du CD3. Les

deux propriétés principales des cellules NK sont (1) la production de médiateurs solubles
immuno-régulateurs (cytokines et chimiokines) et (2) la lyse des cellules cibles infectées ou
anormales (cellules tumora)ed]. Les propriétés cytotoxiques des cellules NK ne sont pas
restreintes aux complexes majeurs d’histocompatibilit¢ (CMH) comme peuvent 1’étre les

lymphocytes T CD8

1.1. Les différents types de cellules NK : CO%8'/ CcD56'™

Les cellules NK peuvent étre classées en deux catégories principales en fonction du profil
d’expression du marqueur de surface CD56 : la population C86et la population
CD56'™. La majorité des cellules NK (90%) ont une faible densité d’expression du CD56
(CD56"™) et un fort taux d’expression du récepteur de type Ill du fragment/f CD16; ces
cellules NK sont donc CDSECD16™™ L’autre population, minoritaire (10%), est



représentée par les cellules CB8BCD16"™™. Ces deux sous populations présenthast
capacités différentes de cytotoxicité, de production de cytokines ainsi que dans la nature de la
réponse induite par une activation cytokinid@et].

Les cellules NK CD589"CD16™™ ont surtout une activité immuno-régulatricta la
production de nombreuses cytokinesterferony (IFNy), TNFo, TNF3, GM-CSF,IL-10, et

IL-13 qui sont produites apres stimulation. En revanche, la production de cytokines immuno-
régulatrices par les cellules NK COB&D16™" peut étre considérée comme négligeable,
méme apres stimulation [2]. Des études fonctionnelles réalisées par Lanier et ses céllégues [
ont montré que les cellules COS& D16 présentent une capacité cytotoxique beaucoup

plus importante que les cellules CO%¥8'CD16™,

1.2. Développement des cellules NK dans la moelle osseuse

Les cellules NK sont issues de progéniteurs hématopoiétiques de la moelle osseuse. lls sont
considérés comme la troisieme catégorie majeure de lymphocytes malgré leur classification
comme cellules de I'immunité innée, les deux autre types de lymphocytes étant les
lymphocytes T et les lymphocytes B. Contrairement aux lymphocytes T et B, les cellules NK
ne possedent pas de complexe moléculaire permettant une reconnaissance antigénique
spécifiqgue (TCR et anticorps) et ne réalisent pas de recombinaison génique sur les différents
génes codant pour les récepteurs activateurs et inhibiteurs présents a leur surface.

Les cellules NK, comme les lymphocytes B et les cellules myéloides, commencent leur
développement dans la moelle osseuse. Mais, contrairement aux lymphocytes T, la maturation
des cellules NK ne nécessite pas de passage dans le thymus. Ces différentie types
lymphocytes sont issus des mémes progéniteurs hématopoiétiques pluripotents, caractérisés
par I’expression du marqueur CD34. Son expression est perdue au fur et a mesure de la
différenciation vers les cellules NK qui perdent leur pluri potentialité. A ce jprijricipale
molécule responsable de la différenciation des cellules pluripotante$lules NK est I’'IL-

15 [6]. Récemment, une revue réalisée par Freud AG et Caligiuri MA a décrit 5 stades
arbitraires de développement pour aboutir a la cellule NK mature [7]. Ces différents stades se
caractérisent par I’expression ou non de marqueurs de surface et par la fonction cellulaire

associée.



1.2.1. Les 5 stades de différenciation des progéniteurs hématopoiétigue§ CD34

Le premier stade débute par I’engagement des progéniteurs hématopoiétiques CD34" dans la

voie des cellules NK. Durant cette phase précoce, des facteurs stromaux sont nécessaires. Le
meédiateurs SCF (stem cell factor ou KL, flt3 ligand ou HL)3 etlL-7 permettent le passage

d’un phénotype pro-cellules NK ou progéniteur hématopoiétique CD3&D34/CD117

/ICD94), qui n’est pas sensible a ’action de I’'IL-15, a un phénotype pré-cellules NK
correspondant au stade 2 et pouvant répondre a I’IL-15. Sous I'influence de ces facteurs
stromaux, les pro-cellules NK CD34oientI’expression des chaines o et du récepteur a

I’IL-15 augmenter. Ces cellules deviennent alors sensibles a I’action de I’IL-15 ou de I’IL-21
(cytokine apparenté&el’IL-15).

Le deuxieme stade de développement correspond aux cellules qui, ayant acquis le marqueur
CD122 (chaingd du récepdur a I’'IL-2), répondent &action de I’'IL-15 (ou de I'IL-2). A ce

stade, les cellules ne possedent pas de marqueurs spécifiques des cellules NK et peuvent
encore emprunter les voies de différenciation des lymphocytes T. Leur phénotype est
CD34/CD117/CD94.

Au stade 3, les cellules NK sont immatures (immatlike ou iNK). Les cellules iINK sont
définitivement engagées dans la voie des cellules NK et ne peuvent plus se différencier en un
autre type cellulaire. Les cellules iNK expriment alors quelques uns des marqueurs
caractéristiques des cellules NK, tels que les molécules CDBKp#4. Bien qu’a ce stade

la cellule ressemble fortement a une cellule NK mature, elle n’en a pas les fonctionnalités. En

effet, les cellules ne peuvent pas sécréter d’IFNy et sont incapable d’effectuer une action

lytique dépendante de la perforine contre des cellwlesprimant pas le CMH de type |
(CMH-I). Leur phénotype a ce stade est CBB117/CD94.

Le passage du stade 3 au stade 4 est marqué par I’acquisition des marqueurs CD94 et NKG2A

qui vont conférer a la cellule une tolérance vis-a-vis du CMH1hote. D’autres marqueurs

font également leur apparition a cette étape, comme les molécules N&GRP46. Les

cellules vont fortement exprimer CD56. A ce stade, la cellule commence a acquérir les
fonctionnalités caractéristiques des cellules Nfroduction d’IFNy et activité Iytique
dépendante de la perforine mais également par le biais des récepteurs de mort de la famille du
TNF (comme TRAIL ou FasL). Durant cette étape, le facteur de transcription T-bet,

indispensable a la maturation fonctionnelle des cellules NK, est exprimé de facon trés
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importante. Les caractéristiques phénotypiques du type cellulaire obtenu soMTN3Z"

/ICD94'.
Le stade 5 voie émerger les deux sous populations de cellules NK, a savoir la population

CD56""CD16"™ et la population CDS8'CD16"9™ L’expression du CD56 augmente
progressivement du stade 2 au stade final. A ce mometjiression du CD16 apparait. Les

différentes étapes de la génération des cellules NK sont présentées dans la figure 1.

Stade 1l Stade 2 Stade 3 Stade 4 Stade5
Cellule souche CD122 - CD122 + NK CD5gEren CD5gm
hématopoiétique Pro-NK Pra-NK immature NK NK
H/f = ﬂ\ r_//:'_" 5‘ \ f_lf"}:::"'-: N ; f/l’.’/—'mﬂ‘;\‘l
In' . _'.I 'I M Ill i | . |(‘ - 0 "3’Ik 2
\ > \ > N I | |
CD34 + CD34 + CD34 + CD34 - CD34- CD34-
CD38- CD117 - CD117+ CD117 + CD117 +/- CD117 -
CD94 - CD94 - CD94 - CD94 + CD94 +/-
CD16- CD16- CD16- CD16- CD16+

Engagement dans la lignée NK

V

Maturation fonctionnelle

y
Acquisition des KIR

Figure 1: Les différents stades de développement des cellules Natural Killpres Freud et Caligiuri [7])

1.2.2. Cas particuliers : développement des cellules NK dans les ganglions

lymphatigues, le foie et le thymus

Il a également été montré que la moelle osseuse n’est pas le seul site de développement des
cellules NK. Ainsi, le foie, le thymus et les ganglions lymphatiques peuvent étre le siege du
développement de certaines sous populations de cellules NK. Récemment, une population
minoritaire de cellules NK, exprimant CD127 (IL-G)R a été trouvée dans le thymus. Cette

génération se fait par une voie de signalisation particuliere dépendante de GATA3 et
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indépendamment des précurseurs T. Une autre caractéristique phénotypique des cellules NK
d’origine thymiques est leur plus forte expression de CD69 par rapport aux cellules NK

« classiques ». Les fonctions des cellules NK thymiques CDd@1t dépendantek 1’IL-7

et uniguement immungégulatrices chez la souris. Chez I’homme, leurs fonctions resterat

étre étudiéeq7]. Dans les ganglions, la sous population de cellules NK EB%ese
développe a partir d’un précurseur hématopoiétique possédant le marqueur CD34 [8]. Des

cellules NK immatures ont également été décrites dans le foie de souris [9].

1.3.Les récepteurs

Afin de discriminer les cellules cibles des cellules du soi non infectées ou anormales, les
cellules NK utilisent un répertoire trés important de récepteurs de surface. Ces récepteurs
conditionnent 1’activation, la prolifération et les fonctions effectrices des cellules NK.

La perte de reconnaissance du soi se traduit par le fait que les cellules NK vont
préférentiellement attaquer les cellules dont les molécules du CMH-I ont une expression
dérégulée ou qui sont anormales [10]. La pert& dgression du CMH-I est un événement

rare qui intervient dans le processus tumoral de certains cancers.

Les réepteurs présents a la surface des cellules NK surveillent I’expression des molécules du
CMH-I. Les récepteurs capables de reconnaitre les molécules du CMH-I se divisent en deux
familles distinctesL’une de ces familles est constituée de récepteurs avedareaines
appartenant a la super famille des immunoglobulirsidg). Cette famille de récepteurs
regroupe les molécules KIR (killer Ig-like receptor), les LILR (leucocyte immunoglobulin-
like receptor) ou LIR (leucocyte inhibitory receptor) et les LAIR (leucocyte-associated
inhibitory receptor). Pour la deuxiéme famille, les récepteurs s’apparentent aux lectines de

type C.

L’engagement de ces récepteurs peuinduire I’activation ou 1’inhibition des fonctions
sécrétrices et cytotoxiques des cellules NK. Alors que les lymphocytes T et B reconnaissent
les antigénes exogénes par I’intermédiaire de récepteurs d’Ag spécifiques (TCRAC), I’état
d’activation des cellules NK est régulé par la balance des signaux activateurs et inhibiteurs

re¢us d’un nombre fini de récepteurs membranaires activateurs et inhibiteurs. C’est cette

balance qui va déterminer I’action des cellules NK.
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1.3.1. La superfamille des immunoglobulines

1.3.1.1. Les récepteurs KIR

Les récepteurs KIR sont exprimés par les cellules NK mais aussi par certaines sous
populations de lymphocytes T [11]. Les KIR sont les principaux régulateurs du
dévelgppement de la tolérance et de ’activation des cellules NK [12]. Les principaux ligands

des récepteurs KIR sont les molécules du CMH-1 (HLA-A, -B, -C). La tolérance des cellules
NK vis-a-vis des cellules hotes est permgséce a I’interaction des molécules du CMH-
expriméspar ces cellules et les récepteurs KIR inhibiteurs exprimés a la surface des cellules
NK.

La famille des récepteurs KIR est codée par 17 genes hautement polimorphes (202,1, 2DL
2DL3, 2DL4, 2DL5a 2DL5b, 3DL1 a 3DL3, 2DS1 a 2DS5, 3DS1, KIR3DP1) (Tableau 1).

Tableau 1: Récepteurs des cellules NK pour les molécules CMH-|

Gene CD Fonctions Motif Ligand
KIR2DL1 CD158a Inhibition ITIM HLA-C S77/K80
KIR2DL2 CD158b1 Inhibition ITIM HLA-C S77/N80
KIR2DL3 CD158b2 Inhibition ITIM HLA-C S77/N80
KIR2DL4 CD158d Activation ? FceRl HLA-G ?
KIR2DL5a CD158f Inhibition ITIM ?

KIR2DL5b Inhibition ITIM ?

KIR3DL1 CD158e1 Inhibition ITIM HLA-Bw4
KIR3DL2 CD158k Inhibition ITIM HLA-E
KIR3DL3 CD158z Inhibition ITIM ?

KIR2DS1 CD158h Activation DAP12 HLA-C
KIR2DS2 CD158;j Activation DAP12 ?

KIR2DS3 Activation DAP12 ?

KIR2DS4 CD158i Activation DAP12 HLA-C
KIR2DS5 CD158¢g Activation DAP12 ?

KIR3DS1 CD158e2 Activation DAP12 ?

Lesrécepteurs KIR sont des protéines transmembranaires de type |, caractérisés par le nombre
de domaines Ig dont ils sont constitués (2D ou 3D) et par la longueur de leur extrémité intra-

cytoplasmique (DS ou DL). Les extrémités longues (2DL et 3DL) posseédent des motifs

13



inhibiteurs appelés ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs). La
phosphorylation du motif ITIM permet le recrutement de la phosphatase SHP-1, ce qui induit
un signal inhibiteur. Les récepteurs KIR constitués d’une extrémité courte (2DS et 3DS) ne
possedent pas de motif ITIM. Ces récepteurs KIR activateurs sont associés a une protéine
transmembranaire activatrice nommée DAP12 et possedent, au niveau de leur domaine
intracellulaire, un motif activateur ITAM (immunoreceptor tyrosin-based activation motifs).

Le motif ITAM permet le recrutement d’une tyrosine kinase impliquée dans la génération

d’un signal activateur aprés stimulation [13, 14].

La seule exception est le récepteur KIR2DL4 dont la longue extrémité intra cytoplasstique
activatrice (tableau 1). KIR2DL4 est uniquement exprimé par les cellules NK &f5a

n’est pas associé a DAP12 mais a un adaptateur FceRI-y contenant un motif ITAM [15].

Qu’ils soient inhibiteurs ou activateurs, les récepteurs KIR possédent tous la méme extrémité

extra-cytoplasmique et peuvent donc lier les mémes ligands [16] (Figure 2).

Récepteurs Récepteurs
inhibiteurs activateurs
| |
I KIR2DL KIR3DL I I KIR2DL4 KIR2DS KIR3DS I

Domaine Ig-like O DO DO

Domaine lg-like 1 b D1

Domaine Ig-like 2 Eap) D2
5-5 5-S

[TIM

(motif inhibiteur) ITAM

{motifs activateur)

FceRl-y DAP12
(protéine adaptatrice)  (protéine activatrice)

Figure 2: Représentation schématique des récepteurs activateurs et inhibiteurs de la famille KIR.
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1.3.1.2. Les récepteurs LIR

La famille des LIR est composée de 13 membres ayant une structure similaire aux ecepteur
KIR car possédant également des domaines Ig-like. Les génes codant ces récepteurs sont
situés sur le bras long du chromosome 19. Les récepteurs LIR peuvent étre classée en trois
catégories. La premiére catégorie regroupe des récepteurs possédant des motifs I7IM (LIR

-2, -3, 5- et 8). La deuxieme catégorie est constituée des récepteurs ayant une courte
extrémité cytoplasmique et des résidus chargés dans leur région transmembranaire (LIR-6a, -
6b et -7). La derniere catégorie regroupe un unique récepteur soluble (LIR-4) [17].

Les récepteurs LIR sont exprimés par plusieurs cellules, dont les monocytes, les macrophages,
les cellules dendritiques, les lymphocytes B et T et les cellules NK [18]. Les récepteurs LIR-
1,-2, -3, -4, -6a et 7 possedent 4 domaines extracellulaires diytlbe alors que les LIRS

et -6b en possedent seulement deux. La présence de motifs ITIM dans la région
cytoplasmique des LIR-1, -2, -3, -5 et -8 suggere que ces récepteurs ont une activité
inhibitrice similaire aux récepteurs KIR [19].

1.3.1.3. Les récepteurs LAIR

Les membres de cette famille sont des glycoprotéines de type Il, homo ou hétérodimériques
codées par des genes situés sur le chromosome 19. Chaque chaine compose le domaine
extracellulaire de type lectine C (C-type lectin-like domain ou CTLD). Cette famille
constituée des molécules LAIR-1 et LAIR-2. Ces deux molécules possédent des motifs ITIM,
et vont donc induire un signal inhibiteur aprés activation.

LAIR-1 est une glycoprotéine transmembranaire de 32 kDa avec un seul domaine Ig-like
extracellulaire et une extrémité cytoplasmique possédant des motifs ITIM. LAIR-1 est
exprimé par la majorité des cellules mononucléées du sang (PBMC) et des thymocytes [20].
Le collagéne est un ligand naturel de LAIR-1. Aprés activation, ce récepteutereau

niveau des motifs ITIM, les phosphatases SHP1 et SHP-2. LAIR-1 existe également sous
forme soluble. L’activation de LAIR-1 entraine une forte inhibition de I’activité cytotoxique

des cellules NK [20]. Malgré de fortes ressemblances avec les récepteurs KIR, Ib&IR-1
reconnait pas les molécules du CMH-I.

LAIR-2 est un récepteur soluble qui est sécrété apres stimulation. Il interagit avec les mémes

ligands que LAIR-%t joue le role d’antagoniste des fonctions de LAIR-1 [21].
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1.3.2. La superfamille des lectines de type C

1.3.2.1. Ly49

Les récepteurs qui reconnaissent les molécules du CMH-I sont totalement différents chez
I’homme et la souris. Chez ’homme, ce sont les récepteur KIR qui sont responsables de la
reconnaissance des molécules HLA-A, -B, -C. Chez la souris, le principal récepteur qui
reconnait les molécules du CMH-I est le récepteur Ly49 [22]. Ly49 est également codé par un
gene Ly49l) présent dans le génome humain, mais la protéine prodlgte pas
fonctionnelke [23].

Ly49 est un récepteur transmembranaire de type 2 surtout exprimé par les cellules NK sous
forme d’homodimere. Le domaine extracellulaire est trés conservé parmi les membres de la

famille Ly49 et est constitu¢ d’un domaine Natural Killer (NKD) responsable de la liaison au
ligand. La partie intracellulaire du récepteur est constituée d’un motif inhibiteur ITIM. Les

cellules NK murines expriment au moins 7 récepteurs Ly49 inhibiteurs [24], Ly49A, -B, -C, -
E,F,-Getl.

Il existe deux récepteurs activateurs dans la famille Ly49, Ly49D et Ly49H. Ces deux
récepteurs ne possedent pas de motif ITIM intracellulaire mais un résidu arginine dans la
région transmembranaire qui interagit avec les protéines adaptatrices DAP10/DAP12, qui,

elles, possédent un motif activateur ITAM [25].

1.3.2.2. CD94/NKG2

Les génes codant les récepteurs NKG2 se situent sur le « complexe NK » du chromosome 12
chez ’homme et du chromosome 6 chez la souris [26, 27]. Les genes de ce complexe codent

pour des récepteurs de type Il lectlile: D’autres génes se retrouvent dans ce complexe

NK, comme ceux codant pour CD69 et CD94.

Les récepteurs CD94/NKG2 sont des lectide type C, constituées d’hétérodimeres reliés

par des ponts disulfures. Ce sont des récepteurs transmembranaires exprimés par les cellules
NK et quelques sous populations de lymphesyl. La sous unité CD94 du récepteur est
invariante. La sous unité NKG2 regroupe 5 protéines, NKG2A (et son variant NKG2B),
NKG2C, NKG2D, et NKG2E. Les domaines extracellulaires des sous unité NKG2A/B, -C et

—E possedentun haut degré d’homologie. La partie intracellulaire peut étre longue
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(NKG2A/B) ou courte (NKG2C et-E), correspondant respectivement, aux activités

inhibitrices ou activatrices des récepteurs CD94/ NKG2.

1.3.2.3. NKG2D

Le récepteur NKG2D a été identifié en 1991 comme un récepteur orphelin (PMID:2007850).
C’est une lectine de type C qui a également été idefite chez d’autres espéces, dont la

souris, le rat et le porc. Sa séquence en acides aminés est trés conservée entre les especes
(entre 52% et 78% d’homologie pour la protéine entiére et entre 72% et 90 % pour le domaine
lectine). Les fonctions de NKG2D ont été identifiees a partir de 1999 par des chercheurs
travaillant sur les ligands MICA et MICB [28], ainsi que par une équipe qui travaillait sur la
signalisatiorvia la protéine adaptatrice DAP10 [29].

