16

Mécanismes d’action
des cannabinoides dans différents
systemes

Différents effets physiologiques ou pathologiques associés a I'utilisation du
cannabis ont été décrits dans la littérature. Parallélement, l'isolement du
principe actif (A’-THC), le clonage des récepteurs cannabinoides CB1 et
CB2 et I¢laboration d’analogues pharmacologiques (agonistes ou antagonis-
tes) plus actifs et plus sélectifs que le A°THC ont aidé a rationaliser la
recherche dans le domaine des cannabinoides et a définir leurs sites et méca-
nismes d’action au niveau cellulaire. Les antagonistes cannabinoides utilisés
pour bloquer les effets du cannabis au niveau cellulaire, dans les modeles
animaux mais également chez I'homme, ont permis de mettre en évidence
I'implication du systéme endocannabinoide dans des régulations physiologi-
ques normales mais aussi pathologiques. Toutefois, les différents cannabinoi-
des n’ont pas encore livré tous leurs secrets et un certain nombre d’effets
controversés restent inexpliqués.

Laffinité de liaison du A°-THC aux récepteurs CB1 et CB2 est de l'ordre de
10-30 nM (0,010-0,030 uM). Un certain nombre de travaux décrivent des
effets biologiques obtenus in vitro pour des concentrations en A’-THC variant
entre 3 et 30 uM, c’est-a-dire 100 a 1 000 fois supérieures a P'affinité de liaison
du A’-THC aux récepteurs, et 10 a 100 fois supérieures 2 la concentration
plasmatique en A’-THC retrouvée chez un consommateur moyen : dans
Iétude de Harder et coll. (1997), la concentration en A’-THC au pic (quel-
ques minutes apres la consommation) est d’environ 70 ng/ml, soit 0,2 uM ;
cing heures apres la prise d’'un joint, le niveau basal en A°-THC est de 'ordre
de 0,013 uM. Par ailleurs, le A>THC a une structure hydrophobe qui lui
permet, a forte dose, de s’insérer et de perturber les membranes cellulaires, et
donc d’induire un effet biologique non spécifique, indépendant du récepteur
cannabinoide. Les études les plus pertinentes sont donc celles qui utilisent des
doses pharmacologiques de A°-THC (0,1-1 uM) et dans lesquelles I'implica-
tion des récepteurs cannabinoides est confirmée par l'utilisation d’antagonis-
tes spécifiques de CB1 (SR141716A, par exemple) et de CB2 (SR144528, par

exemple).
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Controle de la viabilité cellulaire

Les cannabinoides peuvent induire soit la prolifération, soit un arrét de la
croissance et le déclenchement de la mort cellulaire programmée. Lopposi-
tion entre ces effets est liée au type de cellules, & la concentration et au type du
ligand cannabinoide utilisé, mais également au temps de traitement.

Un grand nombre de travaux ont décrit que le A>-THC ou l'anandamide
inhibent la prolifération cellulaire et induisent un arrét du cycle cellulaire
(G1/GS), ainsi qu’'une mort cellulaire par apoptose (Zhu et coll., 1998 ; Di
Marzo et coll., 2000). Toutefois, la spécificité de ces effets reste a vérifier dans
de nombreux cas, en raison des fortes doses de cannabinoides utilisées.

Dans le cas des cellules immunitaires, et en particulier les lymphocytes B, les
ligands cannabinoides a faible concentration (1-10 nM) induisent la prolifé-
ration cellulaire, alors qu’a doses élevées ils induisent la mort cellulaire
(1 000 nM). Leffet obtenu a faible concentration de ligand est médié par le
récepteur CB2, tandis que leffet proapoptotique semble étre récepteur-
indépendant (Derocq et coll., 1995).

Dans le cas des cellules tumorales de gliome, le A’ THC induit une mort
cellulaire par apoptose (Sanchez et coll., 1998). Le A°-THC induit 'apoptose
des cellules tumorales de prostate (PC3), de facon récepteur indépendante
(Ruiz et coll., 1999). Le A°-THC en traitement chronique induit la mort des
cellules tumorales de gliome, aussi bien en culture qu'in vivo dans des modeles
de xénogreffe (Galve-Roperh et coll., 2000). Dans ce cas, I’effet antitumoral
du A’-THC in vitro semble étre médié par les deux récepteurs CB1 et CB2. Ces
résultats, qui pourraient ouvrir la perspective d’une éventuelle application du
A°-THC comme substance antitumorale, n'ont cependant pas encore été
confirmés par d’autres groupes ni dans d’autres modeles.

