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RESUME

Les lymphocytes T sont des composantes importantes de la réponse immunitaire adaptative dans
I’élimination des différentes infections. Dans le cas d’infections virales, cette élimination se fait via
la production de cytokines antivirales par les lymphocytes T CD4 (T-CD4s) helper pour activer
les différentes populations immunitaires nécessaires, notamment les lymphocytes T CD8 (T-
CD8s) qui sont aussi connues pour leur action cytolytigue menant directement a la lyse de la

cellule infectée.

Afin d’assurer des réponses antivirales et cytotoxiques optimales, les lymphocytes nécessitent
un apport énergétique important pour proliférer et exprimer plusieurs cytokines simultanément,
d’ou le terme polyfonctionnalité. Cet apport énergétique est assuré par I'oxydation de plusieurs
substrats carbonés menant a la génération de I'énergie sous forme des molécules d’Adénosine
Triphosphate (ATP). une plasticité métabolique permettant aux cellules d’'altérer leurs voies
métaboliques afin de dégrader différents métabolites et les transformer en ATP. Plusieurs études,
dont celles menées dans notre laboratoire montrent que I'une des voies les plus utilisées par les

lymphocytes T activées est la beta oxydation des acides gras (FAO).

Plusieurs substances peuvent inhiber les réponses immunitaires cellulaires, telles que les
cannabinoides, dont la consommation est Iégalisée au Canada. La consommation de cannabis
par la population générale est principalement du cannabis a spectre complet avec soit une teneur
élevée en cannabidiol (CBD), soit une teneur élevée en tétrahydrocannabinol (THC). L’effet du
CBD est plutdt thérapeutique vu qu’il est connu pour son effet anti inflammatoire et anti-douleurs.
Cependant, les consommateurs de Cannabis a titre récréationel recherchent un effet
neurotropique auquel on référe par le terme ‘High’, qui est trouvé typiguement en consommant
du cannabis a teneur élevée en THC. Cette consommation, ayant augmenté depuis la Iégalisation
du cannabis, et d’autant plus depuis le début de la pandémie actuelle afin de réduire le stress

mental d( aux conditions d’'isolement et de distanciation imposées au Québec.

Dans le cadre de la nécessité de la génération d’'une réponse immunitaire suffisante et protectrice
contre le SRAS-CoV-2 suite a la vaccination, on se demande si cette consommation de THC ne
serait pas de nature inhibante quant a la réponse vaccinale des consommateurs récréationels,

qui représentent une population assez importante au Québec et au Canada.

De ce fait, on s’est intéressé a I'étude de l'effet du THC sur les réponses antivirales des

lymphocytes T-CD8s et des T-CD4s mémoires.



Cette étude a été principalement réalisée en utilisant la plateforme de cytométrie en flux nous
permettant de cibler & partir des cellules mononuclées du sang périphérique (CMSPSs), nos
cellules et cytokines d’intérét, étant respectivement les lymphocytes T-CD8s et I'lFNy, la TNFa
ainsi que I'lL-2, via un cocktail multiparamétrique d’anticorps. Nos résultats ont confirmé que les
lymphocytes T-CD8s et T-CD4s mémoires, activées de maniére polyclonale et, traitées ou non,
au THC pendant 24h, présentent une inhibition significative de leur polyfonctionnalité immunitaire.
Ces cellules présentent aussi une inhibition de leur potentiel cytotoxique observée via leur
expression des molécules de la cytotoxicité cellulaire, Granzyme B et Perforine. De facon
importante, on démontre une possible atteinte du métabolisme lipidique, en évaluant I'expression
intra-mitochondriale du transporteur lipidigue CPT1a, qui se trouve significativement diminuée
chez les lymphocytes T-CD8s activés en présence de THC. Ces données métaboliques primaires
sont a confirmer avec des données de respiration cellulaires, mitochondriales, qui peuvent étre

générées grace a l'utilisation d’'une plateforme d’étude métabolique, le Seahorse.