Contrairement aux autres récepteurs NKG2, NKG28t pas co-exprimé avec CD94. Il se
retrouve sous forme d’homodimeéres a la surface des cellules NK [29].n’a que 21%
d’homologie avec les autres membres de la famille NKG2 et possede des fonctions tres
différentes.

NKG2D est exprimé principalement par les cellules NK mais aussi par les cellules NKT,
certains types de lymphocytesyd, les lymphocytes T B8, et certains lymphocytes T
CD4'.

NKG2D est un récepteur activateur. Un certain nombre de ses ligands ont été identifiés, dont
MICA et MICB.

1.3.2.3.1. Les fonctions de NKG2D

L’activation de NKG2D par les cellules NK entraine une activité cytolytique. Cette fonction a

été démontrée en utilisant des cellules transfectées avec des ligands de NKG2D comme les
protéines MIC, Rae*1 ou H-60. Il a été observé une forte cytotoxicité vis-a-vis de ces
transfectantsgontrairement aux cellules non transfectées et n’exprimant pas les ligands de
NKG2D [30-32].

1.3.2.3.2. Les ligands MICA et MICB

MICA et MICB sont des molécules de surfaces apparentées aux molécules CMH-I et sont

surexprimées par des cellules ayant subi un stress, infectées ou tumorales [33, 34].
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1.3.2.4. CD69

CD69 est un récepteur de type lectine de type C. Il est exprimé aprés activation par la majorité
des cellules immunitaires et notamment par les cellules NK en réponse a I’IL-2 [35]. Une fois
exprimé par les cellules NK, CD69 agit comme une molécule co-stimulatrice permettant la

prolifération, la sécrétion et/ou une activité cytotoxique [36].

1.4. Les principales fonctions des cellules NK

1.4.1. La cytotoxicité

Les molécules du CMH-I peuvent étre considérées comme des indicateurs positifs de
I’intégrité cellulaire. Les cellules NK tuent principalement les cellules dontl’expression du

CMH-1 est absente ou anormatéest-a-dire ne correspondant pas au CMH-1 du soi) [37, 38]

Il existe donc des récepteurs exprimés a la surface des cellules NK qui reconnaissent ¢
molécules du CMH- modifiées ou non (KIR, LIR ....). L’activation des fonctions
cytotoxiques des cellules NK se fait aprés I’intégration de plusieurs signaux, générés par
I’engagement ou non des récepteurs inhibiteurs et activateurs [3@]est la balance des
signaux activateurs et inhibiteurs qui va déclencher ou non la réponse cytotoxique (Figure 3).
Les récepteurs de la cytotoxicité naturelle des cellules NK reconnaissent des ligands qui ne
sont pas des molécules du CMH-I. Ces ligands sont exprimés a la fois par les cellules saines
et par les cellules anormales. Ces récepteurs sont les mol&yds, NKp30 et NKp44. Ce

sont des récepteurs activateurs qui ont la particularité de posséder un motif ITAM dans leur
domaine intracellulaire. Ce motif ITAM est commun a tout les récepteurs activateurs ; il est
soit présent sur la molécule soit le réceptéassocie a une molécule exprimant ce motif
ITAM.

A noter que les récepteurs KIR possédant une extrémité intracytoplasmique sont activateurs
car ils sont liés a la protéine adaptatrice DAP12 qui possede un motif ITAM (Figure 2). Ces

récepteur KIR activateurs sont aussi appelés récepteur KAR.
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Récepteur
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Récepteur
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B Activation de la cytotoxicité D Activation de la cytotoxicité

Ligand activateur

Figure 3: Régulation de la cytotoxicité des cellules NK par les récepteurs activateurs et inhibiteurs

La cytotoxicité des cellules NK dépend de la balance entre les signaux activateutstetiishA, Enl’absence
d’interaction entre un récepteur activateur et son ligand, la cytotoxicité est inpdréla reconnaissance du
complexe CMH-| par les récepteurs inhibiteurs (ex : KIR)La fonction cytotoxique est activée quand il y a
une interaction entre un récepteur activateur et son ligaridgbsence d’une reconnaissance du CMH-I par un
récepteur inhibiteur. Lorsque les interactions inhibitrices sont plus eoisds que les signaux activateurs, la
cytotoxicité des cellules NK est inhibé€)(alors que, &’inverse, lorsque les interactions activatrices sont plus

nombreuses, la balance penche en faveur d’une activation de la cytotoxicité (D).

Une fois le processus cytotoxique engagé, les voies de mort utilisées par les cellules NK sont
principalement de deux types :
- Soit la lyse est calcium dépendante et fait intervenir des granules de sécrétion, issues
des lysosomes, contenant des enzymes lytiques.
- Soit la lyse est indépendante du calcium et fait intervenir les récepteurs de mort de la
famille du TNF, tels que FasL et TRAIL [40, 41].
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1.4.1.1. Les granules lytiques

Les granules lysosomiales contiennent des enzymes lytiques telles que granzyme et perforine
[42], des sérines protéases, telles que granzyme A-H, K et M, et des protéoglgoamas

la serglycine. Ces différentes enzymes vont déstabiliser et perforer la membrane plasmique
des cellules cibles. Le pH acide des granules rend inactives la plupart des enzymes lytiques.
Pour empécher une action prématurée des enzymes non sensibles au pH, les granules lytiques
contiennent également des inhibiteurs, tels que la calréticuline qui inhibe la perforine. Enfin,
les granules contiennent des enzymes responsables du métabolisme des enymes lytiques,
comme les cathepsines C et B. A noter que les granules présentent a leur surface la molécule
FasL.

14.1.1.1. Granzymes

Le terme granzyme désigne des enzymes contenues dans des granules. Les granzymes sont
des sérines protéases exprimées par les cellules NK et les lymphocytes T activés. Chez
I’homme, 5 génes codent pour des granzymes nommees A, B, H, K et M. Les granzymes A et

K clivent leurs cibles apres un résidu basique [43], la granzyme H clive sa cible apres un
résidu aromatique [44, 45], et la granzyme M aprés un résidu aliphatique en position P1 [46].

1.4.1.1.2. Perforine

La perforine est contenue dans les granules de sécrétion des cellules NK et est sécété suite
une activation pro-cytotoxique des cellules [47-49]. Les fonctions de la perforine restent
sujettesa débat. En effet, les premiéres études sur la perforine ont montré qu’elle était
indispensable #&action des molécules lytiques, telles que les granzymes, en permettant la
formation de pores dans la membrane plasmique de la cellule cible [50]. Cependant, des
études plus récentes ont montpge la perforine n’était pas indispensable a ’action des
granzymes et que les pores formés n’étaient pas suffisants grands pour permettre 1’entrée de

molécules de grande taille, comme les granzymes [51, 52].
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1.4.1.2. Lafamille du TNF

Les cellules NK expriment des membres de la famille du TNF tel que ¢, TIMRphotoxine

o, lymphotoxineB, FasL, CD27L, CD30L, OX40, 4-1BBL et TRAIL [53, 54].

1.4.1.2.1. FasL

Fas ligand (FasL) est une glycoprotéine membranaire de type Il de 40 kDa. Fagiripste

par un nombre limité de types cellulaires, incluant les lymphocytes T activés, les cellules NK,
les cellules de Sertoli et les cellules épithéliales de la cornée [55-57].

FasL agit acc le ligand Fas, exprimé par les cellules cible. L’interaction Fas/FasL, en plus de

la lyse des cellules infectées ou anormales, est également impligisééhoméostasie des
cellules immunitaires. En effet, ce mécanisme complexe permet de limiter I’expansion clonale

des cellules T aprées la phase effectrice de la réponse immune et d’inactiver les cellules T

auto-réactives qui ont échappé a la sélection thymique.

1.41.22. TRAIL

TRAIL est un récepteur transmembranaire de type 2. Il a une forte homologie &kec Fa
(28% d’acides aminés dans la partie extracellulaire) au niveau du site de liaison avec son
ligand TRAIL-R.L’extrémité cytoplasmique de TRAIL est trés courte et comprend 17 résidus
d’acides aminés. Une faible proportion de TRAIL est retrouvée sous forme soluble, aprés
clivage par des cystéines protéases.

TRAIL peut se lier a deux récepteurs qui vont induire la mort cellulaire, TRAIL-R1 (DR4) et
TRAIL-R2 (DRY), ainsi qu’a deux autres récepteurs qui ne peuvent pas transduire un message

de mort, TRAILR3 (LIT, DcR1) et TRAIL-R4 (TRUNDD, DcR2). Il existe également un
récepteur soluble capable de lier TRAlostéoprotégérine (OPG).

TRAIL est exprimé par de nombreuses cellules de I'immunité innée et de I’immunité
adaptative. Son expression dépend de 1’état d’activation de la cellule. L’expression de TRAIL

est augmentée sur les monocytes et les macrophages stimulés avec du LPS ou de I'IFN [58,

59]. L’IFNy peut induirel’expression de TRAIL par les monocytes, les cellules dendritiques
et les cellules NK [60, 61].

21



1.4.1.2.3.  M¢écanismes moléculaires de 1’apoptose induite par FasL

et TRAIL

Les mécanismes moléculaires indyiis TRAIL et FasL aboutissant a 1’apoptose de la cellule

cible font intervenir les caspases. Les caspases clivent leur substrat apres un résidu aspartate
et peuvent étre divisées en trois groupes. Le groupe 1 clive aprés une séquence consensus
WEHD. Le groupe 2 (caspases 2, 3, 7) reconnait la séquence DEXD. Le groupe 3 (caspase 6,
8 et 9) reconnait la séquence (IVL)EXD.

La premicére étape de 1’apoptose induite par TRAIL correspond a sa liaison avec TRAIL-R1 et
TRAIL-R2 qui induit latrimérisation du récepteur et I’arrimage au complexe DISC (death-
inducing signaling complex) [62]. La protéine adaptatrice FADD (Fas associated death
domain) est alors recrutée au niveau du complexe Di&Cinteraction avec les domaines de

mort (death domain ; DD) des récepteurs TRAIL-RZR2. FADD va également recruter les
caspases 8 et 10 au complexe DISC ou elles sont a leur tour activées. Cetterastague

le départ d’une cascade de signalisation impliquant la voie des caspases aboutissant, in fine,a

la fragmentationde I’ADN (Figure 9.

TRAIL induit une apoptose rapide vis-a-vis des cellules tumorBiesxemple, I’ADN des

cellules Jurkat est dégradé deux heures apres la liaison de TRAIL avec le récepteur [63, 64].

Le mécanisme apoptotique induit danteraction Fas/FasL est sensiblement le méme que
pour TRAIL. Suite a I’interaction avec FasL [65, 66], la mort cellulaire survient apres
activation d’une voie de signalisation dépendante de Fas.

La mort cellulaire fait suite a ’engagement (trimérisation) de Fas et nécessite le recrutement

de la pro-enzyme caspase 8 (aussi connue sous le nom FADD-likp-cknterting
enzyme ou FLICE)67, 68]L’association Fas / caspase 8 est permise grace a la protéine
adaptatrice TRADD/MORTL1 (TNF receptor-associated death domain/mediator of receptor-
induced toxicity). Cette trimérisation va activer la caspase 8 et former le comlexeeDISC
entrainer 1’activation d’une cascade de signalisation avec notamment 1’activation de la

caspase 3 [69] (Figure)4L’apoptose induite par Fas/FasL est trés rapide.
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Figure 4 : Voie intracellulaire de mort cellulainga les récepteurs DR4/DR5 ou Fas.

A, La La trimérisation de Fas suite a I’interaction de FasL induit [’activation de la caspase 8 médiée par la
protéine adaptatrice FADD/MORT1 au niveau du complexe DISC. L’activation de la caspases 8§ est responsable
de I’activation de la voie des caspases et notamment de la caspase 3. Il y a alors fragmentation de I’ADN et
I’apoptose de la cellule.

B, La liaison @ TRAIL a I’homodimére DR4/DR5 entraine la trimérisation du récepteur. La protéine adaptatrice
FADD va alors interagir avec le domaine de mort (DD) et permettre 1’activation des caspases 8 et 10 au niveau
du complexe DISC. Il s’ensuit une cascade de signalisation aboutissant a la fragmentation de I’ADN et

I’apoptose de la cellule.
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1.4.1.3. La cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC)

Les cellules NK peuvent également lyser une cellule cible par le biais d’anticorps. Les
anticorps reconnaissent une molécule de surface sur la cellule cible. Le fragment Fc de ces
anticorps est alors reconnu par le récepteur CD16 présent a la surface des cellules NK.

Les récepteurs humains pour les IgGyfcsont divisés en trois classes, appeléefRIFc
(CD64), FgRII (CD32) et FgRIII (CD16) [70]. Deux isoformes du CD16 ont été identifiées,
FcyRIIIA et B. L’isoforme A est un récepteur transmembranaire. Il est exprimé par les
cellules NK, une petite population de lymphocytes T ainsi que par les monocytes et les
macrophages. FRIIIA est impliquée dans I’ADCC, la phagocytose, 1’endocytose et la
sécrétionde cytokines. L’isoforme B est ancrée dans la couche externe de la membrane
plasmique des neutrophiles par un motif glycosylphosphatidylinositol (GPIRII8 est
impliqué dans la dégranulation [71].

Les cellules NK expriment plus ou moins fortement le CD16 (o®RFQ en fonction de leur
capacités cytotoxiques. Apres reconnaissance du fragment Fc par le CD16 les cellules NK
vont sécréter des cytokinetlles que I’'IFNy, ainsi que des granules lytiques contenant

perforine et granzyme, entraindhnipoptose de la cellule cible.

1.4.2. L activité immuno-réqulatrice

Les cellules NK sont les seules cellules lymphoides (avec les cellules NKT) appartenant au
versant inné de la réponse immunitaire. Ces cellules ont un role important dans I’initiation et
I’orientation de la réponse immune adaptative. Dans des conditions inflammatoires, elles
produisent rapidement différentes cytokines qui vont moduler les autres types cellulaires de
I’'immunité. Les cellules NK agissent alors comme des cellules régulatrices et influencent les
autres types cellulaire, tels que les DC et les lymphocytes T et B. Les cellules NK participent
aussia I’homéostasie des cellules immunitaires, par exemple en favorisant la maturation et
I’activation des DC, des macrophages et des lymphocgesn éliminant les DC immatures,

les macrophages hyper-activés et les lymphocytes T activés (Figure 5).
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Figure 5: Régulation des réponses immunes par les cellules NK.

Suite a une stimulation par différents facteurs solubles telfL gli2, IL-15, IL-18 ou les IFN de type | (fleches
vertes), les cellules NKavorisent la maturation et I’activation des DC, macrophages et des lymphocytes T
(fleches bleues). Cependant, les cellules NK peuvent éliminer les DC immaturesydeedytes T activés et les

macrophages hyper-activés (fleches roddapres Vivier etal [72]).

1.4.2.1. Les récepteurs aux cytokines

Les cellules NK expriment constitutivement des récepteurs a différentes cytokines. Le
récepteur hétérodimérique a I’lL-2 (IL-2RPy) est, par exemple, fortement exprimé par les
cellules NK au repos [73]D’autres récepteurs aux cytokines sont également exprimés
constitutivement par les cellules NK, tels que les récepddiL-15, I’IL-10,1I’IL-13 et I’'IL-

18 [74-77].
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1.4.2.2. La production de cytokines

Les cellules NK CD58"CD16"™ sont la premiére source de production de cytokines
immunoségulatrices comme I’IFNy, le TNFa, I’IL10, I’IL-13 et le GM-CSF contrairement

aux cellules NK CD58"CD16™"™ dont I’activité productrice de cytokines est négligeable

[2]. Pour une production optimale de cytokines, les cellules NK doivent recevoir plusieurs
stimuli simultanément. Ainsi, la combinaison IL-12 plus IL-18 entraine une trés forte
production d’IFNy, la combinaison IL-15 plus IL-18 permet une forte production de GM-CSF
et la combinaison IL-15 plus IL-12 indui production d’IL-10 [2].

Les cellules NK peuvent étre classées en fonction de leur profil cytokinique. Les cellules NK1
produisent de I'IFNy, de I’IL-10 et du TNB alors que les cellules NK2 produisent
préférentiellement de I’IL-5 et de I’IL-13 [78].

1.4.2.3. Les récepteurs aux chimiokines

Les récepteurs aux chimiokines sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés a une protéine G. llIs se classent en quatre familles, les récepteurs CXC, CC, CX3C et
C en fonction du nombre dt I’espacement des résidus cystéines dans leurs séquences. Un
méme récepteur peut interagir avec plusieurs chimiokines.

Les différentes études menées sur 1’expression des récepteurs CXC et CX3C par les cellules

NK sont contradictoires. Certaines études rapportent que les cellules NK'BII5Ea" 9"
expriment fortement CXCR1, CXCR4 et CX3CRL1 et faiblement CXCR2 et CXCR3 [7,9, 80]
tandis que d’autres auteurs ont montré que ces mémes cellules expriment CXCR4 mais pas
CXCR1, CXCR2, CXCR3 ou CX3CR1 [81, 82]. Les cellules NK CH%&CD16"™
expriment peu ou pas CXCR1, -2 et CX3CR1 [79].

En ce qui concerne I’expression des autres familles de récepteurs aux chimiokines par les
cellules NK, CCR1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8 et -9 sont peu ou pas exprimés par les cellules NK
non activées. En revanche apres activatiorec de 1I’'IL-15 ou de I’'IL-2, par exemple),
I’expression de CCR2, -4, -5 et -8 augmente significativement [81] [83]. Les cellules NK
CD56M"CD16"™ ont des niveaux élevés de CCR5 et CCR7 [84].
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1.4.2.4. Les chimiokines

Les chimiokines font partie de la plus large famille de cytokines connue (au moins 47
membres connus). Ces molécules se classent, comme les récepteurs, en 4 familles, CXC, CC,
CX3C et C en fonction du nombre et de 1’espacement des résidus cystéines dans leurs
séquences. Les chimiokines exercent leurs effets biologigigesles récepteurs aux
chimiokines. Une méme chimiokine peut se lier a plusieurs récepteurs différents.

Les chimiokines ont, comme principale fonction, une activité chimiotactique. Les cellules NK
migrent en réponse a CXCL9, CXCL10, CXCL11 (ligands de CXCR3) et CXCL12 (ligand de
CXCR4) [82, 85]. Les cellules NK migrent également en réponse aux chimiokines de la
famille CC, CCL-2, -3, -4, -5, -7 et -8 [82, 86], bien que leurs récepteurs connus ne soient pas
détectables sur les cellules NK [79, 81, 83].

En plus de répondre a certaines chimiokines, les cellules NK en produisent, et cette

production de chimiokines varie selon I’état d’activation des cellules NK (Tableau 2).

Tableau 2: Chimiokines produites par les cellules KKaprés Robertsoet al [87])

Chimiokines Cellules NK Cellles NK
au repos activees

XCL1 .
ccL1 \D .
ccL3 v .
ccla . .
CcCL5 . .
ccL22 . .
CXCL8 Utérines +

1.4.2.5. Le dialogue entre les cellules NK et les cellules dendritiques

Le dialogue entre les cellules NK et les cellules dendritiql&3) @ été décrit pour la
premiere fois en 1999 pdfernandez et alLes auteurs ont montré que la réponse anti-
tumorale des cellules NK murines était favorisée par lesnD/vo [88].

Les cellules NK au repos peuvent étre activées par lesdrD@tro, cette activation nécessite

un contact direct entre les deux types cellulaires et implique certainement dessfacteur
solubles. Les molécules de surface impliquées dans la reconnaissance dépendante d’un

contact cellulaire sont par exemple CD40L, NKG2D, NKp46 ou CD28 c6té cellule NK et
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CD40, MICA/B, les molécules de la famille B7 coté DC [89, 90]. Les cytolineX IL-12,

IL-18 ou les IFN de type | sont nécessaires a plusieurs fonctions effectrices des cellules NK
[88, 91, 92] Le stade de maturation des DC pourrait également influencer leur faculté a
activer les celluleslK [91, 92].