De plus, il a été clairement montré (Zhu et coll., 2000) que les cannabinoides,
et en particulier le A>-THC, peuvent étre suppresseurs de I'immunité antitu-
morale, et en conséquence favoriser 'accélération de croissance de deux types
de tumeurs de poumon murine implantées dans des modeles syngéniques.

Un groupe d’auteurs a montré que I'anandamide n’induit pas d’apoptose dans
des cellules humaines de cancer du sein MCF-7, EFM-19 et T-47D, mais
plutdt un effet antiprolifératif par un arrét du cycle cellulaire en G1/GS, a
travers le récepteur CB1 (De Petrocellis et coll., 1998). A 'inverse, une autre
équipe a montré que I'anandamide induit un effet apoptotique en activant le
récepteur vanilloide dans des cellules de neuroblastome CHP100 et de lym-
phome U937 ; la présence des récepteurs cannabinoides CB1 et CB2 semble
étre protectrices, puisque le traitement simultané avec des antagonistes can-
nabinoides (anandamide + SR141716 pour les cellules C6 glioma ou ananda-
mide + SR144528 pour les cellules Daudi) augmente l'effet apoptotique de
Panandamide (Maccarrone et coll., 2000).
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Leffet des cannabinoides sur la croissance ou la viabilité cellulaire est donc
trés contrasté. In vitro, on peut aussi bien observer un effet antitumoral que
protumoral. In vivo, on ne peut retenir que deux études majeures, observant
que le A”-THC a un effet proapoptotique antitumoral direct sur les cellules
tumorales du gliome (Galve-Roperh et coll., 2000) et que, a 'opposé, il peut
favoriser la croissance tumorale, surtout des tumeurs n’exprimant pas de
récepteur cannabinoide, en raison de son effet suppresseur de la réponse
immunitaire antitumorale (Zhu et coll., 2000).

Embryogenése

Les récepteurs CB1 et CB2 sont exprimés chez 'embryon aux stades pré- et
postimplantatoires ainsi que dans le placenta (Wang et coll., 1999 ; Berren-
dero et coll., 1999 ; Paria et coll., 1999 ; Kenney et coll., 1999). Au niveau de
'utérus, seul TARN messager du récepteur CB1 a été identifié (Das et coll.,
1995 ; Paria et coll., 1995). Quant au systéme nerveux central, I'expression du
récepteur CB1 a été détectée a partir du 14¢ jour de développement. Les
premiéres régions exprimant le récepteur CB1 sont le cortex, le tronc cérébral
et le mésencéphale, puis viennent '’hippocampe, le cervelet et les ganglions
de la base. Au stade embryonnaire, les neurones ou les neuroblastes expriment
le récepteur CB1, et les cellules gliales (principalement les astrocytes) expri-
meraient le récepteur spécifique de 'anandamide CBX.

Concernant les cannabinoides endogénes, ’embryon contient aux stades
précoces les niveaux les plus élevés d’anandamide mesurés dans des tissus de
mammiféres (pour revue voir Paria et Dey, 2000). Dans la paroi utérine, les
taux d’anandamide sont inversement proportionnels a la réceptivité utérine
pour I'implantation de I’embryon (Paria et coll., 1995 ; Schmid et coll., 1997 ;
Paria et coll., 1998 ; Berrendero et coll., 1998 ; Berrendero et coll., 1999) : les
taux les plus bas ont été mesurés au niveau des zones d’implantation, et les plus
hauts au niveau des zones d’interimplantation. Il existe trois phases spatio-
temporelles concernant I'implantation de I'embryon : préréceptive (taux
d’anandamide trés élevés), réceptive (taux bas) et non réceptive ou réfractaire
(taux tres élevés). Il apparait donc que les endocannabinoides déterminent la
fenétre d’implantation de I’embryon en synchronisant la différenciation du
blastocyte avec la préparation de I'utérus au stade d’implantation. De plus, de
fortes concentrations d’anandamide empéchent la migration du blastocyte en
dehors des sites appropriés.