Mots-clés : Cannabis, THC, lymphocytes T-CD8, cytotoxicité, cytokines, polyfonctionnalité,

immunomeétabolisme.



ABSTRACT

T lymphocytes are important components of the adaptive immune response in the elimination of
various infections. In the case of viral infections, this elimination takes place via the production of
antiviral cytokines by the helper T-CD4s to activate the various immune populations necessary,
as well as by the T-CD8s which are also known for their cytolytic action leading directly to lysis of

the infected cell.

In order to ensure optimal antiviral and cytotoxic responses, lymphocytes require a significant
energy supply to proliferate and express several cytokines simultaneously, hence the term
polyfunctionality. This energy supply is ensured by metabolic plasticity allowing cells to alter their
metabolic pathways in order to degrade various metabolites and transform them into ATP. Several
studies, including those conducted in our laboratory, show that one of the pathways most used
by activated T lymphocytes is fatty acid beta oxidation (FAO).

Several substances can inhibit cellular immune responses, such as cannabinoids, the
consumption of which is legal in Canada. Cannabis consumption by the general population is
predominantly full-spectrum cannabis with either high cannabidiol (CBD) content or high
tetrahydrocannabinol (THC) content. The effect of CBD is rather therapeutic since it is known for
its anti-inflammatory and pain-relieving effect. However, recreational Cannabis users seek a
neurotropic effect referred to as 'High', which is typically found when consuming cannabis with a
high THC content. This consumption, having increased since the legalization of cannabis, and all
the more since the beginning of the current pandemic in order to reduce mental stress due to the

conditions of isolation and distancing imposed in Quebec.

In the context of the need to generate a sufficient and protective immune response against SARS-
CoV-2 following vaccination, one wonders if this consumption of THC would not be of an inhibiting
nature with regard to the vaccine response of consumers. recreational workers, who represent a

fairly large population in Quebec and Canada.

As a result, there has been interest in studying the effect of THC on the antiviral responses of
memory T-CD8s and T-CD4s.

This study was mainly carried out using the flow cytometry platform allowing us to target from

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), our cells and cytokines of interest, being



respectively T-CD8s lymphocytes and IFNy, TNFa as well as IL-2, via a multiparametric cocktalil
of antibodies. Our results confirmed that T-CD8s lymphocytes, polyclonally activated and, treated
or not, with THC for 24 hours, show a significant inhibition of their immune polyfunctionality. These
cells also show an inhibition of their cytotoxic potential observed via their expression of the cellular
cytotoxicity molecules, Granzyme B and Perforin. Importantly, using the same experimental
platform, we demonstrate a possible impairment of lipid metabolism, by evaluating the intra-
mitochondrial expression of the lipid transporter CPT1a, which is significantly reduced in T-CD8s
lymphocytes activated in the presence of THC. These primary metabolic data must be confirmed
with cellular and mitochondrial respiration data, which can be generated through the use of a

metabolic study platform, the Seahorse.

Keywords : Cannabis, THC, T Ilymphocytes, cytotoxicity, cytokines, polyfunctionality,
immunometabolism.
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1. INTRODUCTION

Le tetra-delta 9- hydro-cannabinol, ou THC, est 'une des substances actives majoritaires dans la
plante de Cannabis, récemment |égalisée au Canada. Cette plante contient plus que 400
cannabinoides différents, incluant le CBD et le THC auquel notre étude s’intéresse vu que c’est
la substance d’intérét pour les consommateurs récréationels de cannabis. Selon les derniéres
études statistiques effectuées aux Canada, la consommation de cette substance a augmenté de
facon significative chez les jeunes (35%) ainsi que les adultes (10%), et se fait dans un aspect
thérapeutique, dans les cas de prescription médicale pour les troubles d’anxiété et d’anorexie,
ainsi qu’en tant que soin palliatif pour les stades terminaux de maladies chroniques tel que le
cancer ou la sclérose en plaque, et dans un aspect récréationel comme drogue douce pour son

effet neurotropique de relaxation nomm* éhigh’.