L’activation des cellules NK par les DC se traduit par une augmentation de la production
d’IFNy, une potentialisation de leur cytotoxicité mais aussi par I’augmentation de I’expression

du CD689.

Le dialogue entre les cellules NK et les DC se fait également tanielsens, les cellules

NK pouvat activer les DC. L’activation des DC par les cellules NK nécessite a la fois un
contact cellulairevia, par exemple, CX3CL1 coté DC et CX3CR1 co6té cellule NK [93] et la
production de TN& par les cellules NK. Les cellules NK stimulées a2 sont de bon
activateurs des DC en présence ou non d’un co-stimuli tel que le LPS [94]. Les DC activées

en présence de cellules NK ont une production actiliel? et de TNk, une augmentation

de I’expression du CD86, et cette coopération entre les cellules NK et les DC favorise la
réponse lymphocytaire T (Figure 6).

IL-2, 1L-12, IL-18, IFN type |

CVtT;ONTClte - 112

! ) TNFo

CD69 CD86
LymphocyteT

Figure 6 : Dialogue entre les cellules NK et les DC.

Les cellules NK et 1ePDC peuvent s’activer réciproquement I’une I’autre. Ce dialogue implique un contact
cellulaire (par exemplgia les molécules CD40L/CD40, NKG2D/MIC, CX3CR1/CX3CL1) et la production de
cytokines, telle que IL-2, IL-12].-18, ainsi que les IFN de type | par les DC et par la production de:. PiaF

les cellules NK. Ces différentes interactions peuvent aboutir & une augmentatiancytetoxiité, de la
production d’IFNy et de ’expression de CD69 par les cellules NK et par une augmentation de la produdion d

cytokines, de I’expression de CD86 et de la modulatiodes propriétés d’activation des lymphocytes T.
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1.4.3. Les cellules NK mémoires

Les cellules NK sont considérées comme faisant partie de I’immunité innée car, contrairement

aux cellulesde I’immunité adaptative (lymphocyte T et B), les cellules NK ne possedent pas

la recombinase RAG qui permet le réarrangement des génes codant les récepteurs spécifiques
des antigénes. La recombinase RAG permet de générer une multitude de récepteurs
antigéniques par les lymphocytes T et les lymphocytes B [9&dtivation de ces récepteurs

par les antigenes spécifiques entraine une sélection et une amplification clonale des cellules T
et/ou B A I’issue de la phase effectrice, la majorité des lymphocytes meurent. Seul un faible
pourcentage de cellules survivra, constituant le pool de cellules mémoires. Dans le cas ou le
méme antigéne pointe le bout de son nez, il sera reconnu plus rapidement et la réponse
immune sera plus rapide€ette mémoire immunitaire est caractéristique de I’immunité
adaptativeet prévient les infections récurrentes [96].

Jusqu'a récemment, la fonction « mémoire » était uniquement attribuée aux cellules de
I’immunité adaptative (les lymphocytes T et B). Mais plusieurs indications suggerent qu
certaines populations de cellules NK peuvent se compmit@ne des cellules de I’immunité
adaptative. Par exemple, des souris déficientes en cellules T et B peuvent quand méme
acquérir une réponse mémoire spécifique d’un antigéne ; une sous population de cellules NK
hépatiques serait le support de cette mémoire immunitaire [97, 98].

Chez la souris les cellules NK hépatiques peuvent développer une réponse mémoire dirigés
contre les antigénes de plusieurs virus dont, le virus influenza, le virus de la stomatite
vésiculaire(VSV) ou le virus humain de I’immunodéficience acquise de type 1 (HIV-1), alors

gue les cellules NK issues de la rate ne le peuvent pas. Cette réponse mémoire est dépendante

du récepteur CXCR6 exprimé par au moins la moitié des cellules NK hépatiques [99, 100].

\Z

Les cellules NK ont une biologie tres complexe et beaudditpdes sont encore nécessaires
pour appéhender pleinement le rdle de ces cellules dans les différents processus
physiologiques et pathologiques. lls représentent a la fois un acteur cellulaire majeur de la
premiére ligne de défense mise en ceuvre par le systéme immunitaire, et ils se comportent

aussi comme des cellules régulatrices en orientant les réponses immunes, en fonction du type
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d’agression. Plusieurs systemes peuvent avoir une influence sur la biologie des cellules NK,
leur cytotoxicité ou leur activité régulatrice. Parmi ces sys$einen est un dont les effets sur
les cellules de I’immunité innée et en particulier surles cellules NK, n’ont pratiquement pas

éte etudiésil s’agit du systéme endocannabinoide

2. Le Systéme endocannabinoide

2.1. Généralités

Les propriétés thérapeutiques et récréatives du cann@hisngbis sativa sont connues
depuis plusieurs siéclemais la compréhension du mécanisme moléculaire du mode d’action

n’a débuté qu’a partir des années 1970. La découverte en 1971 [101], du composant psycho-

actif majeur duCannabis sativala molécule lipidiqueA®-tetrahydrocannabinol (THCR

laissé supposer 1’existence d’un ou plusieurs récepteurs endogeénes spécifiques du THC et de

ses analogues endogenes, les endocannabinMdasce n’est qu’en 1988 qu’un premier
récepteur endocannabinoide, nommé cannabinoid receptor 1 (@BAtg caractérisé [102]

puis cloné en 1990 [103]. Trois ans plus tard, un second récepteur, appelé cannabinoid
receptor 2 (CB2), a été identifié et caractérisé [104]. Récemment un autre reGepR\IL a

été identifié comme pouvant fixer les ligands endocannabinoides. Cependant, ce récepteur,
qui est un canal ionique, n’est pas classé dans la famille des récepteurs cannabinoides mais

dans celle des vanilloid receptors » [105].

Le premier ligand endocannabinoidécouvert fut 1’Anandamide (N-arachidonoyl-
éthanolamide, AEA) en 1992 [106], suipar I’identification d’un deuxiéme ligand déja

connu mais dont la fonction restait inconnue, le 2-AG (2-arachidonoylglycerol) [107]. Ces
deux ligands ont une forte affinité pour CB1 et CBijis seul I’AEA semble avoir une

affinité avec TRPV1 [105]D’autres ligands endocannabinoides ont été identifiés ces 10
dernieres années, dont les principaux sont le 2-arachidonoyl-glycerol ether (noladin ether)
[108], le N-arachidonoyl-dopamine (NADAJ)L09] et la virodhamine [110]L’activité
pharmacologique et le métabolisme de ces lipides endocannabinoides sont encore obscurs.
Des investigations plus poussées sur leurs réles et leurs fonctions sont donc nécessaires.

Le systéme endocannabinokgde également constitué d’enzymes responsables de la synthése

et de la dégradation des ligandsienzyme FAAH (Fatty acid amine hydrolase) est
responsable de la dégradation de I’AEA, mais elle n’a aucun effet sur I’anabolisme du 2-AG

[111]. La principale enzyme de dégradation du 2-AG est la monoacylglycérol lipase (MAG

30



lipase) [112]. Les voies de synthese de ces deux endocannabinoides sont relativement
différentes. Les enzymes responsablde la synthése de I’AEA sont la N-
acylphosphatidilethanolamine-selective phospholipase D (NRAHE; 1’a,B-hydrolase
domaine 4 (ABHD-4) et la tyrosine-protéine phosphatase non-récepteur type 22 (PTPN22)
[113]. Une seule enzyme conduit a la synthese du 2-AG, la diacylglycerol dig@s%GL o)

[111] (Figure 7)

> Sécrétion l

Endogene

Exogene

Figure 7 : Représentation schématique du systéme endocannabinoide
Les ligands ont une origine endogémeexogeneLes deux agonistes les plus étudiés sont I’AEA et le 2-AG.
Les deux récepteurs principaux sont CB1 et CB2. Les autres nangidu systéme endocannabinoide sont les

enzymes responsables de la synthése et de la dégradation des(tigameélsSanchéz et al[114])

Le systeme endocannabinoide est surtout présent dans le systéme nerveux et le systeme
immunitaire, mais toutes les cellules de 1’organisme peuvent synthétiser ses ligands. Il a

également un réle dans certaines pathologies, et notamment dans le cancer, les désordres
métaboliques et les addictions a certaines drogues. Dans le cancer, il peut soit étre impliqué

dans la progression ou la régression de la tumeur, soit avoir une action bénéfique sur les effets
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secondaires dues aux traitements (radiothérapie et chimiothérapie), a savoir la nausée, la perte
d’appétit la douleur, etc...

Dans le systeme nerveux central, les endocannabinoides et leurs récepteurs modulent la
signalisation neuronale et jouent un role clef dans la régulation des fonctions psychomotrices,
I’émotion, ’appétit, la régulation de la température corporelle, la mémoire et la perception de

la douleur [115-117]. En périphérie, les endocannabinoides sont impliqués dans le contr6le de
la sécrétion neuroendocrinienne, la mobilité gastrique, les fonctions urinaire et le contréle de
la réponse immunitaire [115, 116, 118-121].

2.2.Les récepteurs endocannabinoides

2.2.1. Les récepteurs CB1 et CB2

2.2.1.1. Structures et fonctions

Le récepteur CB1 est un membre de la classe des rhodopsine-like, une superfamille de
récepteurs couplés aux protéines G (RC&pomme d'autres RCPG, CB1 est constitué d’un
domaine extracellulaire amino-terminal glycosylé, un domaine a sept shétice
transmembranaires et un domaine intracellulaire carboxy-terminal. Il peut étre exprimé a la
surface de la celluleyu il est enchassé dans la membrane plasmique, ou a I’intérieur de la

cellule, au niveau des membranes des endosomes et/ou des lysosomesaljz@tie
carboxy-terminale est impliquée dans la liaison a une protéine G inhibitrice (photlaG
désensibilisation et le trafic intracellulaire du récepteur.

L’activation de CB1 peut induire la suppression de 1’activité de I’adénylate cyclase, ce qui

conduit a I’inhibition des voies de signalisation dépendantes de I’AMPc [123] mais aussi a
I’activation de la phospholipase C [124]a I’activation des MAP Kinase et des protéines de la

famille de NF«xB [125, 126] ainsi que la modulation des canaux ioniques [1Z¢éffet
psychoadif des dérivés cannabinoides de la pldbémnabis sativgpasse par CB1.

Comme CB1, CB2 est un RCPG couplé a une protéjget@hibe 1’adénylate cyclase. CB2
possede a peu pres les mémes fonctions que CBL1. Il active la voie des MAP kinases et de NF-
kB. Cependant, au contraire de CEBB2 ne module pas ’activité des canaux ioniques tels

gue les canaux calciques ou potassiques [123]. CB2 induit également la production de

céramideconduisant a I’apoptose [128, 129].
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2.2.1.2. Localisation

CB1 est principalement exprimé dans le systéeme nerveux central et périphérique [130]. Il fait
parti des récepteurs les plus exprimés par les neurones dans le cerveau [131]. CB1 module
I’inhibition de la libération continue d'un certain nombre de neurotransmetteurs excitateurs et
inhibiteurs. En effet, CB1 est présent au niveau pré-synaptique et inhibe la libération de
I’acétylcholine, de la noradrénaline, de la dopamine, de la 5-hydroxytryptamine, duD-
aspartate, de la cholécystokinine, du glutamate et de la glycine [132]. Des niveaux éleves
d’expression de CB1 ont été rapportés dans le cortex, 'amygdale, les noyaux gris centraux, le
cervelet et les centres émétiques du tronc cérébral [116, 133, 134]. La distribution de ces
récepteurs dans le systeme nerveux central est telle que leur activation peut affecter les
processus de la cognition, de la mémoire, modifier le contréle des fonctions motrices et
induire des signes d'analgésie.

CB1 peut également se retrouver dans le systéme immunitaire ou il est cependant 10 a 100

fois moins exprimé que dans le systéme nerveux.

CB2 est principalement exprimé par les cellules du systeme immunitaire, et en particulier par
les lymphocytes T CD4 et CDS8, les lymphocytes B, les cellules NK et les
monocytes/macrophages [138]B2 est, au contraire, trés peu exprimé au niveau du systéme
nerveux central. Les praames études n’ont pas trouvé trace de la protéine ni de I’ARNm

dans le SNC [133]. Cependant, des études récentes ont montré la présence du récepteur dans
les cellules microgliales activées. Dans un cerveau sain, en revanche, les cellules hegroglia
n’expriment pas CB2 [136]. Les cellules microgliales sont dérivées des macrophages et sont
considérées comme les cellules immunitaires résidentes du cerveau.

Lorsqu’il est activé, CB2 peut moduler la migration des cellules du systtme immunitaire, et

en partialier des cellules de I’immunité innée comme les macrophages et les cellules NK.

Dans le cerveau, CB2 module la migration et I’infiltration de la microglie dans certaines aires
cérébrales en proie a une neuro-inflammation ou en dégénérescence [137]. Son activation
permet également de moduler la libération de cytokines [131, 132].

CB2 est aussprésent dans les cellules de 1’endothélium pulmonaire [138], dans les os
(ostéocytes, ostéoblastes et ostéoclastes) ou il mbtiulaéostasie du tissu osseux [139].

CB2 est également exprimé dans le systeme gastro-intestinal [140-142] et, a un niveau éleve

dans les organes de reproduction.
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2.2.1.3. Signalisation

Avant la découverte des récepteurs endocannabinoldesmécanismes d’action des
cannabinoides étaient généralement attribués a leurs propriétés de solubilité lipidique. Ainsi,
le A%-THC augmente la fluidité membranaire des terminaisons synaptiques & des doses
comprises entre @M et 10uM [143]. D’autre part, les propriétés des cannabinoides psycho-

actifs ou non capables d’influencer les activités ATPasiques et oxidatives des monoamines,

des activitées de liaison des hormones et des neurotransmetteurs et la recapture des
neurotransmetteurs par les extrémités synaptiques, ont été attnimrgant un temps (fin

des années 80) a leur capacit&’iatercaler dans les membranes cellulaires [144, 145]
L’avancée des recherches a suggéré que des récepteurs étaient certainement impliqués dans la
modulation des effets des (endo)cannabinoidéaction des endocannabinoides sur des
cellules neuronales est inhibée lorsque les cellules sont prétraitées avec la toxine pertussique,
inhibiteur des protéines G inhibitrices qui induit une augmentationgedaction d’AMPc.

Cete découverte a permis de faire le lien entre les endocannabinoides et une voie de
signalisation impliquant des proteines Gi/lo [146]. De plus, des concentrations
submicromolaires de composés cannabinoégdérainent une diminution de 1’accumulation

d’AMPc dans des cultures de cellules neuronales et inhibent 1’activité de 1’adenylate cyclase
[147-149] Ces observations ont permis non seulement d’accélérer les recherches sur les
récepteurs endocannabinoidegis également de mettre en évidence 1’une des voies de
signalisation principale du systéme endocannabindideoie de I’AMPc.

Les récepteurs CB1 et CB2 stimulent également la voie des MAP Kinase. Il a également été
montré que les endocannabinoides induisent la voie de signalisation des MAPK médiée par le
récepteur CB2 [129, 150, 151]. La stimulation des récepteurs endocannabinoides par les

endocannabinoides entraine une régulation complexe et une modulation de la voie de I’AMPc.

2.2.1.3.1. Inhibition de la voie de I’AMP cyclique

Les récepteurs endocannabinoides peuvent moduler plusieurs voies de signalisation dont la
voie de I’AMPc. Pour CB1, I’inhibition de la production d’AMP cyclique est caractéristique
des agonistes (endo)cannabinoides dans le cerveau [152, 153]. La régulation des activités
cellulaires par la protéine kinase A dépendante de I’AMPc est une voie de signalisation trés
importante dans les cellules neuronales utilisant le courant potassique de type A (courant

transitoire). La stimulation de CB1 entraine une diminution de I’AMPc intracellulaire, une
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dépolarisation des canaux, une activation du courant potassique de type A et une
hyperpolarisation de la membrane. La conséquence de la dépolarisation de I’extrémité des
terminaisons axonales est une diminution de la sensibilité aux stimuli dépolarisants et une
inhibition del’exocytose des neurotransmetteurs dans 1I’espace synaptique [154-156].

Dans le systeme immuaire aussi, la voie de I’AMPc¢ joue un réle important. La cascade de
signalisation dépendante de I’AMPc a un role positif dans la régulation des fonctions
cellulaires du systéme immunitaire, 1’activation des récepteurs endocannabinoides pouvant

alorsempécher I’activation de ces cellules

2.2.1.3.2.  Activation de la voie de I’AMP cyclique

Les récepteurs endocannabinoigesvent également entrainer la production d’AMPc sous
certaines conditions. Trois mécanismes peuvent expliquer ’activation de la production

d’AMPc :

- La production de prostaglandine, composé intermédiaire, qui peut induire la
production d’AMPc [157, 158]. La synthése de prostaglandine est impliquée dans
la production d’AMPc médiée par les cannabinoide[159].

- L’activation des récepteurs cannabinoides de maniere dépendante des isoformes de
I’adénylate cyclase et de la maniére dont ces isoformes vont répondre aux
protéines G i/o associées aux récepteurs [160].

- Une interaction directe entre les récepteurs et des protéines G stimsilatrice

2.2.2. TRPV1

Le récepteur vanilloidien de type 1 (TRPV1, Vanilloid receptor 1) est un intégrateur
polymodal des stimuli de la douleur [161, 182]est un canal cationique non spécifique avec
néanmoins une certaine sélectivité pour les iorfé. Maest surtout exprimé par les neurones
sensitifs [162]. Il joue un réle dans la modulation de différentes formes de douleurs.

TRPV1 est présent sur les neurones et les astrocytes du SNC [163-165] , les cellules
musculaires lisses [166} I’'urothélium [167] . Au niveau des muscles lisses, TRPV1 module

la vasoconstriction. @ niveau de I’urothélium, des recherches en cours suggérent une

modulation de I’activité de la fonction urinaire [168].
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Etant donné la structure lipidique des endocannabinalde®té proposé que certain ligands
endocannabinoidgsurraient étre des ligands de TRPV 1. En effet, ’anandamide peut se lier
a TRPVL1. En revanche, le£G ne semble pas avoir d’activité via TRPV1.

2.2.3. GPR55

Le récepteur GPR55 est un récepteur couplé a une protéine G et a récemment été proposé
comme pouvant lier les endocannabinoides. Mais sa classification parmi les récepteurs
cannabinoides est controversée [169]. Le lysophosphatidylinositol (LPI) est capable de se lier
et d’activer GPRSS5, et ainsi d’induire une cascade de signalisation entrainant une
augmentation du calcium intracellulaire et une augmentation d’expression de la phospholipase

C (PLC) [170, 171].

2.3.Les principaux ligands endocannabinoides

2.3.1. L’anandamide

2.3.1.1. Biosynthese

Le métabolisme de ’AEA fait intervenir plusieurs voies de synthése et de dégradation. La

voie de synthese principale fait intervenirNaacyltransférase (NAT), qui va permettre le
transfert de D’acide arachidonique positionné a la position snl du composésndi-
arachidonoyl-phosphatidylcholine (PC) sur une phosphatidyléthanolamine (PE), ce qui va
générer leN-arachidonoylphosphatidyléthanolamine (NArPE). NArPE est ensuite clivé par la
phospholipase D spécifique ddracyl-phosphatidyléthanolamine (NAPE-PLD) qui donne
naissance deux composés, I’arachidonoylethanolamide (ou anandamide ou AEA) et un acide

phosphatidique. Le NArPE peut également étre clivé par d’autres enzymes (Figure 3 :

- La phospholipase C (PLC) clive le NArPE et génere un phospho-AEA (P-AEA
qui sera ensuite déphosphorylé par une phosphatase.

- La phospholipase A sécrétéee (sPLA peut hydrolyser le NArPE erN-
arachidonoylyso-phosphatidylethanolamine ly§o-NArPE), qui est ensuite
hydrolysé en AEA par Iyso-phospholipase Dyso-PLD).
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- Enfin, le NArPE peut étre déacétylé par Uyso-phospholipase/phospholipase B,
ABH4 (a/B-hydrolase), qui va générer le glycéro-phospho-AEA (glycéro-p-AEA)

qui est ensuite clivé par une phospholipase pour donner I’AEA[172].