Au niveau placentaire, I'activation des récepteurs CB1 et CB2 inhibe le
transporteur de la sérotonine par l'intermédiaire d’une baisse du calcium
intracellulaire (Paria et coll., 1999 ; Kenney et coll., 1999). Le placenta
pourrait donc constituer une cible directe pour les cannabinoides, méme si
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I'impact d’'une inhibition de la clairance de la sérotonine au niveau du
placenta reste a déterminer. Au niveau de I'ceuf et de I’embryon, les cannabi-
noides ont des effets trés variés, voire paradoxaux.

Au stade deux cellules, une exposition de 'ceuf aux cannabinoides exogenes
ou a I'anandamide (méme a de faibles doses : 7 nM) perturbe le développe-
ment du blastocyte. Cela entraine une inhibition de la cavitation du blasto-
cyte et de la prolifération du trophoblaste. Ces effets sont médiés par le
récepteur CB1 (Paria et coll., 1995 ; Yang et coll., 1996 ; Schmid et coll.,
1997). Au stade blastocyte, une exposition a des doses, méme faibles, d’ago-
nistes cannabinoides favorise la différenciation et la croissance du tropho-
blaste, ce qui se traduit par une augmentation d’expression de la fibronectine.
La encore, cet effet est médié par le récepteur CB1. Il existe donc un effet
« paradoxal » des cannabinoides sur deux stades de développement de I'em-
bryon. Des doses tres fortes d’agonistes cannabinoides provoquent un effet
contraire, c’est-a-dire une inhibition de la différenciation du trophoblaste

(Paria et coll., 1995 ; Yang et coll., 1996).

Au stade d’implantation de I'embryon, de trés fortes doses de A°-THC peu-
vent compromettre cette étape. Cependant, pour des doses d’agonistes canna-
binoides « physiologiques », la paroi utérine et I’embryon possédent des syste-
mes de neutralisation du A°-THC, grace & une activité cytochrome P450
importante. Celui-ci est classiquement impliqué dans des processus de détoxi-
fication, en permettant la transformation du (-)A°-THC en (+)A’-THC, qui
est 'énantiomere inactif. Ainsi, lorsque le cytochrome P450 est inhibé phar-
macologiquement, une accumulation de (-)A’-THC est observée au niveau
des tissus de I'embryon aprés exposition au A’-THC (Paria et coll., 1998).

Une exposition périnatale au A’ THC, méme a de fortes doses, n’induit pas de
changements significatifs dans la liaison des cannabinoides a leurs récepteurs
au niveau du cerveau adulte de la souris, ni dans les niveaux d’expression de

I’ARNm du récepteur CB1 (Garcia-Gil et coll., 1999).

Enfin, on ne retrouve globalement pas d’effet tératogéne aprés exposition de
Pembryon & des doses de A”-THC méme massives (500-600 mg/kg chez la
souris, 12-50 mg/kg chez le rat). Des saignements vaginaux peuvent en revan-
che étre observés, probablement dus a une perturbation des implantations
(Borgen et coll., 1973 ; Fried et Nieman, 1973 ; Banerjee et coll., 1975 ; Fried,
1976 ; Bloch et coll., 1986).

Immunomodulation et inflammation

La plupart des études chez 'animal ou sur culture cellulaire montrent que le
A°-THC exerce un effet immunosuppresseur : inhibition de la fonction des
macrophages des lymphocytes, de la résistance aux agents infectieux et de la
production de cytokines (Cabral et Dove Pettit, 1998 ; Klein et coll., 1998).



Mécanismes d’action des cannabinoides dans différents systémes

Cependant, dans la majorité de ces études, la dose de A°-THC utilisée est
10 fois plus élevée que la concentration maximale de A’ THC retrouvée dans
le plasma de fumeur de cannabis, et 1 000 plus importante que l'affinité du
A°-THC pour les récepteurs cannabinoides.