2.3.1.2. Deégradation

La voie principale de dégradation de I’AEA est I’hydrolyse de 1’acide arachidonique (AA) et
de I’ethanolamine (EtNH2). Cette réaction est catalysée par 1’enzyme fatty-acid-amine-
hydrolase-1 (FAAH-1). Une isoforme de la FAAH, FAAH-2, peut également hydrolyser
I’AEA ainsi que la N-acylethanolamine-hydrolysing acid amidase (NAAA). Des voies de

dégradation secondaire peuvent également anabolyser I’AEA (Figure 7).

- L’AEA peut étre dégradé par oxydation : 15-lipoxygénase (15-LOX) induit
I’oxydation de I’AEA en 15-hydroxy-AEA (15-HAEA).

- L’AEA peut également étre oxydé en prostaglandin E,-ethanolamide (PGEEA)
par Paction de cyclooxygénase-2 (COX-2) [172].
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Figure 8: Biosynthése (parcours bleu) et dégradation (parcours rodigelf AEA. Représentation
schématique des enzymeatourées d’un cercle bleu ou rouge) et des composés intermédiaires, impliqués
dans la transformation chimique des phospholip{@#€5PE) en AEA et dans I’oxydation de I’AEA en 15-
HAEA et PGE-EA et dans sa dégradation en EtNHAA.
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2.3.2. Le 2-arachydonoylglycérol

2.3.2.1. Biosynthese

Le 2-AG peut étre rapidement synthétisé a partir des phospholipides membranaires riches en
acides arachidoniqgues comme le phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) ou le
phosphatidylinositol (Pl)par I’action de la phospholipase C. le 2-AG peut également étre
formé apartir de 1’acide arachidonique contenu dans les lysophospholipides sous 1’action

d’une phosphatase [173]. La premiére voie de synthese du 2-AG impligue une hydrolyse
rapide du phosphatidylinositol par une phospholipase C ce qui va générer le diacylglycerol
(DAG). Ce DAG sera ensuite hydrolysé par une diacylglycérol lipase (DGL) [174]. Cette voie
de synthese du 2-AG est utilisélans de nombreux tissus et cellules sous 1’action de
différents stimuli comme le Ga[175]. La deuxiéme voie de synthése du 2-AG entraine
I’hydrolyse du PI par une phospholipase A; produisant un lysophosphatidylinositol (lyso-Pl)

qui sera a son tour hydrolysé par une phospholipase C spécifique [176-178]. La phospholipase
C spécifique du lysophosphatidylinositol differe de la phospholipase C qui hydrolyse le Pl
dans la premiere voie de synthese par son emplacement. En effet, elle est localisé dans les
synaptosome [177, 178].

D’autres voies de synthése secondaire du 2-AG existent également, comme la conversion du

2-arachidonoyl LPA ou du 2-arachidonoyl PA en 2-AG par une phosphatase (Figure 8).

2.3.2.2. Dégradation

L’excés de 2-AG pouvant entrainer des effets délétéres, sa clairance doit donc étre rapide.
Une voie de dégradation du 2-AG est son hydrolyse par une monoacylglycérol lipase (MAG-
L). Le 2-AG peut également étre transformé emraZhidonoyl LPA sous I’action d’une
monoacylglycérol kinase (MAG-K). Le 2-arachidonoyl LPA ainsi obtenu pourra, a nouveau,
donner un PIl. Une autre voie de dégradation importante pour recycler le 2-AG est une
acétylation du 2-AG en DAG par une monoacylglycérol acyltransférase (MAG-AT). Une
autre voie est I’hydrolyse du 2-AG en acide arachidonique (AA) par une monoacylglycerol

lipase ou par I’anandamide amidohydrolase (Figure 8).
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Figure 9: Biosynthese (parcours bleu) et dégradation (parcours rouge) du 2-Afrédentation
schématique des enzymes (entourées d’un cercle bleu ou rouge) et des composés intermédiaires, impliqués

dans la transformation chimique du phosphatidyl inositol (PIhdsphate (PIf) en 2-AG et dans la
dégradation du 2-AG ainsi obtenue2Arachidonoyl-LPA, AA et diacylglycérol (DAG).

Roéle du systéme endocannabinoide dans le systeme nerveux central (SNC)

w

3.1.La plasticité synaptique

Dans le SNC, la transmission synaptique est un des principaux mpyentles neurones de

communiquer entre eux. Globalement, la transmission synaptique dans le SNC correspond a
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I’échange d’informations entre une terminaison pré-synaptique et une terminaison post-
synaptique. Cet échange se fait par le biais de messagers chimiques appelés
neurotransmetteurs. Les synapses sont soumises a de nhombreuses modifications en fonction
du message qu’clles véhiculent et des facteurs moléculaires qui régulent la transmission. Ces
modifications traduisent une plasticité des connections synaptiques.

Le systéme endocannabinoide joue un rdle important dans la plasticité synaptique. Les
endocannabinoides sont principalement produits par la partie post-synaptique et vont se fixer
sur le récepteur CB1 exprimé par la terminaison pré-synaptique. Cette action des
endocannabinoides va inhiber de maniéere transitoire ou a plus long terme la libération
d’autres neurotransmetteurs dans 1’espace synaptique par I’extrémité pré-synaptique (les
endocannabinoides ont une fonction de messager rétrograde) [179]. Il existe différents
endocannabinoidegui agissent sur la plasticité synaptique et chacun d’entre eux n’agit que

sur certaines synapses et requiert y t’induction spécifique. La suppression synaptique

induite par les endocannabinoides est unique et a été rapportée sur les synapses inhibitrices et

activatrices dans différentes structures du cerveau.

3.1.1. Les endocannabinoides, médiateurs de la plasticité synaptique (dépression) a

court terme

La plasticité synaptique a court terme se caractérise par un phénomene transitoire (une minute
ou moins). Elle fait intervenir une dépolarisation qui vise a supprimer, soit un message
d’inhibition (depolarization-induced suppression of inhibition, DSI) qui se traduit par la
diminution de la libérationlu neurotransmetteur GABA par 1I’extrémité pré-synaptique [179,

180], soit un message d’excitation (depolarization-induced suppression of excitation, DES),

qui se traduit par la diminutioge 1’exocytose du neurotransmetteur glutamate par 1’extrémité
pré-synaptique [181]. Il a été observé que certains agonistes du récepteur CB1
(principalement exprimé par I’extrémité pré-synaptique) induisent la DES/DSI et quee,
I’inverse certains antagonistes de CB1 inhibent la DSI/DES. AINEA et le 2-AG peuvent

entrainer une DSI [179, 181, 182].
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3.1.2. Les endocannabinoides, médiateurs de la plasticité synaptique (dépression) a

long terme

Les endocannabinoides sont également impliqués dans des formes plus persistantes dans le
temps de plasticité synaptique (de quelques heures a quelques semaines). Ce phénoméne a
long terme est surtout impliqué dans I’apprentissage et la mémoire. La sécrétion des
endocannabino@bpar 1’extrémité post-synaptique va activer le récepteur CB1 de I’extrémité
pré-synaptique et induire une diminution sur le long terme de la libération des
neurotransmetteurs [183]. La « dépression » a long terme médiée par les endocannabinoides
(eC-LTD) est un phénoméne généralisé dans le cerveau. Il a été reporté danstetiffére
structures du cerveau, tels que le striatum dorsal, le nucleus accumben$ igpbcampe

[185], le cortex visuel [186], le cortex somatosensoriel [187], le cortex préfrontal [1B&],

ventrale tegmenta [189], et le colliculus supérieur [19@]plEnomene peut étre observé a la

fois sur les synapses inhibitrices et sur les synapses activatrices. Cette prévalence suggéere que
le eC-LD est un mécanisme fondamental pour modifier, sur le long terme, les circuits

neuronaux et le comportement.

4. Réle du systéme endocannabinoide dans le systéme immunitaire

Les premieres études réalisées sur I’effet (modulation) des cannabinoides sur le systéme
immunitaire datent des années 70. A cette époljusage de cannabis est associé a une
augmentation de I’incidence des infections virales et des symptdmes allergiques. Des études
ultérieures ont clarifié les effets des (endo)cannabisdideitro et in vivo, sur différents

modeles cellulaires, humain et animal.

4.1. Récepteurs endocannabinoides et systéeme immunitaire

Les endocannabinoidearticipent a I’homéostasie immunitaire. Les récepteurs CB1 et CB2

sont tous les deux exprimés par les cellules immunitaires, bien que CB1 le soi a des niveaux
faibles. En revanche, CB2 est fortement exprimé (10 a 100 fois plus que CB1) par les cellules
du systéeme immunitaire. Le niveau d’expression de CB2 varie en fonction du type cellulaire

(de I’expression la plus forte de CB2 a I’expression la plus faible : cellules B > cellules NK >
monocytes > neutrophiles > lymphocytes T CD8 > Les lymphocytes T [2B3) (Figure

10).
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Figure 10: Expression du récepteur CB2 par les lymphocytes T"@D# CDS§', par les lymphocytes B et par
les cellules NK

A, Expression de CB2 en cytométrie en flux, représentatif de trois dsrdiéférents’expression de CB2 étant
représentée par la ligne pleine et le contréle négatifs par les poirill&eprésentation en histogramme des
différences d’expression du récepteurs CB2 par les 4 types cellulaires analysés dans la figuredAprés
Carayoretal [191])

4.2 . Modulation du systéme immunitaire par les endocannabinoides

Les endocannabinoidesodulent la prolifération et 1’apoptose des lymphocytes T et B, la
production de cytokines priaflammatoires, 1’activation des cellules immunitaires par des

stimuli inflammatoires et la migration des cellules [118, 188 cellules immunitaires ont
également un role dans la régulation périphérique du systeme endocannabinoide et dans

I’homéostasie des endocannabinoides.

4.2.1. Métabolisme des endocannabinoides par le systéme immunitaire

Plusieurs études ont mis en évidence que la biosynthese et la dégradation des
endocannabinoides peut se faire par les cellules du systeme immunitaire, et notamment dans
les macrophages [193-195]. Les lignées cellulaires de basophiles (RBL-2H3) et de
macrophages  (J774)  peuvent synthétiser I’AEA en  hydrolysant le  N-
acylphosphatidyléthanolamide. Cette capacité de synthése par les cellules immunitaires
appuie I’idée d’un réle modulateur des endocannabinoides dans les réactions immunitaires et
inflammatoires.

Le LPS, composé microbien, entraine une augmentationtagiti d’AEA en inhibant

I’expression de 1’enzyme FAAH responsable de sa dégradation dans les lymphocytes

43



périphériques. Cet effet du LPS est similaire a celui observé en utilisant un inhibiteur de la
FAAH [196, 197]. Une autre étude a également montré que le LPS augmente la synthése

vitro de 2-AG par les macrophages de rat. [198].

4.2.2. Propriétés immunosuppressives des endocannabinoides

De nombreuses études ont rapporté gegdteme endocannabinoide a comme principal effet,
une action immunosuppressive sur le systeme immunifaisetivation de CB2 entrainant

une inhibition de la voie de signalisation 1#&MPc et de la protéine kinase A (PKA), elle
induit, par voie de conséquencejeudiminution de I’expression des genes répondant a
I’AMPc. Le réle inhibiteur des endocannabinoides sur la formation de ’AMPc est important

pour la régulation de I’activité inflammatoire des lymphocytes [107, 199].

A fortes doses (10-100M), I’AEA affecte la prolifération cellulaire des lymphocytes trés
rapidement aprés expositionh4e culture sont suffisantes pour atteindre 40 % d’inhibition

de la prolifération [200]. Au niveau du cycle cellulaire, les endocannabinoides activent la
protéine p21 waf-1/cig- et induisent I’arrét du cycle en phase G1/S [201].effet
immunosuppresseur des endocannabinoides est également associé a une induction de la mort
cellulaire par apoptose. Les endocannabinoides agissent au niveau du noyau de lancellule e
induisant par exemple la phosphorylation tkeB-o. ce qui va entrainer la transcription de
plusieurs génes pro-apoptotiques régulés pakBlfais également par PPAR02].

A noter que les effets des endocannabinoides sur les fonctions immunitaires sont transitoires,
ce qui permet une disparition des effets inhibiteurs quand le systéme immunitaire doit étre

activé pour combattre une infection par exemple.

4.2.3. Propriétés pro-inflammatoires des endocannabinoides

Malgré le fait que la majorité des publications qui traitent des rdles du systeme
endocannabinoidéans I’immunité le décrivent comme principalement immunosuppresseur et
anti-inflammatoire, plusieurs articles récents suggérent un réle pro-inflammatoire. En effet, a
des doses physiologiquese (’ordre du nano molaire), certains endocannabinoides et dérivés
cannabinoides stimulefa production d’IL-12 et entrainent une diminution de la sécrétion
d’IL-10, et can vitro etin vivo [203-205]. Par exemple, le cannabidiol (dérivé cannabinoide),

utilisé a de faibles doses (5x1:05x107M) augmente significativement la production d’IL-12
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par des macrophages stimulés avec du LPS plus. IEbFsque les doses de cannabidiol
augmentent (1xIEM), Ieffet disparait et la production d’IL-12 redevient comparable au
contrble LPS+IFN seul. Un autre exemple est I’augmentation de la production d’IFNy et de

la prolifération des splénocytes dans un modele de co-culture de cellules présentatrice
d’antigenes plus splénocytes. L’AEA augmente également I’expression des molécules de co-
stimulation CD80 et CD86 ainsi que la production d’IL12. Cet effet est observé quand I’AEA

est utilis¢é a des concentrations de I’ordre du nano molaire et disparait quand les

concentrations augmentent [206].

4.3.Effets des endocannabinoides sur les différents types cellulaires du systeme

immunitaire

4.3.1. Les lymphocytes et les cellules hématopoiétiques

L’AEA a un effet immunosuppresseur dépendant de la dose sur la prolifération des
lymphocytes T et B. Les cellules B ont le niveau le plus élé&uséression du récepteur CB2

parmi les cellules immunitaires. Les endocannabinoides sont impliqués dans la migration des
cellules B et dans la production de certaines cytokines [207]. Des é@iudesetin vitro ont

montré que les endocannabinoidi@sibent la production d’anticorps par les cellules B a des

doses de I’ordre du micromolaire [208]. Une stimulatiorvia CB2 induit une différenciation

des cellules B [191]. Cependant, il reste encore a déterminer si les endocannabinoides ont un
effet direct sur les cellules B ou si leur effet passe par les cellules T et les macrophages pour
activer les cellules B. En effet, la modulation du niveau sérique des immunoglobulines est
surtout due a un effet sur la sécrétion et la polarisation des lymphocytes Th par les
endocannabinoidgdutot qu’a un effet direct de ces derniers sur les cellules B.

Les endocannabindds ont un effet sur 1’inhibition ou I’induction de cytokines par les
lymphocytes T de type Thl ou Th2. L’AEA a été testés sur des PBMC stimulés avec du LPS

in vitro et sur un modéleurin d’inflammation pulmonaire induite par du LPS. Les résultats
montrent une diminution de la synthése des cytokines ¢TNE6, IL-8) induite par le LPS

en réponse aux endocannabinoides utilisés addesdt I’ordre du micromolaire [209].

L’AEA (0.1 et 10 uM) stimule la prolifération des lignées de cellules hématopoiétiques quand

il est utilisé en synergie avec d’autre facteurs de croissance, tels que le GM-CSF, le G-CSF ou

I’'IL-3 [210]. Cependantgcet effet n’est pas inhibé par I’utilisation d’antagonistes des
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récepteurs CB1 et CB2, suggérant un effet indépendant de ces récepteurs. En revanche,
I’AEA seule n’a aucun effet sur la prolifération de ces lignées. D’autre part, les

endocannabinoides ont un effet chimio attractant pour les cellules hématopoiétiques [211].

4.3.2. Les macrophages

Les macrophages jouent un role important a la fois dans 'immunité innée et dans I’immunité
adaptative. Ce sont des CPA ; leurs fonctions principales sont de phagocyter et de présenter
des antigenes aux lymphocytes T. lls sécrétent aussi de nombreuses cytokingsg tiélles

1B, I’IL-6 etle TNFo. Les récepteurs cannabinoides sont fortement exprimés par ces cellules
ainsi que par les cellules microgliales, CPA du systéme nerveux central.(BMEA
empéche la mort des fibroblastes L929, sensibles auaTtBduit par les macrophages
[212]. Les endocannabinoideshibent ¢également 1’expression de molécules pro-
inflammatoires induites par la lignée murine macrophagique RAW?264.7, et induites par le
LPS [213].

4.3.3. Les mastocytes

Les mastocytes, localisés dans les muqueuses et dans le systéme nerveux, sont impliqués dans
les réactions inflammatoires. L’utilisation de lignées cellulaires de mastocytes a permis de
montrer que I’AEA et le PEA peuvent se lier au récepteur CB2 mais que seul le PEA diminue

’activation de ces cellules. Cet effet du PEA est inhibépar ’AEA [214]. Hormis le PEA, les
endocannabinoides induisent de facon dépendante de ldadgseétion d’histamine par les
mastocytes péritonéaux de rat [215]. Cet effet est partiellement diminué avec la toxine
pertussique, ce qui indique un role des protéines Gi dans la sécrétion d’histamine. Des ligands
synthétiques endocannabinoides potentialisent la sécrétiastamine induite par des
anticorps anti-IgE. Les ligands naturels, en revanche, ne potentialisent pas la production

d’histamine induite par les anticorps anti-IgE.

4.3.4. Les cellules dendritigues

Les cellules dendritiques (DC) sont les CPA majeures du systeme immunitaire et ont un réle
important dang’initiation et la polarisation des réponses immunes spécifiqdéesg. Les DC
expriment les récepteurs CB1 et CB2. Le systeme endocannabinoide joue un rdle important
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dans la régulation de la croissance et de la maturation des DC [216]. Le systeme
endocannabinoide présent dans les DC est modulé en fonction detlélactivation [217].

Aprés activation au LPS, la quantité de 2-AG est augmentée dans lesepéhdant cela ne
s’accompagne pas d’une augmentation d’expression des récepteurs CB1 et CB2 ou de la

FAAH. Le 2-AG peut agir comme une molécule chimiotactique pour les DC pendant la
réponse immunitaire innée [21d]es cellules dendritiques sont trés sensibles a 1’apoptose

induite par les cannabinokd®’apoptose est induite a la fois par les composés cannabingide
exogenes et les composés endocannabinoides endogenes, lorsque les concentrations de ces
composés dépassent le micromolaire (5t [218]. Des concentrations plus faibles

(inférieure a uM) n’ont pas d’effet sur I’induction d’apoptose des cellules dendritiques.

4.3.5. Les cellules NK et les neutrophiles

Les cellules NK et les neutrophiles sont des cellules de I’immunité innée et sont impliqués

dans la défense contre les cancers et les agressions microbiennes. Des étiidesnt

montré qu’a fortes concentrations (supérieures a L), les endocannabinoides inhibent
I’expression constitutive des chimioking -8, MIP-1«, MIP1f3, RANTES, GM-SCF et

IFNy. Des études ont montré que les (endo)cannabinoides inhibent les principales fonctions
des cellules NKa savoir leurs activités cytotoxiques et sécrétrices, a la fois chez ’homme, le

rat et la souris [219-221]. Cependant, toutes ces études ont été réalisées a la fin des années
1980 en utilisant des doses fortes d’endocannabinoides (minimum LM). Il a également été

montré que certains endocannabinoides (comme le 2-AG) induisent la migration des cellules
NK [222].

5. Réle du systéme endocannabinoide dans le cancer

Le cancer survient lorsqu’une cellule voie son ADN muter. Toutes les mutations n’aboutissent

pas au développemt d’un cancer mais un cancer a toujours pour origine une ou plusieurs
mutations entrainant un déréglement des voies de signalisation régulant 1’homéostasie
cellulairg la survie et/ou la mort cellulaire. Un cancer n’est pas constitué d’un seul type de

cellule mutante. Au contraire, une masse cancereuse regroupe plusieurs types cellulaires
différents comme des fibroblastes, des cellules épithéliales, des cellules immunes, des cellules

endothéliales ainsi que des cellules mésenchymateuses. L’homéostasie tissulaire est
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maintenue par les interactions entre ces différents types cellulaires. Le développement
canceéreux est favorisé quand une cellule mutante utilise ces interactions cellulaires pour sa

propre survie [223].

5.1.R0ble du systéme endocannabinoide dans la biologie des tumeurs

Le systeme endocannabinoide est impliqué dans la biologie de certaines tumeurs. La
quantification de 1’expression des différents constituants du systéme endocannab#noide
montré que, dans certains cancers les ligands AEA et 2-AG et quelques autres, sont sur- ou
sous- exprimés. De méme, certaines cellules tumorales présentent une augmentation ou une
diminutionde I’expression des récepteurs CB1 et CB2. A partir de ce constat, la question s’est

posée de savoir quel pouvait étre le réle du systéme endocannabinoide dans la surveillance et

I’évolution tumorale.

5.1.1. Expression des endocannabinoides dans le cancer

Le niveau d’expression des endocannabinoides est finement régulé et varie selon les
conditions physiologiques et pathologiques. De fortes concentrafiafsA sont retrouvées

dans le placenta, la veine ombilicale et le plasma des femmes enceintes [224]. Des niveaux
¢levés d’endocannabinoides ont été rapportés dans certaines tumeurs, en comparaison aux
tissus sains adjacents, par exemple dans les glioblastomes, les méningioméa{22ahe

pituitaire [226], le cancer de la prostate [227], le carcinome du colon et le sarcome
endométrial [228-230]L’AEA et le 2AG sont tous les deux augmentés dans le cancer
colorectal aux stades polypes adénomateux et carcinomes [228liveau d’AEA est
augmenté dans le glioblastome et le 2-AG dans le méningiome, en comparaison avec le tissu
sain. A noter que les niveaux d’endocannabinoides varient en fonction du grade de la tumeur
(Tableau 3.

5.1.2. Les récepteurs endocannabinoides dans le cancer

Il n’y pas que I’expression des ligands AEA et 2-AG qui varie selon les cancers. Les
récepteurs aussi voient leur régulation modifiée. Ces récepteurs jouent un réle important dans
les mécanismes anti-tumoraux des endocannabinoides. Il semble que les diisgatssion

des récepteurs varient d’un tissu sain a un tissu tumoral. Cette différence pourrait expliquer la
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protection des cellules saines vis-a-vis des effets pro-apoptotiques et anti-prolifératifs des
agonistes cannabinoigld231]. 11 a été reporté une augmentation de I’expression des
récepteurs CB1 et CB2 dans la leucémie myéloide aigue [232], le carcinome hépatocellulaire
[233], des lignées de cancer de la prostate [234], des astrocytomes [235], et ke cance
pancréatique [236]Aujourd’hui, la régulation des récepteurs endocannabinoides dans la

progression tumorale n’est pas clairement établie (Tableau 3).

Tableau 3: Modulation de I’expression des récepteurs et des ligands endocannabinoides dans différents cancers.

Niveau d’expression
des récepteurs

Niveau d’expression

Type de tmeur des endocannabinoide

AEA
-Lymphome du manteau % AEA
-Leucémie méloide aigiie AEA
4 CB1and CB2 —Carc!nome hépatocellulaire bien différenci
-Carcinome de la prostate
-Astrocytome malin 1 G N
. . AEA
-Carcinome pancréatique _ AEA et 2AG
v CBletCB2 -Carcinome hépatocellulaire peu différencié 4 AEA
-Sarcome de kaposi
pas de modulation -Cancer de la peau non-mélanome
de CBletCB2  -Carcinome astroglial 4 AEA
-Adénome pituitaire 4 AEA et 2AG
-Glioblastome AEA
-Méningiome 1 2-AG
4 CB2 -Carcinome primaire du poumon -estrogene¢ 4 AEA
récepteur négatif
-Carcinome endométrial 1 2-AG
-Carcinome du colon AEA et 2-AG
CB1 -Rhabdomyosarcome
4 -Gastrocarcinome v AEA
v CB1 -Carcinome primaire du poumon 4 AEA
4 TRPVI -Carcinome de la prostate 4 2-AG ¥ AEA

-Carcinome de la langue

5.1.3. Les fonctions anti-tumorales du systéme endocannabinoide

L’activation des récepteurs endocannabinoides a la surface des cellules tumorales va activer
des voies de signalisations impliguées dans la survie et la prolifération cellulaire. Les
différentes étapes de signalisations restent a étre découvertes, mais elles impliquent au moins
guatre mécanismes, une action anti-prolifératiizela suppression du signal mitogénique,

I’induction de 1’apoptose, I’inhibition de I’invasion tumorale et de la néoangiogénese.
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5.1.3.1. Effet anti-prolifératif

Des études menées par Di Marzo et ses collégues sur plusieurs lignées de cellules Gancéreuse
de poumon ont montré que I’AEA et le 2-AG, a des doses de I’ordre du micromolaire, ont un

effet anti-prolifératif (dépendant de la dose et du temps). Cet effet inhibiteur est plus di a un
arrét du cycle en phase S qu’a l’induction de la mort cellulaire. Cette action des
endocannabinoides fait par I’activation de la voie de signalisation Raf-1 / MAP kinase et
I’inhibition de 1’adénylate-cyclase, ce qui va altérer le déroulement normal de la division
cellulaire. Au moins deux facteurs de transcription indispensable&ivité mitogénique des

lignées pulmonaires sont touchés. Il s’agit du NGF et de la prolactine. En effet, I’AEA et le 2-

AG vont déréguler I’expression de leurs récepteurs respectifs et inhiber ainsi leurs actions.
D’autres types de cancers sont la cible des effets anti-prolifératifs des endocannabinoides
comme lecancer colorectal. De fortes concentrations d’AEA (20-50 uM) inhibent la

prolifération tumorale des quelques lignées tsiént la lignée DLD-1 [228].

5.1.3.2. Induction de I’apoptose

L’apoptose induite par les cannabinoides peut étre dépendante ou non de la voie de
signalisation des caspases. De plus, les effets pro-apoptotiques induits par les cansabinoide
peuvent également résulter d’une accumulation de céramide dans les cellules tumorales [237].

Il a été montré que,ads le cancer colorectal, 1’activation de CB1 induit I’apoptose des
cellules tumoralesia I’inhibition de la voie de signalisation RAS-MAPK et PI3K-AKT, la
diminution des facteurs antpoptotiques et I’accumulation de céramide [238] activation

des récepteurs CB1 et CB2 entraine la syntdeseovode céramide dans plusieurs types de
tumeurs dont les gliomes, les cellules pancréatiques malignes et les leucémies. L’AEA peut
induire des effets pro-apoptotigues dans le cholangiocarcinoenda stabilisation des
radeaux lipidigues dans la membrane plasmigns aussi entrainer 1’augmentation de
céramide et le recrutement de complexes de mort cellulaire dans les radeaux lipididgues
voie de signalisation Wnt [239].

5.1.3.3. Inhibition de I’invasion tumorale

Durant leur évolutiongertains cancers acquicrent la capacité d’échapper a la tumeur primaire

et de former des métastases. Cette évolution métastatique est de trés mauvais pronostique
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pour la survie des patients. Plusieurs études ont montré un réle des (endo)cannabinoides dans
la migration cellulaire, ’invasion tissulaire et les métastases. Récemment, il a été rapporté que

le cannabidiol, un dérivé de la plante aux propriétés non psychoactives, inhibe la croissance
tumorale mais aussi la migration des cellules U87 (gliome humain) de maniére dépendante de
la dose [24Q] D’autre part, ’accumulation de 2-AG, consécutive au blocage de son
méabolisme, entraine une inhibition significative de I’invasion des cellules cancéreuses
prostatiques PG3 et DU-145 dépendantes des androgenes. WIN55.212-2 (ligand
endocannabinoidgynthétique) est également capable d’inhiber, de maniere dépendante de la
dose,l’invasion des ces cellules. Cette inhibition passe par le récepteur CB1 [227, 241]

L’AEA exerce également des effets anti-prolifératifs et cytotoxiques sur la progression
métastatique des cellules cancéreuses de la prostate [2ZAHA inhibe également la
migration des cellules SW480 de carcinome coligaeCB1 et des cellules T CD8a CB2,
suggérant que I’inhibition de la migration peut étre ciblée via CB1 sans affecter la migration

de certaines cellules du systeme immunitaire [232].

5.1.3.4. [Inhibition de I’angiogénese

L’une des spécificités des cellules cancéreuses est leur capacité a proliférer malgré 1’absence

d’un signal mitogénique. Mais une tumeur ne peut croitre sans 1’apport d’éléments essentiels

a son développement comme 1’oxygene, et les métabolites et molécules nécessaires a ses
divisions mitotiques. Pour cela, la tumeur doit mettre en place son propre réseau vasculaire a
partir des vaisseaux préexistants. A partir de Ia, le ciblage de la néo-angiogénées const
I’un des moyens de lutte contre le cancer.

Il a déja été montré que les cannabingipe@mettent 1’inhibition de la néo-angiogénése
tumorale dans plusieurs modeles de gliome murin [243]. La production de VEGF, facteur de
croissance des cellules endothéliales, est inhibée dans les lignées tumorales de gliomes et dans
des cellules issues de gliome de patient (glioblastome multiforme) aprés un traitement avec
des agonistes des récepteurs CB1 et CB2,108BA. De plus, cette inhibition est levée aprés
utilisation des antagonistes de CB1 et CB2, ce qui montre un rdle des récepteurs
endocannabinoidetans 1’inhibition de la production du VEGF [244].
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5.1.4. Les fonctions pro-tumorales des endocannabinoides

Malgré 1'importance de la littérature en faveur d’une activité anti-cancéreuse des
endocannabinoides, il est important de noter que le systeme endocannabinoide peut, dans
certains cas, étre un facteur aggravant dans le processus tumoral. Il a été montré que des doses
faibles d’analogues cannabinoide (submicromolaires) entrainent la prolifération de
différentes lignées tumorales. En revanche, lorsque les doses utilisées dépassent le

micromolaire, les cannabinoigdenduisent 1’apoptose de ces mémes lignées [245].

5.1.4.1. Inhibition de I’immunité anti-tumorale

L’un des mécanismes de lutte contre le développement des cellules tumorales est le systéme
immunitaire. Si de fortes doses d’endocannabinoides inhibent la croissance et la prolifération
tumorale, elles entrainent également une nette diminution de [Defficacit¢ du systéme
immunitaire. Or, en fonction de leprofil d’expression des récepteurs CB1 et CB2, certains
cancers sont résistanit$’action délétere des endocannabinoides.

Les propriétés immunosuppressives des agonistes (endo)cannabwiaidactivation de

CB2 augmente le risque de croissance tumorale suite a I’inhibition de la réponse immune anti-

tumorale naturelle [246].

5.2.Le systeme endocannabinoide, une cible thérapeutique ?

Les cannabinoides sont déja utilisés avec succés dans le traitement des effets secamdaires lié
aux chimiothérapies et aux radiothérapies, a savoir la nausée, la perte de poids, le manque
d’appétit et la douleur. Le dronabilone® et le nabilone® sont utilisés pour traiter la nausée et

les vomissements [247].Bien que les cannabinoides soient utilisés comme traitement palliatifs

dans certains cancers, leur indication thérapeutique ne concerne pas la progressala tum

en elle-méme.

Les cannabinoides semblent bien tolépés les animaux et ne produisent pas d’effets

toxiques généralisés comme peuvent le faire les chimiothérapies. Cependant, les pressions
sociales, politiques et légales mettent un frein aux applications thérapeutiques pour les

agonistes speécifiques du récepteur CB1 qui induisent les effets psychotropes. Malgré que

I’activation de ce récepteur dans le systéme nerveux central permette de traiter de maniere

bien connue au moins deux symptémes consécutifs des chimiothérapies, a savoir la nausée et
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la perte d’appétit, son utilisation thérapeutique reste prohibée dans de nombreux pays, dont la

France. Néanmoins, ces restrictions peuvent s’expliquer par le fait qu’un usage chronique de

cannabis peut entrainer des troubles cognitifs et psychomoteurs. Ces effets, qui sont déja
graves chez un sujet sain, sont d’autant moins bien tolérés par un patient atteint d’un cancer et

sous chimiothérapie. Cependant, le potentiel additif des substances dérivees des
cannabinoides reste a étre démontiégxiste.

D’un autre coté, il semble plus envisageable de développer des thérapies ciblant le récepteur
CB2. Ce récepteur n’a aucun lien avec les effets psychotropes induits par certains
cannabinoides.

Ne pas oublier les effets délétéres des endocannabingidddmmunité. Ceux-Cci sont
clairement dépendants de la dose utilisée et donc une concentration évitant une réduction de
I’activité du systétme immunitaire mais suffisante pour étre efficace dans la lutte contre les

tumeurs reste a étre testée.

La balance bénéfices/risques est également a prendre en compte. En effet, si une dose forte
d’agonistes endocannabinoides ciblant CB1 ou CB2 ou les deux peut améliorer
significativement le pronostic vital d’un patient atteint d’un cancer, les effets déléteres sur le
systeme immunitaire et/ou le systeme nerveux pourraient étre mis au second plan, pour étre
traités secondairement, (Figure 11 et 12) en sachant que le simple arrét de la prise de

cannabinoides permet une résolution de la plupart des effets psychomoteurs et nerveux.
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Figure 11: Interaction systeme immunitaire, endocannabinoides a fortes doses et cancer

A, le systéme immunitaire prévient la formation des cancers et élimine les cellnt@ales B, certain types de
cellules tumorales sont résistantes a I’action des endocannabinoidesr elles n’expriment pas les récepteurs CB1

et CB2. Dans ce cas, les endocannabinaqithsés a fortes doses favorisent la survenue d’un cancer en inhibant

la réponse immunitaireC, En revanche certaines tumeurs expriment CB1 et/ou DBRans ce cas il y a une
balance entre 1’action pro-apoptotique directe des endocannabinoides et leur action immunosuppogssive

favorise de facon indirecte la croissance tumorale.
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Figure 12: Interactionsystéme immunitaire, endocannabinoides a faibles doses et.cancer

A, le systéme immunitaire prévient la formation des cancers et élimine les cellnt@ales B, certain types de

cellules tumorales sont résistantes a I’action des endocannabinoidesr elles n’expriment pas les récepteurs CB1

et CB2. Dans ce cas, les endocannabinoidisés a faibles doses augmentent 1’activité anti-tumorale du

systeme immunitaireC, Certaines tumeurs expriment CB1 et/ou CB2.Dans ce cas les endocannbinoides

n’ont pas d’effet significatif sur la survie des cellules tumorales et augmentent 1’activité anti-tumorale du

systéme immunitaire.
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Objectifs du travail de these

L’objectif de mon travail de thése a été d’évaluer les effets de 2 ligands endocannabinoides,
I’Anandamide et le 2-AG, sur I'immunité innée anti-tumorale et plus particulierement sur les

cellules Natural Killer.

Les cellules Natural killer sont parmi les premiéres cellules a détecter la présencaldg cell

du soi modifiées, telles que les cellules tumorales. Les cellules NK ont la capacité de lyser ces
cellules anormales et empécher ainsi la progression de la tumeur. Cepéhaadts
mécanismes utilisés par les cellules tumorales pour échapper a la surveillance du systéme
immunitaire est de favoriser un environnement immunosuppressif autour du site tumoral.
Concrétement, les cellules tumorales vont sécréter des molécules qui vont inhiber la réponse
immunitaire, telles que le T@Fou I'L-10. Les cellules tumorales vont également favoriser

la mise en place d’un réseau vasculaire dont la conformation ne permet pas la diffusion de

cellules du systeme immunitaire au sein de la tumeur (diamétre des vaisseaux trop petit,

présence de nombreux coudes).

Le systeme endocannabinoide cible deux grands systémes, le systeme nerveux et le systéme
immunitaire. Si,a fortes doses (de I’ordre du micromolaire), les ligands endocannabinoides

ont essentiellement uretivité immunosuppressive, peu d’études ont évalué leur effets a

faibles doses (de I’ordre du nano molaire). Les premiers résultats publiés semblent indiquer

une activité pro-inflammatoire des ligands endocannabindégdeg:’ils sont administrés en

faible quantité. Par ailleurs, utiliser des doses faibles permet de se rapprocher des conditions

physiologiques.

Mon travail de thése a été d’évaluer les effets des endocannabinoides AEA ets, utilisés a

faible dose sur les cellules NK. Ces études ont été maned® etin vivo.

Une premiere série de résultats montre que ces ligands endocannabinoides utilisés a faible
dose, entrainent une augmentation de D’activité immuno-régulatrice des cellules NK,
objectivée par la production d’IFNy, ainsi qu’une augmentation de leur activité cytotoxique
dépendante de FasL vis-a-vis de plusieurs lignées cellulaires tumorales de cancer colorectal et

de lymphome.
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Introduction

Le systeme endocannabinoide exerce ses effets principalement sur le systeme nerveux
et sur le systeme immunitaire. Il est constitué de deux récepteurs principaux, CB1 et CB2. Au
niveau du systéme immunitaire, toutes les cellules expriment constitutivement le récepteur
CB2 mais pas ou peu le récepteur CB1. Le systeme endocannabinoide posséde aussi des
ligands,dont les deux principaux sont I’AEA et le 2-AG. Ces deux ligands sont le produit de
la conversion chimique des phospholipides membranaires. Les enzymes réalisant la
biosynthese de ces ligands ainsi que leur dégradation font également partie du systeme
endocannabinoide. Toutes les cellules du systéme immunitaire sont capables de produire les
ligands AEA et 2AG.

Les différentes études réalisées sur le role des endocannabinoides sur le systeme
immunitaire font surtout étad’une forte inhibition de la production de cytokines pro-
inflammatoires, et de la prolifération des lymphocytes T et d’une augmentation de la
production de cytokines immunosuppressives par les cellules myéloides. Cependant, quelques
articles décrivent un réle pro-inflammatoire du systéme endocannabinoide lorsque ses ligands
sont utilisés a faible dose (de 1’ordre du nano molaire). Ainsi, le 2-AG permet le recrutement
par chimiotactisme des cellules my¢loides et des cellules NK et ’AEA potentialise la
production d’IFNy dans un modélewurin d’inflammation.

Les cellules NK font partie de I’immunité innée et constituent la premiere ligne de
défense contre des cellules infectées ou anormales (cellules tumorales). Les cellules NK ont
une activité lytigue qui peut étre activée selon différents mécanismes. Cette activation
survient soit aprés un ctaat direct avec la cellule cible soit par I’intermédiaire de médiateurs
solubles tel que les interleukines IL-12, IL-15, IL-2 ou IL-L8activité cytotoxique est tres
finement régulée et contrdlée. Ainsi, les cellules NK doivent recevoir plusieurs signaux pour
s’activer. Lors d’une activation due a un contact cellule/cellule, les signaux sont intégeés
différents récepteurs activateur ou inhibiteur présents a la surface des cellules NK. Si la
cellule cible n’est pas infectée ou anormale, les récepteurs inhibiteurs empédh@mivité
lytique. En revanche, si la cellule NK entre en contact avec une cellule tumorale, l&s sont
récepteurs activateurs de la cytotoxicité qui seront majoritairement stimulés. Leur engagement

entraine la lyse de la cellule cible.
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La biologie des cellules NK est donc dépendante de nombreux facteurs immunitaires mais
également de facteurs non immunitaires. Dans ce cadre nous nous somme intéressé a la
régulation des activités immunorégulatrices et cytotoxiques des cellules NK par les ligands

endocannabinoides, AEA etAs.
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Principaux résultats

A faible dose, les endocannabinoides AEA et 2-AG potentialisent la production
d’TFNy par les cellules NK stimuléesec des doses suboptimales d’IL-12,d’IL-2 ou d’IL-15.