Depuis, des antagonistes sélectifs de CB1 et de CB2 (SR141716 et SR144528)
ont été élaborés (Rinaldi-Carmona et coll., 1994, 1998), des souris transgéni-
ques dans lesquelles a été inactivé le gene de CB1 (CB17KO, Jarai et coll.,
1999) ou de CB2 (CB27KO) (Buckley et coll., 2000) ont été obtenues, et
plus récemment un agoniste CB2 sélectif (HU-308) a été synthétisé (Hanus et
coll., 1999). Ces différents outils ont été utilisés afin de mieux définir activité
spécifique des cannabinoides dans la réponse immunitaire.

Les cannabinoides, A’ THC ou autres ligands, peuvent agir comme suppres-
seurs ou stimulants de la réponse immune en fonction du type de I'agent
infectieux et du type de cellule immunitaire activé. Par exemple, sur culture
cellulaire, les cannabinoides activent les lymphocyte B (Derocq et coll.,
1995), induisent I'expression de génes impliqués dans le programme de diffé-
renciation cellulaire dans les cellules promyélocytaires (Derocq et coll., 2000)
et activent la production de cytokines proinflammatoires telles que les in-
terleukines 8 et 6, le TNFa (tumor necrosis factor a) et la MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein) a travers I'activation des voies de signalisation MAPK

et NFkB (Derocq et coll., 2000).

A Pinverse, les cannabinoides inhibent Pactivité du macrophage (Buckley et
coll., 2000 ; Sacerdote et coll., 2000) et la migration des cellules natural killer
(Massi et coll., 2000). Ces effets sont dus en partie au récepteur CB2, donc
indépendants de I'inhibition de la production de ’AMPc, puisque CB2 ne
module pas ou seulement de facon médiocre I’AMPc dans les cellules immu-
nes.

In vivo, dans certains modeles animaux, le A°-THC a un effet suppresseur de la
réponse immunitaire antitumorale (Zhu et coll., 2000) et de la résistance aux
infections bactériennes (Smith et coll., 2000). Dans ces modeles, le A’-THC
inhibe I'expression de cytokines telles que I'interféron v et l'interleukine 12,
et augmente la production de cytokines suppressives comme l'interleukine 10
et le TNEP (tumor necrosis factor B). La réponse antitumorale serait liée 2 CB2,
alors que, dans la réponse anti-infectieuse, on trouve une composante CB2
mais aussi CB1 dont l'origine pourrait étre le systéme nerveux central.

Le A’-THC joue donc un role immunomodulateur, supresseur ou stimulant de
la réponse immune et inflammatoire selon les types d’agents infectieux et de
cellules immunitaire considérés. Chypothese de I'implication des récepteurs
cannabinoides dans le controle de la réponse immunitaire se trouve renforcée
par le fait que I’expression de ces récepteurs peut étre modulée au cours de la
différenciation des lymphocytes (Carayon et coll., 1998) ; par ailleurs, les
ligands cannabinoides endogénes (anandamide et 2-AG) sont produits et
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dégradés localement au niveau des cellules lymphocytaires (Bisogno et coll.,
1997 ; Di Marzo et coll., 1999).

Dilatation et constriction bronchiques

Le A°-THC a été testé pour ses propriétés bronchodilatatrices chez des sujets
asthmatiques (Tashkin et coll., 1975, 1977 ; Abboud et coll., 1976). Les
résultats de ces études ne permettent pas de conclure a une réelle efficacité
pour atténuer les bronchospasmes : le A”-THC avait dans certains cas un effet
inhibiteur, et dans d’autres induisait 'effet inverse, une bronchoconstriction
aggravant I’état des patients asthmatiques.