Cet effet est dépendant de la dose et du temps d’activation. Cete augmentation de production
d’IFNy est associée a une augmentation de la production de son ARNm. Les
endocannabinoides induisent aussi une augmentation de I’expression du CD69 (marqueur
d’activation des cellules lymphoides). L’ effet activateur des endocannabinoides AEA et 2-AG

est également observé sur la lignée de cellules NK humaines NK92 préalablement stimulées
avec des doses suboptimales d’IL-12,d’IL-2 ou d’IL-15.

Les ligands AEA et 2-AG entrainent également une potentialisation de la cytotoxicité
dépendante de Fas/FasL. En effet seules les lignées cellulaires exprimant le réceptesur Fas (le
lignées Jurkat et SW48@pnt sensibles a I’activité lytique des cellules NK induite par les
endocannabinoides AEA ou 2-A®’autre part, les ligands AEA et 2-AG induisent une
augmentation de 1’expression du récepteurs FasL a la surface des cellules NK lorsqu’ils sont
utilisés a faible dose. Cette augmentation d’expression de FasL est corrélée a une
augmentation de la production de ’ARNm codant FasL. En revanche aucune variation
significative de 1’expression de TRAIL, Perforine ou Granzyme B n’est observé suite a la
stimulation des NK par les ligands AEA ou 2-AG.

L’utilisation de 1’antagoniste du récepteur CB2 inhibe a la fois la production d’IFNy et
la cytotoxicité induite par les ligands endocannabinoid&sfet des endocannabinoides sur
les cellules NK passe donc par le récepteur CB2.

Afin de valider ces résultatin vivo nous avons reproduit les expériences de
potentialisation chez la souris (BALB/c). Pour le versant immuno-régulatees,
endocannabinoides AEA etAXs induisent une augmentation de la production d’IFNy par les
cellules NK murines stimuléesec une dose suboptimale d’IL-12.

En ce qui concerne 1’évaluation in vivo de la potentialisation de la cytotoxicité dirigée
contre des cellules tumorales, nous avons utilisé un model de tumeur sous cutané (injection de
cellules de la lignée CT26 dans le flanc des sourispjdction intra-tumorale de cellules NK

stimuléesexvivo par I’AEA induit un ralentissement significatif de la croissance tumorale.
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Abstract

The endocannabinoids anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG) regulate the
immune system and the anti-tumor defense. In this study, we show that AEA A@d 2-
stimulate highly pure natural killer cells (NK) cells (CD3BD3) and NK92 cell line. At low
doses, they potentiate the production of tHhduced by suboptimal doses of IL-12, IL-15
and IL-2. In addition, AEA and 2G potentiate the cytotoxicity of NK cells. Some
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experiences of quantification of the expression of the transcript encoding FasL, TRAIL,

perforin and granzyme and some experiences of inhibition indicate that this increase of the
cytotoxicity is associated to an increase of FasL expression while the production of granzyme
perforin and TRAIL expression remains unchanged. These results showed that the
endocannabinoids AEA and 2-AG used at low dose could be important for the anti-tumoral

activity of the immune system.

Introduction

Endocannabinoids represent a recently identified family of arachidonic acid-derived
signalling molecules. They are synthetized through the hydrolysis of membrane precursors
and released “on demand” by neurons and peripheral cells [1]. The endocannabinoid system
consists in (i) two major ligands, N-arachidonylethanolamide (anandamide or AEAd
2-arachidonoylglycerol (2-AG) 3[ 4], and (ii) three receptors, two G-protein-coupled
cannabinoid receptors, CB1 and CB3 [6] and a cationic channel, TRPVP1 (transient
receptor potential vanilloid type 1 channel). CB1 and CB2 bind AEA and 2-AG. CB1 is
mainly expressed in the CNS areas associated with motor control, emotional responses,
motivated behaviour and energy homeostagisand in some peripheral tissues (such as liver

or adipose tissueB[9]. CB2 is mainly expressed on immune cells (including B, T, and NK
lymphocytes) 10]. TRPV1 binds AEA, but not 2-AG, and is mainly expressed by sensitive
nerves 11]. Initially identified as a receptor for the endogenous lysophospholipid LPI,
GPR55 has been recently suspected a candidate endocannabinoid receptor [12]. However, the
physiological roles of endocannabinoid-induced signaling mediated via GPR55 remain
unclear, as both agonist and antagonist effects have been reportdd]13]

The endocannabinoid system modulates diverse central and peripheral physiological
functions, such as movemert5], learning, food intake 1], human reproductioni}],

emesis 18], control of body temperature and pai9].

Some studies have reported that endocannabinoids may also regulate immune responses.
Endocannabinoids are chemotactic and cross-desensitize cells to chemotaxis induced by
chimiokines p0] [21]. They decrease, in a dose-dependent manner, the proliferation of human
CD4" and CD8 T cells through an inhibition of IL-2 synthesig2]. Endocannabinoids

inhibit the production of TNé&, IFNy, and IL-17 by activated T cell23]. They also suppress
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CD8" T cell migration and induce DC and macrophage apoptosis. Interestitgly,
tetrahydrocannabinol (THC), the major psychoactive cannabinoid compound of marijuana,
suppresses Thl and promotes Th2-biased immune resporsgs [15]. The
immunomodulatory properties of endocannabinoids have been also reported in different
preclinical models of chronic inflammatory diseas26].[ In contrast, others studies have
reported that endocannabinoids may exhibit pro-inflammatory prop&Tieffl] [28]. As an
example, 2-AG potentiates the production of IL-8 and MCR9] gnd the 2-AG/CB2 axis is

involved in the acute inflammation induced by the topical application of BBJA [

Natural Killer (NK) cells are innate lymphocytes cells exhibiting potent and highly regulated
cytotoxic properties31]. They are involved in the Kkilling of virus-infected cells and some
tumoral cellsvia direct and indirect lytic pathways. Lysis can be mediated either by the
secretion of preformed enzymes (such as granzyme and perfoviia) tbe interaction of the
homotrimeric membrane molecules TRAIL, Fas ligand (FasL) and ol Mith their
respective death receptors. The release by proteolytic cleavage of these membranesmolecule
is induced upon activatiors?].

The cytotoxic activity of NK cells is tightly regulated by the interaction of activating and
inhibitory receptors with their counterreceptors expressed by target 88]I43@]. The
development, survival, proliferation and effectors functions of NK cells are strictly controlled
by IL-2, IL-12, IL-15 and IL-18 35] [36]. NK cells also exhibit regulatory properties the
production of various cytokines such as {Fahd IL-13 [37]. More recently, studies have
reported that NK cells have characteristics of both innate and adaptive immunity, such as
memory B8] and functional polarization (NK22 cells39].

As most immune cells, NK cells can be regulated by neuropeptides, such as catecholamines
[40] and B2-receptor agonistst]]. Studies have also reported that the biology of NK cells,
which express the endocannabinoids CB1 and C&4 [43], can be modulated by
endocannabinoids44]. THC was first reported to inhibit the Iytic activity of NK cells
(Specter, 1986). In contrast, a study reported that THC potentiates the activation of NK cells,
as evidenced by an increase of CD25 expresgi®ln Moreover, 2AG is chemoattractant for

NK cells @g6]. However, the role of endocannabinoids on the biology of NK cells, and
especially on their cytotoxic activity, remains unclear. The aim of this study was thus to

evaluate the ability of endocannabinoids to modulate human NK cells.
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Materials and Methods

Isolation of NK cells

Human PBMC (Blood collection center, Angers, France) were isolated from healthy
volunteers by standard density gradient centrifugation on Ficoll-Paque (Amersham
Bioscience, Uppsala Sweden). CDBD56 NK cells were purified from PBMC, as
previously describeddf]. Briefly, after an initial enrichment step using anti-CD56 Ab-coated
microbeads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany), GII366 NK cells wee
purified by FACS sorting (FACSAria® ; Beckton Dickinson, Erembodegen, Belgium) after
labeling with APC-labeled anti-CD56 and FITC-labeled anti-CD3 mAbs (both from BD
Biosciences, San Jose, CA); the anti-CD56 Abs used for isolation and cytometry recognize
different epitopes. The purity of human NK cells was routinely >99% (Supplemental Fig. 1).
Cells were cultured in complete medium consisting in RPMI 1640 medium (Lonza, Vervier,
Belgium) supplemented with 10% fetal bovine serum (Biowest, Nuaillé, France), 2 mM L-
glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non-essential amino acids, 10 mM Hepes, 100
U/mL penicillin, and 10Qug/mL streptomycin (all from Lonza).

Murine NK cells were purified, as previously describét [ Briefly, cells were isolated from
spleen of 6-8 weeks-old BALB/c mice (Janvier, St Berthevin, France) by negative selection
using the mouse NK cell enrichment kit (StemCell technologies, Grenoble, France€). DX5
CD3 cells were then sorted by negative selection, using ante@b¥-coated microbeads
followed by a positive selection using aBXk5" mAb-coated microbeads (both from
Miltenyi Biotec). The purity of the DX5CD3 NK cells was> 99% (Supplemental Fig. 1).

Murine NK cells were cultured in complete medium.

Cell lines

The human NK cell line NK92 (kindly provided Dr. H Vie, Nantes, France) was cultured in
complete medium supplemented with 150 U/mL IL-2 (Immunotools, Friesoythe, Germany).
The human cell lines K562, Jurkat, SW480 and SW620 were obtained from ATCC
(Manassas, VA). Jurkat, SW480 and SW620 were cultured in complete medium. K562 cells
were cultured in complete IMDM medium (Lonza) supplemented with 10% FCS. The murine

colon adenocarcinoma cell line CT26 (ATCC) was maintained in complete medium.
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Cell activation

Purified human NK cells and NK92 cells (1X1€ells/mL) were cultured for 6 to 48 hours
with or without 0.001-1uM AEA or 2-AG (Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, CA), in
the absence or presence of 1 ng/mL IL-12, 5 ng/mL IL-15 or 50 U/mL IL-2 (all from
Immunotools). In some experiments, cells were incubated wiiiM1SR144582 (CB2
inhibitor) or SR141716A (CB1 inhibitor) (both from Santa Cruz biotechnology). NK92 cells
were cultured for 24 h without IL-2 before activation with endocannabinoids.

Murine NK cells were activated for 48 h with or without 0.5 ng/mL IL-12 (eBioscience, San
Diego, CA), in the absence or presence of 10 ng/mL AEAAG2-

Cytokine quantification

Human IFN (Diaclone, Besancon, France) and human FasL (R&D Systems, Abingdon, UK)
were quantified by ELISA. TNé&, IL-1B, IL-6, and RANTES were quantified by Bioplex
(Biorad, Hercules, CA). Murine IFNwas quantified by ELISA (eBioscience). Results are
expressed in pg/mL, or as a percentage of increase, determined as follows: (A-B/B)x100,
where A and B correspond to the levels of cytokines produced in the presence or absence of

endocannabinoids, respectively.

Flow cytometry

The cell viability was measured by flow cytometry using annexin V and propidium iodide.
The expression of TRAIL and FasL on NK cells was evaluated by flow cytometry weeds
incubated with PE-labeled anti-TRAIL or biotinylated anti-FasL mAbs (both from BD
Biosciences). Anti-FasL mAb was detected using PE-labeled streptavidin (BD Biosciences).
The expression of CD107a was analyzed to monitor NK cell degranulagjn I[-12
primed-NK cells were stimulated without or with AEA for 48 h before culture with Jurkat
cells at an effector:target cell ratio of 1:1 with FITC-labeled anti-CD107a for 4 h in FCS-free
RPMI 1640 medium. Cells were then washed in cold PBS and incubated with APC-labeled
anti-CD56 and PE-labeled anti-CD3 mAbs before analysis by flow cytometry (FACScalibur®
cytofluorometer; Beckton Dickinson, Erembodegen, Belgium). Control mAbs were from BD

Biosciences.
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Analysis of mMRNA expression

Human IFN, FasL, TRAIL, CD69, CB1, CB2, TRPV1 and GPR55 mRNA expression was
analyzed by RT-gPCR. Briefly, total RNA was extracted using Trizol reagent sacsee
transcribed using the superscript II RNaseglerse transcriptase (both from Invitrogen,
Carlsbad, CA). RNA integrity and cDNA synthesis were verified by amplifying GAPDH
cDNA. Amplification was done using the*2*" method using GAPDH as calibrator. The

primer sequences are available upon request.
In vitro cell cytotoxicity assay

After stimulation, human NK cells were washed in PBS before culture for 4 hours with the
target cell lines, at the effector:target cell ratio of 10:1. In some experiments, the cytotoxicity
assay was done in the presence of a neutralizing anti-Fas mAb (cloneaZB 4y [a control
antibody (both from MBL international, Woburn, MA). Supernatants were collected and used
to measure the LDH released by damaged or lysed cells, using a commercial kit (CytoTox
96° non-radioactive cytotoxicity assay; Promega, Madison, WI). Results are expressed as a
percentage of cytotoxicity determined as follows: ((experimenteffector spontaneous

target spontaneous) / (target maximumarget spontaneous)) x 100.
In vivo experiments

The CT26 cells were resuspended in PBS at a concentration of DdadlImL. Female
BALB/c mice (6-8 weeks) were implanted subcutaneously with 4.&I®6 cells in the right

flank. After 15 days, mice were randomLy assigned to two groups (5 mice per group), and
were injected intratumorally with 0.5x10IK cells stimulated with 0.5 ng/mL IL-12, without

or with 10 nM AEA, respectively. Tumor growth was assessed daily by measuring the two
greatest perpendicular tumor dimensions using calipers. Tumor volum® amcalculated

as follows: tumor length (mm) x tumor width (nfij®. [50]. Results were expressed as a
percentage increase of tumor volume (mean + SD) (Wang, Clin Cancer Res, 2002, 8:1940).

Mice were sacrificed on day 30 after tumor cell injection.
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Statistical analysis

Data were analyzed by the paired Student’s t test. *p<0.05 was considered significant.

Results

AEA and 2-AG induce IFNoroduction by human NK cells

We first evaluated the ability of AEA and 2-AG to modulate the production of By\highly

pure human NK cells. Results showed that 10 nM AEA and 2-AG potentiated the production
of IFNy (quantified at 48 h) by human NK cells stimulated with a suboptimal concentration of
IL-12 (450 £ 155% increase), IL-15 (90 + 44% increase) or IL-2 (% increase = 195 + 93%;
mean + SEM, n=5) (Fig 1A). A similar potentiating effect was observed using 2-AG plus IL-
12 (345 = 95% increase), IL-15 (195 £+ 93% increase) or IL-2 (198 £+ 30% increase) (Fig 1A).
As the highest activation by endocannabinoids was evidenced using NK cells primed with IL-
12, the following experiments were done mainly with this cytokine. The increase of IFN
production induced by AEA and 2-AG was associated to an increase ¢f nffRINA
expression (Fig 1B and data not shown). The ability of AEA (Fig 1C) and 2-AG (data not
shown) to potentiate the IL-12-induced K-production was significant at 1 nM and maximal

at 10 nM. However, higher concentrations (1 andilif) of AEA (Fig. 1C) and 2-AG (data

not shown) inhibited the IL-12-induced IfNroduction; the inability of 1 and oM AEA

and 2-AG to modulate IFNproduction was not associated to NK cell death (Fig 1D). Similar
results were obtained using 50 U/mL IL-2 and 5 ng/mL IL-15 (data not shown). The
potentiating effect of 10 nM AEA (Fig 1E) and 2-AG (data not shown) was detectable after
24 h and maximal at 48 h of stimulation. AEA also increased the production ok, TNF
RANTES, IL-6 and IL-3B by IL-12-primed NK cells (Fig. 1F). We also observed that AEA
and 2-AG increased the expression of the activation marker CD69, at the mRNA (Fig 1G and
data not shown) and protein levels (Fig 1H). Finally, 10 nM AEA and 2-AG, in combination
with suboptimal concentrations of IL-12, IL-2 and IL-15, also induced the production of IFN
by NK92 cells (Fig 11).
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AEA and 2-AG, used alone, did not modulate the production of Iff{y 1A and data not
shown) nor the viability (data not shown) of NK cells and NK92 cells, whatever the
concentrations used and the time of analysis.

These results showed that the endocannabinoids AEA and 2-AG activate human NK cells.

AEA and 2-AG potentiate the cytotoxic activity of NK cells

We next evaluated whether AEA and 2-AG may modulate the cytotoxic activity of NK cells.
The FasL-sensitive cell lines Jurkat and SW48( [52] and the FasL-resistant cell lines
K562 and SW62051] [52], were used as targets cells. Results showed that 10 nM AEA
potentiated the cytotoxic activity of IL-12-primed human NK cells against Jurkat (38 £ 15%
and 17 + 11% cytotoxicity, in the presence and absence of AEA, respectively) and SW480
cells (48 £ 5% and 26 + 2% cytotoxicity, respectively) (Fig 2A). A similar potentiating effect
was also observed with 2-AG (data not shown). In contrast, AEA and 2-AG did not potentiate
the cytotoxic activity against K562 and SW620 cells (Fig. 2A and data not shown). AEA and
2-AG also increased the cytotoxic activity of NK92 cells against Jurkat and SW480, but not
K562 and SW620 cells (Fig 2B and data not shown). As controls, NK cells and NK92 cells,
activated with optimal concentrations of IL-2 or IL-2 plus IL-12, induced the killing of the
four cell lines tested (Fig. 2A&B and data not shown).

These results showed that the endocannabinoids AEA and 2-AG increase the cytotoxic
activity of NK cells.

AEA and 2-AG potentiate the FasL-mediated NK cell cytotoxicity

The fact that AEA and 2-AG potentiated the killing of FasL-sensitive but not FasL-resistant
cells suggested that endocannabinoids may increase the expression of the death molecules
FasL and/or TRAIL. An increase of membrane FasL expression on NK cells was observed
after stimulation by AEA (Fig 3A), at a level similar to the one induced by IL-2, used as a
positive control $3]. The increase of membrane FasL expression was associated to the release
of soluble FasL, as evidenced in the 48 h supernatants of NK cells and NK92 cells stimulated
with AEA plus IL-12 (Fig 3B). As a positive control, soluble FasL was also detected in the
supernatants of NK92 cells stimulated with 400 U/mL IL-2 (Fig. 3B). The increase of FasL

expression induced by AEA and 2-AG was associated to an increase of the mRNA encoding
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FasL (Fig 3C and data not shown). In contrast, TRAIL was not modulated, at the protein and
MRNA levels, by AEA (Fig. 3A&C) and 2-AG (data not shown). As a positive corgdad| [

the expression of membrane TRAIL on NK cells was induced bw Iffg. 3A).

We next evaluated the role of Fas-FasL in the cytotoxic activity of endocannabinoideakctiva
NK cells. Results showed that the cytotoxic activity of AEA-stimulated NK cells against
Jurkat cells was reduced by an anti-Fas mAb (inhibition of 42 £ 18%; mean + SD, n= 4), but
not by a control mAb (Fig 3D). Similar results were obtained using SW480 as target cells
(data not shown). The neutralizing anti-Fas mAb also inhibited the killing of SW480 and
Jurkat cells mediated by 2&-stimulated NK cells (Fig 3D and data not shown). Similar
inhibition was observed using/&&- and AEA-stimulated NK92 cells used as effector cells
(data not shown). In agreement with studies showing that soluble FasL has no cytotoxic
activity per se the supernatants of NK cells stimulated for 48 h with 10 nM AEA, containing
soluble FasL (Fig. 3A), did not induce the death of Jurkat (Fig 3E) and SW480 cells (data not
shown), suggesting that soluble FasL, induced by endocannabinoids, was not involved in the
cytotoxic activity of NK cells.

Finally, in agreement with the fact that AEA and 2-AG potentiated the killing of FasL-
sensitive but not FasL-resistant cells, suggesting that they did not trigger the release of
perforin and granzyme, we observed that AEA (Fig 3F) and 2-AG (data not shown), failed to
induce the expression of CD107a, a surrogate marker of granule exocdgdsts [NK cells
Moreover, the expression of the mRNA encoding perforin and granzyme B was not
modulated by AEA (Fig 3C).

These results showed that the potentiating role of AEA and 2-AG on NK cell cytotoxic

activity is mediated by an increase of FasL expression.

AEA and 2-AG activate human NK cells via CB2

AEA and 2-AG exert their action via the CB1, CB2, TRPV1 and GPR55 recep@ris$]

[14]. In agreement with previous studies, CB2 mRNA is strongly expressed by NK and NK92
cells, while, in contrast, the transcripts encoding CB1, TRPV1 and GPR55 were not expressed
or expressed at low levels (Fig 4A). The expression of these mMRNA was not modulated by
activating concentrations of IL-2 (150 U/mL), IL-12 (50 ng/mL) or IL-15 (50 ng/mL) (Fig
4A). The specific CB2 receptor antagonist SR144528 inhibited the secretionyof8IFN10

% inhibition; mean + SEM; n=4) (Fig 4B) and the cytotoxic activity of NK cells induced by
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AEA (Fig 4C). This inhibitory effect was not associated to a toxic effect (data not shown). In
contrast, and in agreement with the absence of CB1 and GPR55 on NK cells, the CB1
antagonist SR141716A did not inhibit the ability of AEA to potentiate the production ¢f IFN
(Fig. 4B) and the cytotoxic activity of NK cells (data not shown). Similar results were
obtained using 2-AG (data not shown). Finally, the production ofy I&hd the cytotoxic
activity of NK cells induced by optimal concentrations of IL-2 were not modulated by
SR144528 and SR141716A (Fig. 4B and data not shown).

These results showed that the potentiating activities of endocannabinoids on human NK cells

were mediated via CB2.

NK cells activated by endocannabinoids delay tumor growth

Finally, we evaluated whether endocannabinoids may potentiate in vivo the cytotoxic activity
of NK cells. In a first set of experiments, we analyzed the ability of AEA and 2-AG to
activate in vitro highly purified murine NK cells. Results showed that 10 nM AEA ah@ 2-
increased the production of IFNincrease of 76 + 25 and 99 + 34%, respectively; mean +
SEM, n=3) by NK stimulated with 0.5 ng/mL IL-12 (Fig. 5A). In a second set of experiments,
we evaluated whether murine NK cells activated with AEA may delay tumor growth. NK
cells were activated or not for 48 h with 10 nM AEA, in the presence of IL-12, before
intratumoral injection in CT26 tumor-bearing mice. NK cells were injected 15 days post-
implantation of tumor cells (mean tumor volume ~ 400 *nrResults showed that AEA-
activated NK cells delay the growth of CT26, compared to non treated NK cells (Fig. 5D).
The tumor volume was significantly lower, at day 4, in mice injected with AEA-activated NK
cells, compared to non treated NK cells (% increase of tumor volume of 131 + 31 and 237 £
45 %, respectively; mean SEM, n=5). The difference between the two groups of mice
remained significant until day 6 post-injection (Fig. 5D). the two curves were superposable at
day 15.

69



Discussion

NK cells play a major role in the protection against tumoral and infected cells, and in immune
regulation. Their biological activities are tightly controlled, especially by immune and non
immune mediators produced locally. In this study, we report that the endocannabinoids AEA
and 2-AG activate NK cells. They induce the production of cytokines and chemokines and
increase FasL-dependent cytotoxic activity. Finally, AEA-treated NK cells are effanent

than non treated cells in controlling in vivo the growth of a FasL-sensitive tumor cell line.

Immune cells are sensitive to endocannabinoids. However, studies have reported opposite
effects (i.e. activation versus inhibition) on most cell types. In most cases, discrepancies have
been related to the concentrations of endocannabinoids used. In the micromolar range, the
endocannabinoids are strongly immunosuppressive, AEA used at iMQ@nhibits the
activation and proliferation of T cell23] and induces the apoptosis of B and T lymphocytes
[22]. In vivo, high concentrations of cannabinoids inhibit the antimicrobial and
immunoregulatory properties of macrophagsés].[ In contrast, nanomolar concentrations
exhibit a stimulatory activity. As an example, low concentrations of AEA increasayo,

the production of IFN by dendritic cells §7]. Similar dose-dependent effects were also
observed in our study. Results showed that the stimulatory activity of endocannabinoids on
NK cells was evidenced at the nanomolar concentrations while, in contrast, no effect was
observed at concentrations higher than 10 pM. High concentrations (>10 uM) of
endocannabinoids were reported to induce lymphocyte apop3isij our experimental
conditions, we did not observe any toxic effect of endocannabinoids on NK cells. This result
may be explained by (i) the presence of suboptimal concentrations of IL-2, IL-12 or IL-15 in
the culture medium, which may induce the survival of NK cel8] [or (i) by a
desensitization of the CB2 receptor on NK cells in response to high doses of
endocannabinoids. Interestingly, the physiological concentrations of endocannabinoids are
within the nanomolar range59, 60], suggesting that the activation of NK cells by
endocannabinoids may ocadarvivo.

CB2 is the main endocannabinoid receptor expressed by immune&dgli€pnsequently,

most if not all effects of AEA and 2-AG on immune cells (induction of migration,
proliferation and cytokine production) are mediated via CB2. NK cells have been reported

expressing both CB1 and CBR3]. However, we observed that CB2 is the only
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endocannabinoid receptor expressed by human NK cells, as assessed by RT-qPCR.
Accordingly, the immunostimulatory activity of AEA and 2-AG on the production ofyIFN

was inhibited by the CB2 antagonist but not by the CB1 antagonist, allowing excluding a role
for CB1 and GPR556R]. Even though 2-AG has a higher affinity for CB2 than ABA jve
observed that the biological activities of AEA and 2-AG on NK cells are superimposable. The
expression of the cannabinoid receptors can be modulated by numerous signals, including
inflammatory signals. However, the expression of CB1, CB2 and TRPV1 by NK cells
(evaluated at the transcriptional level) was not modulated by endocannabinoids and by
stimulatory cytokines IL-2, IL-12 or IL-15.

Interestingly, we observed that the stimulatory activity of AEA and 2-AG was long lasting, as
the increase of IFNproduction, detectable at 12 h, was maintained after 48 h activation,
suggesting that a short term treatment with endocannabinoids may be sufficient to induce a
long time activation of NK cells.

Endocannabinoid may have stimulatory or suppressive properties, depending on the nature of
the cell target, the type of endocannabinoids and the costimulatory molecules used. Most of
the immunoregulatory properties of endocannabinoids have been evidenced on T and B cells
and professional APCs (macrophages and dendritic c2lsp3]. In this study, we observed

that the endocannabinoids AEA and 2-AG increased the production @f IENf, IL-6,

TNFa and Rantes, and the expression of the activation marker CD69 by NK cells. For all the
parameters analyzed, the activation was observed at concentrations <10 nM on purified

human NK cells and on the cell line NK92, allowing excluding a potential role of
contaminating cells in NK cells activation. Previous studies reported that endocannabinoids
activate NK cells. High concentrations of endocannabinoids have been reported to inhibit the
production of cytokines and chemokines and the cytotoxic activity of NK cells [64, 65]. In
contrast, lower concentration of AEA are chemotactic for NK aeNstro [46] Moreover, the

NK-like cell line NKB61A2 expresses higher levels of CD25 upon stimulation with THC
[66].

In vivo, endocannabinoids and phytocannabinoids suppress cell-mediated immunity and favor
the initiation of Th2-biased immune responses. However, and in agreement with a study
showing that a low concentration of AEA increases the production of biyNmyeloid cells

[57], we observed that endocannabinoids, by inducing the production ¢f Wk favor the

initiation of Th1l immune responses by acting directly on T cells or by favoring the production
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of IL-12. These results suggest that endocanabinoids, though the regulation of cytokines
production, may participate to the immunoregulatory property of NK cells.

NK cells have potent and highly regulated cytotoxic properties. We observed that the
endocannabinoids AEA and 2-AG potentiated the cytotoxicity of purified NK cells and NK92
cells induced by IL-12. This result is, to the best of our knowledge, the first report on the
capacity of endocannabinoids to increase the cytotoxic activity of NK cells. NK cell
cytotoxicity can be mediateda exocytosis of granules containing lytic enzymes (such as
perforin and granzymes) ora the interaction of members of the TNF superfamily with their
corresponding death receptors. We observed that cytotoxic activity induced by
endocannabinoids resulted from an increase of membrane FasL (TNFSF6) expression. In
contrast, no effect was observed on the expression of TRAIL (TNFSF10). A previous study
reported that the recruitment of Fas/Faslipid rafts of cholangio-carcinoma cells promotes
anantiproliferative and pro-apoptotic response [67].

, AEA and 2-AG did not increase the expression of the mRNA encoding perforin and
granzyme B. Accordingly, AEA- and RG-activated NK cells were able to kill the $ta
sensitive tumor cells Jurkat and SW480, but not the FasL-resistant cells K562 and SW620.
Supporting a pivotal role for FasL in endocannabinoid-induced NK cell cytotoxicity, the
killing of Jurkat and SW480 cells was inhibited by a neutralizing anti-Fas mAb. Moreover,
the absence of cytotoxicity induced by the supernatants of endocannabinoid-activated NK
cells confirmed the marginal role played by soluble TRAIL in the Kkilling process. The
shedding of membrane FasL was not affected by endocannabinoids, suggesting that they did
not modulate the expression/activity of metalloproteases involved in the release of soluble
FasL. In contrast, the potentiating activity of endocannabinoids on FasL-mediated NK cell

cytotoxicity was associated to an increase of FasL mRNA expression.

We observed that endocannabinoids may render activated NK cells more eificrerd to

control the growth of a FasL-sensitive cell line. Even though the potentiating effect was
minimal, it is important to underline that the significant delay in tumor growth was obtained
after a single injection on AEA-activated NK cells. This result suggests that manipulating
locally the endocannabinoid system (by using inducers of endocannabinoid synthesis or
inhibitors of endocannabinoid metabolism), may enhance the cytotoxic activity of NK cells.
As the regulation of FasL expression appears similar on NK cells and cytotoxic T cells, we
can hypothesize that endocannabinoids may also upregulate the killer activity on both cell

types.
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The biology of NK cells can be regulated by different types of mediators, such as
catecholamines andB2-receptor agonists 6§, 69]. This study demonstrates that
endocannabinoids activate NK cells and potentiate the FasL-mediated killing activity of NK
cells. Importantly, that the stimulatory activity was observed using physiological
concentrations of endocannabinoids, suggesting that the potentiating activity maynoccur
vivo in situations characterized by an increased production of endocannabinoids, such as
inflammation. This study also underlines the importance of the concentrations vgea as
regulatory versus stimulatory activities of endocannabinoids can be induced, depending on the
concentrations used. In conclusion, this study confirms that endocannabinoids can serve as
secondary modulators of NK cells and suggests that manipulating locally the endocannabinoid

system may regulate the killing activity of NK cells.
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Figure legends

Figure 1. Endocannabinoids activate human NK cellsA, Human NK cells were cultured

for 48 h with 1 ng/mL IL-12, 5 ng/mL IL-15 or 50 U/mL IL-2, without or with 10 nM AEA or
2-AG. B, Human NK cells were stimulated for 12 h with 1 ng/mL IL-12, withau} ¢r with

(H) 10 nM AEA. IFNy mRNA expression was assessed by RT-gPCR. Results are expressed
in relative expression compared to GAPDH (mean + SD, nesHuman NK cells were
stimulated for 48 h with 5 ng/mL IL-12), in the presence of 1-1@M AEA. D, Human

NK cells were stimulated for 48 h with 1 ng/mL IL-12, without or with 10 nM or 10 uM
AEA. Cell viability was assessed by FACS by staining with AnnexinV and propidium iodide.
Results are representative of one of 5 experiments. Inserts, percentages of positive cells in
each quadrang, Human NK cells were stimulated or not with 1 ng/mL IL-12, in the absence
or presence of 10 nM AEA. IFNvas quantified after 6, 12, 24 and 4&hHuman NK cells

were stimulated for 48 h with 1 ng/mL IL-12 and 10 nM AEA. The production ofy,IFN
TNFa, Rantes, IL-6 and IL{1 was evaluated by Bioplex. Results are expressed as a
percentage of increase of cytokine production (mean = SD, &3Hluman NK cells wer
stimulated for 48 h with 1 ng/mL IL-12, without or with 10 nM AEA. The expression of
CD69 mRNA was evaluated by RT-gPCR; results are expressed as a relative expression
(mean £ SD, n=4)d, Human NK cells were stimulated for 48 h with 1 ng/mL IL-12, without

or with 10 nM AEA or 2-AG. The expression of CD69 was determined by FACS. Red
histogram, control mAbs were super imposable with not simulated cells . Results are
representative of one of 5 experiments The NK92 cells were stimulated for 48 h with 1
ng/mL IL-12, 5 ng/mL IL-15 or 50 U/mL IL-2, without or with 10 nM AEA or 2-AG.
A,C.E,l, IFNy was quantified by ELISA in the cell culture supernatants. Results are expressed

in pg/mL (mean SD, n=5); *, p<0.05

Figure 2. Endocannabinoids enhance the cytotoxic activity of human NK cellg, Human

NK cells were not stimulated{) or stimulated with 1 ng/mL IL-12), without or with 10

nM AEA. After 48 h, NK cells were cultured with Jurkat, SW180, K562 and SW620 cells for
4 h, at the effector:target ratio of 10:1. Cell death was evaluated by quantifying LDH in the
culture supernatants. In some experiments, NK cells were stimulated with 400 U/mL IL-
without or with xx ng/mL IL-12 (grey histogramd}, NK92 cells were not stimulate@l] or
stimulated with 1 ng/mL IL-120), without or with 10 nM AEA or 2-AG, for 48 h. Activated
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NK92 cells were then cultured with Jurkat or K562 cells for 4 h, at the effector:target ratio of
10:1. In some experiments, NK cells were stimulated with 400 U/mL IL-2 (grey histograms).
A&B, Cell death was evaluated by quantifying LDH in the culture supernatants. Results are
expressed as a % of cytotoxicity (mean + SD, n=4). *** p¥¥®, p<0.01 ; *, p<0.

Figure 3. Endocannabinoids enhance the cytotoxic activity of human NK cells via FasL

A, Human NK cells were stimulated for 12 h with 10 nM AEA, 1 ng/mL IL-12, 1 ng/mL IL-

12 plus 10 nM AEA, 100 ng/mL IR or 150 U/mL IL-2. The expression of membrane FasL
and TRAIL was analyzed by FACS. Results are representative of 1 of 4 experiBients.
Human NK cells and NK92 cells, culturedl) or not with 1 ng/mL IL-12 W), were
stimulated or not for 48 h with 10 nM AEA. In some experiments, NK92 cells were
stimulated with 400 U/mL IL-2 (grey histogram). Soluble FasL was quantified in the cell
culture supernatants by ELISA. Results, expressed in pg/mL, are representative of one of 3
experiments.C, Human NK cells, cultured{{) or not with 1 ng/mL IL-12 B), were
stimulated or not for 12 h with 10 nM AEA. The expression of FasL, TRAIL, perforin and
granzyme B mRNA was quantified by RT-gPAR. Human NK cells, cultured.{) or not

with 1 ng/mL IL-12 @), were stimulated or not for 48 h with 10 nM AEA. In some
experiments, NK cells were stimulated with 400 U/mL IL-2 (grey histogram). Jurak cells
were cultured for 4 h with the cell culture supernatants of activated NK cells. The death of
Jurkat cells was evaluated by quantifying LDH in the culture supernatants. Results are
expressed as a percentage of cytotoxicity (mean = SD, is4Human NK cells were
stimulated for 48 h with 1 ng/mL IL-12, in the absence of presence of 10 nM AEA or 2-AG.
Activated NK cells were then cultured for 4 h with Jurkat cells, at the effector:target ratio of
10:1, without or with an anti-Fas or a control mAb. Cell death was evaluated by quantifying
LDH in the culture supernatants. Results are expressed as a % of cytotoxicity (mean = SD,
n=4). ** p<0.002; *, p<0.05; ns, not significa, Human NK cells, cultured_{) or not with

1 ng/mL IL-12 @), were stimulated or not for 48 h with 10 nM AEA. In some experiments,
NK cells were stimulated with 50 ng/mL IL-12 plus 50 ng/mL IL-15 (grey histogram). The
expression of CD107a was determined by FACS. Results are expressed in MFI values, after

subtraction of the MFI obtained with the control mAb (mean + SD, n=5).

Figure 4. Endocannabinoids activate NK cells via CB2A, The expression of the transcript
encoding CB1, CB2, TRPV1 and GPR55 was analyzed by RT-gPCR in human NK cells and
NK92 cells, not stimulated or stimulated with 50 ng/mL IL-12, 150 U/mL IL-2 or 50 ng/mL
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IL-15. Results, expressed in relative mRNA expression, are representative of 1 of 3
experimentsB, Human NK cells were cultured or not for 48h with 1 ng/mL IL-12, without or
with 10 nM AEA, in the absence or presence ofiM SR144528 or SR144528. In some
experiments, NK cells were stimulated with 400 U/mL IL-2 (grey histograms)y k&b
qguantified by ELISA in the supernatants. Results are expressed in pg/mL (mean = SD, n=5).
** p<0.01; *, p<0.05 C, Human NK cells were stimulated or not with 1 ng/mL IL-12,
without or with 10 nM AEA, and in the absence or presence of 1 UM SR144528. As a positive
control, NK cells were stimulated with 400 U/mL IL-2 (grey histograms). After 48 h, NK
cells were cultured for 4 h with Jurkat cells, at the effector:target ratio of 10:1. Cell dsath wa
evaluated by quantifying LDH in the culture supernatants. Results, expressed ant@agerce

of cytotoxicity, are representative of 1 of 3 experiments.

Figure 5. In vivo analysis of cytotoxic activity of NK stimulated with AEA. A, Murine

DX5" NK cells were stimulated with 0.5 ng/mL IL-12, without or with 10 nM AEA or 2-AG.
IFNy was quantified by ELISA in the 48 h cell culture supernatants. Results are expressed in
pg/mL (mean + SD, n = 3). *, p<0.0B, BALB/c mice (6-8 weeks of age) were implanted
subcutaneously with CT26 cells in the right flank. At day 15, mice were injected
intratumorally with NK cells stimulated with 0.5 ng/mL IL-12, without or with 10 nM AEA.
Tumor volume was assessed daily. Results are expressed as a percentage of increasse of tum
volume (mean * SD, n=5). *, p<0.05.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Supplemental data Figure 1

Bouachour et al
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Supplemental data Figure 1 : Purity of murine and human NK cellsA, Murine NK cell

were purified by negative selection using NK cell enreichment kit then sorted by positive

selection using DX5 microbead. Purity was assessed by cytofluorometry usind PE-labelled

anti-DX5 and FITC-labeled anti-CD3e mAB, Human NK cell were purified by positive

selection using CD56 microbeads then sorted by FACS. Purity was assessed by
cytofluorometry using APC-labeled anti-CD56 mAb and FITC-labeled anti-+CD3 mAb.
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Discussion

Dans cette section, nous discuterons des interactions entre le systeme endocannabinoide et le
systeme immunitaire selon trois axes : (1) le réle activateur des endocannabinoides sur les

cellules NK, (2) I’implication des endocannabinoides dans 1I’immuno-régulation, et (3) la

place de nos données dans le cadre de la réponse anti-tumorale et de leur application

potentielle en thérapie anti-tumorale. Finalement, nous présenterons quelques perspectives a

ce travail.

1. Endocannabinoides et cellules NK

Dans cette premiére partie seront discutés nos résultats sur les cellules NK. Trois principaux
points seront abordéqt) I’effet dose des endocannabinoides sur les cellules immunitaires,

(2) les réles du systeme endocannabinsiidéa biologie des cellules NK, a savoir I’immuno-
régulation, la cytotoxicité et le potentiel chimitiractant, et (3) I’interaction de I’AEA et du

2-AG avec le récepteur CB2.

a. Importance de la concentration en endocannabinoides sur 1’activation des

cellules NK

Les deux principaux ligands endocannabinqittesEA et le 2-AG, peuvent avoir des effets
opposés selon qu’ils sont administrés a faibles ou a fortes doses. La majorité des études qui
concernent les effets des ligands endocannabinoides sur les différents systemes biologiques
analysés, et plus particuliéerement le systéme nerveux et le systéme immunitaire, mettent en
evidence des rdles inhibiteurs.