Une étude récente publiée par le groupe de Piomelli montre clairement que
I'anandamide, 2 travers le récepteur CB1, induit des effets opposés sur la
dilatation des voies aériennes chez le rongeur (Calignano et coll., 2000).
Lactivation de CBI1 inhibe les bronchospasmes stimulés par des produits
irritants tels que la capsaicine, qui agit a travers le récepteur vanilloide. Cet
effet est réversé par le SR141716, mais pas par le SR144528. A l'inverse, la
désinnervation des bronches par section du nerf vague ou a 'aide d’atropine
(bloqueur cholinergique) entratne une suppression du tonus constricteur basal
exercé par le nerf vague. Dans ce cas, I'activation de CB1 induit une broncho-
constriction qui est bloquée par le SR141716, mais pas par le SR144528. Le
fait d’avoir supprimé un tonus basal constricteur exercé par la terminaison
nerveuse a permis de révéler I'effet direct du CB1 sur les muscles bronchiques,
qui est constricteur et non dilatateur. Cependant, cette étude a pu mettre en
évidence la biosynthese locale d’anandamine, mais pas 'expression de CB1 au
niveau des muscles bronchiques.

Lensemble de ces résultats obtenus chez le rongeur peut étre corrélé aux
observations obtenues chez 'homme. Le A’-THC exogene, ou 'anandamide
produit localement, induisent un effet dépendant de ’état de contractilité du
muscle bronchique : dans le cas ot le muscle est déja contracté, les ligands
cannabinoides provoquent une inhibition de cette contraction et donc une
dilatation, alors qu'ils induiraient une constriction dans le cas ou le muscle est
relaxé, se traduisant par une augmentation des bronchospasmes chez certains
sujets asthmatiques.

Vasodilatation

Les effets cardiovasculaires des cannabinoides sont décrits depuis 1979
(Siqueira et coll., 1979). Le A>-THC comme 'anandamide induisent un effet
hypotenseur et une bradycardie chez le rongeur, alors qu'ils provoquent une
tachycardie chez ’lhomme. Cet effet hypotenseur caractéristique du A*-THC
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est composé de trois phases : une baisse rapide de la pression artérielle, suivie
d’un effet hypertenseur et d'une hypotension plus lente accompagnée d’une
bradycardie (Varga et coll., 1995). Chypotension et la bradycardie sont liées a
I'inhibition du nerf vagal (I’axe sympathique) et en particulier a la libération
de neurotransmetteurs (norépinéphrine) par les terminaisons des neurones
périphériques. En utilisant le SR141716A, il a été montré que, a 'exception
de I’hypertension transitoire dans la phase intermédiaire, ces effets sont mé-
diés par le récepteur CB1. Limplication de ce récepteur a par la suite été
confirmée par des études effectuées sur les souris transgéniques n’exprimant
pas CBI : le traitement par les ligands cannabinoides ne provoque ni hypoten-
sion ni bradycardie, mais I'induction de I'effet hypertenseur est maintenue
(Jarai et coll., 1999).

Il a par ailleurs été suggéré que, en plus de leur action indirecte par inhibition
du nerf vagal, les cannabinoides pourraient avoir un effet vasodilatateur
direct. En effet, I'agoniste cannabinoide HU-210 inhibe 'effet hypertenseur
de la vasopressine (Vidrio et coll., 1996), et les agonistes cannabinoides
diminuent la pression artérielle avec une amplitude plus importante que celle
obtenue apres section du nerf vagal (Lake et coll., 1997). Cet effet hypoten-
seur direct pourrait étre médié par CB1 qui est exprimé par les cellules
endothéliales vasculaires (Sugiura et coll., 1998) et fonctionnel : modulation
de la production de I’AMPc induite par la forskoline (Holland et coll., 1999),
activation de la MAPK (Liu et coll., 2000), induction de flux calcique et
production de NO (Deutsch et coll., 1997).

Des travaux récents montrent que I'anandamide induit une hypotension de
I’artere mésentérique a travers un récepteur différent de CB1, CB2 ou VRI.
Cet effet hypotenseur au niveau de 'endothélium vasculaire est spécifique a
I'anandamide, et peut étre bloqué par le SR141716 y compris chez des souris
transgéniques n’exprimant ni CB1 ni CB2 (Jarai et coll., 1999). Lexistence de
ce nouveau type de récepteur est renforcée par le fait que abn-cbd (un ligand
dérivé du cannabidiol qui ne reconnait pas CB1) est également capable
d’induire un effet hypotenseur bloqué par le SR141716 dans ces souris knock
out pour les récepteurs CB1 et CB2.