Au niveau du systéme immunitaire, la majorité des études ont montré des rdles fortement
inhibiteurs des ligands endocannabinoides lorsque la dose utilisée dépadse Les
premicres études ont mis en évidence que fumer du cannabis a peu d’effet sur I’immunité
systémique. En revanche, la fumée de cannabis est fortement immunosuppressive pour les
cellules immunitaires directement en contact avec elle. La fumée de cannabis est associée a la
suppression de I’activité antimicrobienne, de la production de cytokines et de la perte de

réponse des macrophages alvéolaires aux signaux cytokiniques [248]. La prise chronique de
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cannabis, qui peut se comparer a 1’administration de fortes doses, entraine une augmentation

de I’incidence des infections ainsi que 1’apparition de carcinome de la gorge [249-251].

L’AEA administré a des doses égales ou supérieures a 10uM entraine une inhibition de la
prolifération des lymphocytes T et B et induit leur apoptose [252]. Ces études, réalisées
vitro, ont été confirméem vivo: I’administration de fortes doses de A>-THC (10 mg/kg tous

les jours, pendant 4 jours) a des souris entraine une nette diminution du nombre de cellules
immunitaires dans la rate et le thymus. Cette chute du nombre de cellules correspond aux
populations lymphocytaires T et B ainsi qu’aux macrophages [253]. En revanche, a faibles

doses (de I’ordre du nano molaire in vitro ou inférieure ou égale a 0,1 mg/kgvivo), les
composés endocannabinoides ont des effets inverses. lls présentent alors une activité
immuno-stimulatrice, préaflammatoire, chimiotactique et favorisent I’initiation d’une

réponse Thl a médiation cellulaire. Le 2-AG est chimiotactique pour les cellules NK quand il
est utilisé entre 10 nM et AM. De méme, I’AEA, administré a faible dose (0,1 mg/kg),
augmente I’immunité a médiation cellulaire in vivo.

Ces données de la littérature sont en adéquation avec nos résultats sur la capacité des
endocannabinoides a activer les cellules NK lorsqu’ils sont utilisés a des doses faibles. Nous

avons ainsi montré que la concentration e nM d’AEA ou de 2-AG induit une
potentialisation de la cytotoxicité des cellules NK vis-a-vis de cellules tumorales, cette
cytotoxicité étant essentiellement dépendante de la voie Fas/FasL. AEA et 2-AG augmentent
égalementa production d’IFNy, d’IL-1B, d’IL-6, de TNFx et de RANTES, et induisent une
augmentation de I’expression du marqueur d’activation CD69. Par contre, des doses
supérieures a iM n’ont pas d’effet sur la production d’TFNy ni sur I’activité cytotoxique.

Il est intéressant deoter que, dans la littérature, 1’utilisation de doses d’endocannabinoides
supérieures a 1-10M est responsable de I’apoptose des lymphocytes T et des lymphocytes

B. Cependant, dans nos conditions expérimentades,n’avons pas observé de mortalité des

cellules NK activées avec des doses supérieuresd @i’endocannabinoides. A ce stade,

nous n’avons pas d’explication sur cette différence de sensibilité¢ aux endocannabinoides entre
lymphocytes T et B et cellules NK. Deux hypothéses peuvent étre avancées: une
désensibilisation du récepteur CB2 a des doses élevées de ligands et/ou une diminution
d’expression du récepteur CB2 (consécutive ou non a un recyclage accéléré) sur les cellules

NK. Des expériences sont en cours pour évaluer ce point.
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b. Effet des endocannabinoides sur la biologie des cellules NK

Les cellules NK ont deux fonctions principales, une activité cytotoxique et une activité
immuno-régulatrice [1] Peu d’études ont été réalisées pour décrire 1’effet des
endocannabinoides sur la biologie des cellules NK, les quelques données existantes décrivant
un effet inhibiteur du\°>-THC sur I’expression constitutive des cytokines et des chimiokines,

telles que IL-8, MIP-&, MIP-18, RANTES, TNF ou IFNy. Ces mémes études ont montré

un réle inhibiteur duA®-THC sur I’activité cytotoxique des cellules NK [220, 221].
Cependant, toutes ces études ont été réalisées en utilisant des ligands non endogénes et utilisés
a fortes doses. De plus, la plupart de ces études ont été réalisés chez le rat ou la souris en
injectant des doses supérieures ou égales a 3 mg/kg et lorsque les expériences onirété faites
vitro, les doses utilisées étaient deydd [220, 221, 254].

Les cellules NK exercent leur activité cytotoxigwea deux mécanismes soit par
dégranulation d’enzymes lytiques qui vont perforer la membrane plasmique des cellules cibles
pour ensuite activer des voies de signalisation pro-apoptotiques, soit par contact direct avec la
cellule cible. La lyse a distance se fait par la libération de molécules comme perforine ou
granzyme B, présentes dans des granules de sécrétion. La lyse par contact cellulaire fait
intervenir des récepteurs de mort cellulaire appartenant a la famille du TNF. Dans cette
famille se retrouvent les récepteurs TFRAIL, FasL, ainsi que les lymphotoxse etf.

Dans notre étude, nous avons montré que les endocannabinoides potentialisent la cytotoxicité
des cellules NK vis-a-vis des lignées Jurkat et SW480 alors que les lignées K562 et SW620
sont insensibles a la lyse par les cellules NK activées par les endocannabinoides. Il est
intéressant de noter que les lignées Jurkat et SW480 sont sensibles a la lyse par FasL, alors
gue les lignées K562 ou SW620 sont insensibles a la lyse par[Z#5L256]. La lignée

K562 peut étre lysée par TRAIL [257] mais pas la lignée SWB28]. Nous nous sommes

donc intéressés’effet des endocannabinoides sur I’expression de FasL et de TRAIL par les

cellules NK L’expression de FasL par les cellules NK est augmentée aprés stimulation par les
endocannabinoides AEA et 2-AGa capacité des endocannabinoides a moduler I’expression

de la moécule FasL a été rapportée dans un modele de cholangiocarcinome. L’ AEA, mais pas

le 2-AG, induit une augmentation de I’expression des molécules Fas et FasL au niveau des

radeaux lipidiques de la membrane plasmique des cellules [262].
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En revanche, aucermodulationd’expression de TRAIL n’a été observée sur les cellules NK

suite a la stimulation par les ligands AEA et 2-AGabsence d’implication des molécules
lytiques, granzyme et perforine, dans la lyse des cellules tumorales a été confirméaipar le f
gue les cellules NK, en contact avec les lignées Jurkat ou SW480, ne dégranulent pas en
réponse aux endocannabinoid&sce qui concerne I’expression de TRAIL, les données de la
littérature montrent que: 1’exception notable des IFN de type 1, la majorité des molécules

qui activent les cellules NK, et en particulier les cytokie®, I1L-12 et IL-15, diminuent
I’expression de TRAIL a la surface des cellules NK [259-261]. A noter que les mécanismes
impliqués dans 1’expression différenticlle de FasL et de TRAIL par les cellules NK sont mal

connus.

L’activité immuno-régulatrice des cellules NK consiste principalement en la sécrétion de
cytokines et de chimiokines qui vont permettre de sensibdisé moduler I’activation des

autres cellules environnantes, et en particulier les cellules du systéme immunitaire. Nous
avonsmis en évidence que les endocannabinoides AEA et 2-AG potentialisent la production

et la sécrétion des cytokines H;NL-p et TNFa et de la chimiokine RANTES. Ces résultats
contrastent avec les données de la littérature sur le réle des ligands endocannabinoides sur la
production des cytokines et chimiokines utilisés a fortes doses (supérieurd.a 1

Une étude réalisée par Kishimatbal indique que le 2-AG a une activité chimiotactique sur

les cellules NK. Ce réle du ligand endocannabinoide 2-AG dépend de.CH2A utilisé a 1

uM n’a pas d’effet sur le chimiotactisme des cellules NK [222]. Sur la base de nos
observations et des données de la littérature, il est probable, comme cela a été observé pour la
production de cytokines et 1’activité cytotoxique, que I’effet chimiotactique des ligands
endocannabinoides soit dépendant des concentrations utilisées et que les doses utilisées dans
les études précitées ne soient pas adaptées pour observer un effet régulateur sur le
chimiotactisme de ces cellules. Une autre étude indiguamuo, le 2-AG, utilisé a faible

dose (10 nM), garde son potentiel chimiotactique sur les cellules NK mais également sur les
cellules dendritiques. Cet effet duAZ sur le recrutement des cellules immunitaires est
également observé sur les lignées de cellules myéloides. Finalement, plusieurs études ont
montré que le 2-AG augmente la production de chimiokiteéiss que I’IL-8 ou MCP-1 par

la lignée HL-60 [211, 263].
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c. Les interactions des ligands AEA et 2-AG avec le récepteur CB2

Dans le systeme endocannabinoide sont présents plusieurs récepteurs, dont les deux
principaux sont CB1 et CB2. CB1 est surtout exprimé dans le systeme nerveux tandis que
CB2 est principalement exprimé par les cellules du systéeme immunitaire. La majorité des
effets qu’exercent les endocannabinoides sur les cellules du systéeme immunitaire sont médiés
par le récepteur CB2. L’ AEA et le 2-AG sont les ligands naturels de CB2, le 2-AG étant plus
afin pour CB2 que I’AEA [107].

CB2 est impliqué dans la modulation e migration, la prolifération, I’apoptose et la
production de cytokines par les cellules immunitaires [118, 192].

Le rdle chimiotactiqgue du 2-AG sur les cellules myéloides et les cellules NK est dépendant de
CB2. Le fait que I’AEA n’ait pas d’effet sur la migration des cellules du systéme immunitaire,
contrairement au &G, peut s’expliquer par la différence d’affinité de ces deux ligands avec

le récepteur CB2.

La quantification de ARNm codant les récepteurs CB1, TRPV1 et GPR55, avec ou sans
stimulation préalable des cellules NK avec les cytokines activatrices IL-2, IL-12 ou H.-15,
confirmél’absence d’expression de ces récepteurs par les cellules NK. En revanche, comme

décrit dans la littérature, le récepteur CB2 est fortement exprimé par les celluf@®NK
L’expression des récepteurs endocannabinoides, et plus particulierement de CB2, par les
cellules immunitaires, peut étre modulée en réponse a divers stimuli. Bien que cette
modulation différe d’un type cellulaire a un autre, nous n’avons pas observé de modulation de
d’expression de CB2 en réponse a I’IL-2, I’IL-12 ou I’IL-15, quelque soit la dose utilisée.

La majorité des études [107, 128, 129, 199] ont rapporté un réle inhibiteur de CB2 sur la
production de cytokines par les cellules immunitaires lorsque ses ligands sont utilisés a de
fortes doses. Par exemplémmunosuppression des lymphocytes T activés induite par une
forte dose d’AEA (10 uM) est dépendante de CB2 et se traduit par une inhibition de la
production de TNE& et d’IFNy [264]. Nous avons montré que 1’effet potentialisateur des

ligands AEA et 2AG, utilisés a faible dose, sur la production d’IFNy et sur la cytotoxicité
vis-a-vis de cellules tumorales, est dépendante du récepteur CB2. Ce rble potentialisateur des
endocannabinoides est inhibé en présence de 1’antagoniste de CB2, SR144528. En revanche,
I’antagoniste de CB1 (SR141716A) ne module pas la production d’IFNy induite par ’AEA ou

le 2-AG, confirmant que CB1 n’a pas de role dans la transmission du signal. SR141716A est
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¢galement un antagoniste du récepteur GPRS5S5, confirmant que GPRS55 n’est pas impliqué
dansl’activation des cellules NK par les endocannabnoides.

Malgré une expression trés faible de CB1 par rapport a CB2, CB1 n’est pas totalement absent

du systeme immunitaire et certains effets des endocannabinoides ont été rapportés comme
meédiéspar CB1. Par exemple, I’AEA, ainsi que le THC, induisent ’apoptose des cellules
dendritiquesszia CB2 mais également par CB1 [218]. Cela démontre que, méme si CB2 est le
récepteur majoritaire dans le systéme immunitaire, CB1 peut également jouer un rdle dans la

régulation des cellules qui I’expriment.

2. Endocannabinoides et immuno-régulation

Le systeme endocannabinoide participe a la régulation du systeme immunitaire. Ainsi, le 2-
AG participe a la mobilité des cellules myéloides et des cellulediN#yvo, le 2-AG a des
propriétés chimiotactique$222, 263]. Utilisé comme adjuvant, il favorise la primo-
immunisation en combinaison avec une protéine soluble chez la souris. Il permet 1’induction

d’une réponse Thl en augmentant le nombre de cellules dendritiques qui migrent au site de
d’injection de ’Ag. Le 2-AG est le principal médiateur des effets induits par les ligands
endocannabinoides sur les cellules immunitaires.

L’AEA participe également a la régulation de la réponse immunitairdl favorise la
prolifération des splénocytes et augmente la concentration d’IFNy systémique. En revanchg,

n’y a pas de modulation de la concentration d’IL-4 (signature d’une réponse Th2) en réponse

a I’AEA [206].

Dans notre étude, nous avons utili&s doses faibles d’AEA et de 2-AG. Les activités
biologiques ainsi obtenues, avec des doses d’endocannabinoides compatibles avec celles qui

sont retrouvéem vivo, sont proches de la situation physiologique. Les concentratidmsA

et de 2-AG varient en fonctiadu type de tissus et se situent entre 1 et 100 nM chez I’homme

[265, 266] L’effet chimiotactique du 2-AG est décrit a partir de 10 nM et nous avons montré
qu’une concentration équivalente active les cellules NK. Notre étude apporte donc des

informations complémentaires sur les propriétés immuno-régulatrices des endocannabinoides.
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3. Endocannabinoides et thérapie anti-tumorale

Il est aujourd’hui admis que les phytocannabinoides (composés exogénes), dérivés de la

plante Cannabis sativa ont une action bénéfique sur les effets secondaires des
chimiothérapies et radiothérapies. Des études précliniques et cliniques sur les applications
possibles des cannabinoides comme agents anti-cancéreux sont actuellement en cours (liste

non exhaustive des essais cliniqubtp://www.clinicaltrials.gov/) :

- Essai sur Defficacité du Tétrahydrocannabinol oral pour les patients atteints de
fiboromyalgie, a I' Hadassah Medical Organization , Jérusalem, Israél.

- Evaluation de I’efficacité et de la sireté du Nabilone comme thérapie associative
de la Gabapentine dans le traitement de la douleur de la sclérose en plaques, a
I’université de Manitoba, Winnipeg, Canada.

- Une étude sur le sativex pour soulager les douleurs persistantes des patients
atteints d’un cancer de stade avancé, aux Etats-Unis, au Royaume-Uni et en
Allemagne.

- Effets de la marijuana vaporisée dans le traitement de la douleur neuropathique au
CTSC Clinical Research Center, Sacramento VA Medical Center Sacramento,

Californie, Etats-Unis.

Nous avons montré que les endocannabinoides (composés endogenes) présentent également
un potentiel anticancéreux indirect en potentialisant I’activité anti-tumorale des cellules NK.
Nous avons confirmén vivo les résultats obtenus vitro sur la potentialisain de I’activité
cytotoxique des cellules NK stimulées avec AEA. En effie)s avons observé qu’une
injection unique de cellules NK murines activéewivo par I’AEA en intra-tumoral induit un
ralentissement significatif de la croissadcene lignée tumorale sensible a la lyse par FasL

Dans le cadre d’une thérapie ciblée, ou le préalable a tout traitement est la caractérisation
génotypique et phénotypique la plus précise possible de la tumeur, I’étude de I’expression des
différents récepteurs endocannabinoides et des récepteurs de mort de la famillé du TN
pourrat permettre d’appliquer une thérapie a fagon. Par exemple, si une tumeur exprime peu

ou pas les récepteurs CB1 et CB2 mais se révele sensible a la lyse par FasL, ’activation ex

vivo de cellulesNK du patient puis réinjectées en intra-tumoral, pourrait constituer une
nouvelle forme de thérapie cellulaire. A I’inverse, Si une tumeur exprime constitutivement les

récepteurs CB1 et CB2 a des niveaux tres élevés, on peut imaginer que favoriser la production
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endogene des ligands endocannabinoides par une action sur les enzymes impliquées dans les
voies de synthése et/ou en inhibant les enzymes responsables de leur dégradation, pourrait

constituer une thérépinnovante dans le traitement des cancers.

4. Perspectives

Afin de poursuivre ce travail, nous avons envisageé plusieurs perspectives.

Nous avons commencé a donner une esuit ce travail en étudiant D'effet des
endocannabinoides slarcytotoxicité cellulaire dépendante d’un anticorps (ADCC). En effet,

les cellules NK peuvent exercer une activité lytiqua le mécanisma de ’ADCC. Les
résultats préliminaires montrent que des cellules NK stimulées avec AEA ou 2-AG
augmentent la lyse dépendante du cétuximab de cellules tumorales de lignées colorectales
exprimant I’EGFR (epidermal growth factor receptor). Pour tenter d’expliquer cette
augmentation, nous évalueronsffet des endocannabinoides sur I’expression du CD16 par

les cellules NK. Nous regarderons également si les endocannabinoides ont un effet sur
I’expression des molécules exprimées par les cellules cancéreuses utilisées classiqguement
comme cibles dans les traitements aatieéreux, comme par exemple I’EGFR qui est ciblé

par le cétuximab.

D’autres pistes de travail sont aussi envisagées. Notre ¢tude portait sur les analogues
cannabinoides endogénes. Il seraitrist@nt d’étudier les effets des analogues exogenes, les
phytocannbinoides, utilisés a faibles doses sur 1’activation des cellules NK in vitro, et plus
généralementtudier leurs effets sur les cellules de I’immunité innée.

Nous avons également montré le potentiel anti-tumoral indirect des ligands
endocannabinoideda I’activation des cellules NK. Nous pourrions alors étudier I’effet de

faibles concentrations d’endocannabinoides sur les cellules cancéreuses versusde fortes
concentrations évaluer leur cytotoxicité directe ou non ainsi que la modulation de
I’expression des récepteurs endocannabinoides et/ou des récepteurs de la famille du TNF.
Nous avons observé que les endocannabinoides potentialisent 1’activation des cellules NK et

en particulier leurfonctions cytotoxiques. Il serait donc interressant d’évaluer le role des
endocannabinoides sur la génération et 1’activité cytotoxique des lymphocytes T cytotoxiques

générés dans le cadre d’une vaccination anti-tumorale.
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Résumeé

Les endocannabinoidemnandamide (AEA) et 2-arachidonoylglycérol (2-AG), appartiennent

au systeme endocannabinoide et sont impliqués dans la régulation de nombreux systemes
biologiques. lls ont un rdle dans la modulation du systéme immunitaire et la défense anti-
tumorale. Dans cette étude, nous avons montré que I'AEA et le 2-AG peuvent moduler
I'activation des cellules Natural Killer CD56CD3 (NK) et des cellules NK92. A de faibles
doses, ils potentialisent la production d'IkFNnduite par des doses suboptimadd -12,

d’IL-15 etd’IL-2. En outre, I'AEA et le 2-AG potentialisent la cytotoxicité des cellules NK.
Des expériences de quantification des transcrits codant FasL, TRAIL, perforine et granzyme
et des expériences d'inhibition indiquent que cette augmentation de la cytotoxicité est corrélée
a une augmentation de l'expression de FasL, tandis que la production de granzyme, de
perforine et I'expression TRAIL reste inchaagé.es effets des endocannabinoides sur les
cellules NK sont inhibés en présence d’un antagoniste du récepteur endocannabinoidien de

type 2 (CB2). Ces travaur vitro on été confirmé vivo sur un model de tumeur murine.

Les cellules NK murines stimulées-vivo par les endocannabinoides et réinjectées en intra-
tumoral, induisent un ralentissement significatif de la croissance tumorale Ces résultats
montrent pour la premiére fois que les endocannabinoides AEA et 2-AG utilisées a faible
dose sont impliqués dans la modulation des activités régulatrices (objectivée par la production

d’IFNy) et cytotoxiques des cellules NK.
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