Systeme visuel

Le récepteur CB1 est exprimé au niveau du systéme visuel ; en revanche, il n'y
a pas d’expression détectable du récepteur CB2. Les récepteurs CB1 sont
exprimés au niveau de la rétine (cellules en batonnet, cellules amacrines,
cellules horizontales) et de I'ceil antérieur (cornée, iris, corps cilié) (Buckley

et coll., 1998 ; Porcella et coll., 1998 ; Yazulla et coll., 1999 ; Straiker et coll.,
1999a et b).

Concernant les endocannabinoides, une synthése massive d’anandamide et de
2-arachidonoylglycérol a été mesurée au niveau de la rétine. Paradoxalement,
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si le récepteur CB2 n’a pas été détecté au niveau de la rétine, un composé
endogene pouvant se lier au récepteur CB2, la palmityléthanolamide, a été
mesuré dans la rétine. La synthése d’anandamide est deux fois plus forte dans
la rétine que dans le reste du cerveau (Matsuda et coll., 1997 ; Straiker et coll.,
1999a ; Bisogno et coll., 1999). Cependant, suivant les préparations et les
especes étudiées, les taux d’anandamide détectés peuvent varier considérable-
ment.

Les effets des cannabinoides au niveau du systéme visuel sont extrémement
variés. Cependant, la grande majorité des travaux de recherche concerne les
effets des cannabinoides dans le cadre du traitement des glaucomes. Les
cannabinoides exogeénes et endogénes entrainent une diminution de la pres-
sion intra-oculaire (PIO) ; or 'augmentation de la PIO constitue un facteur
aggravant dans la survenue des glaucomes. Les effets des cannabinoides sur la
PIO ont été étudiés des le début des années soixante-dix, puis confirmés par la
suite sur différents modeles animaux ou humains (Hepler et Franck, 1971 ;
Flom et coll., 1975 ; Purnell et Gregg, 1975 ; Green, 1984 ; Colasanti, 1986 ;
Hodges et coll., 1997 ; Pate et coll., 1998 ; Porcella et coll., 2001). L'action des
cannabinoides sur la diminution de la PIO est dose-dépendante et spécifique
d’une action sur les récepteurs CB1, puisqu’elle est inhibée par un traitement
avec un antagoniste CB1 (Hodges et coll., 1997 ; Pate et coll., 1998). Cepen-
dant, les effets de 'anandamide sur la PIO ne sont pas altérés par un antago-
niste CB1 ; ce qui suggere la participation d’'un récepteur propre a I'ananda-
mide (CBX), qui n’est toujours pas identifié. Le mécanisme d’action des
cannabinoides sur la PIO reste hypothétique, mais pourrait impliquer une
réduction de la formation d’humeur aqueuse et 'augmentation de la sortie de
I’humeur aqueuse dans la chambre antérieure de I'ceil.

Les cannabinoides exogénes entrainent une augmentation de la photosensibi-
lit¢ (Kiplinger et coll., 1971 ; Consroe et coll., 1997). Les cannabinoides
exogénes et endogénes provoquent une inhibition des courants calciques
sensibles au potentiel de type L au niveau des cellules bipolaires de la rétine
(Straiker et coll., 1999a et b). Le A°~-THC entraine un déficit direct dans le
choix de la réponse lors de stimuli visuels trés courts (< 100 ms). Cependant,
il n’induit aucune distorsion pour la détection de stimuli visuels plus longs
(> 100 ms). Enfin, il n’affecte pas la détection de changement de phase
lumiere-obscurité (Presburger et Robinson, 1999).

En conclusion, on observe que le A°-THC agit sur différentes fonctions
physiologiques chez le rongeur et chez ’homme. La plupart de ces effets, quand
ils sont récepteur dépendants, sont médiés par CB1. CB2, en revanche, ne
semble étre impliqué que dans I'immunomodulation et I'effet proapoptotique
du A°-THC. Lexistence d’un troisiéme récepteur cannabinoide reste a confir-
mer pour expliquer les effets atypiques des cannabinoides endogénes sur le
systéme vasculaire.
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