Le systeme immunitaire joue un réle crucial dans la survie de 'lhomme grace au r6le qu'’il confére
dans la protection contre les différents pathogénes, notamment les infections virales. L’'une des
composantes les plus importantes du systeme immunitaire adaptatif sont les lymphocytes T qui
jouent un role crucial dans la résolution des infections virales. Ceci se fait de maniére directe
grace a leur potentiel antiviral et cytotoxique assuré par les T-CD8s, ainsi que grace aux T-helper,
qui sont notamment des T-CD4s, secrétant des cytokines afin d’orchestrer la réponse immunitaire
en activant différentes cellules du systéme immunitaire. L’activation des lymphocytes T nécessite
un apport énergétique important, assuré par une plasticité métabolique. Plusieurs études, dont
une effectuée par notre équipe, montrent qu’'une composante importante de cette plasticité est la
dégradation lipidique via la voie de beta oxydation des acides gras. Ceci hous pousse a nous
demander quels sont les effets de cette consommation de substances cannabinoides, notamment
le THC, sur le systéme immunitaire humain, en particulier sur les lymphocytes T en étudiant leur
fonctionnalité a exprimer des cytokines antivirales, molécules de cytotoxicité et un des marqueurs

du métabolisme lipidique.

Pour ce faire, on a principalement eu recours a la plateforme de cytométrie en flux, permettant
d’apprécier la polyfonctionnalité cellulaire & partir d’'un échantillon sanguin, grace a un cocktail
multiparamétrique d’anticorps fluorescents. Notre étude nécessite donc la manipulation de
cellules humaines, ainsi que de substances dont I'achat et 'utilisation dans un but de recherche
sont |égalisées par le gouvernement du Canada, d’ou un dossier de bioéthique concernant les

échantillons humains ainsi qu’une licence d’utilisation de cannabis ont été obtenus.



1.1. Cannabis:

1.1.1. Historique et Iégalisation :

A la suite de la légalisation du cannabis, plante a fleurs originaire de I'Asie de I'Ouest et majoritairement
connu pour son effet psychoactif, sa consommation a vu une augmentation significative. En effet, en 1923,
les cannabinoides, substances actives de cette plante, furent classifiés comme drogues dures et de
stupéfiants dans la méme catégorie que I'opium, I’héroine et la cocaine, menant a I'interdiction de leur
consommation selon la Loi interdisant I'usage inapproprié d’opium et d’autres drogues du premier

ministre William Lyon Mackenzie King.

Malgré la popularité de la consommation de cette plante entre les années 1960, cette interdiction du
cannabis a été maintenue tout autour du Canada, malgré les différents rapports indiquant que cette
derniére n’est pas seulement couteuse pour les canadiens, mais d’autant plus nocive pour ses

consommateurs, vu que ¢a leur crée un casier juridique, affectant donc leur employabilité (1).

Cependant, suite a la multiplication d’études confirmant l'utilité du cannabis ou de substances
cannabinoides dans les traitements de stades finaux de maladies chroniques -tel que le VIH, les différents
cancers et la sclérose en plaque, ainsi que la militance croissante des consommateurs, cultivateurs et des
activistes, I'année 2001 fut celle de la réglementation de I'usage médical du cannabis, suivi par des
discussions concernant la réglementation générale voire |égalisation de cette plante dans les années 2002

et 2003 (2).

Cette approche pro-cannabis n’a pas duré longtemps, vu que l'interdiction de la consommation de cette
plante a été encore une fois renforcée sous la gouvernance du parti conservateur de Stephen Harper, qui
a imposé différentes peines pour la consommation, la cultivation ainsi que la simple possession de

cannabis augmentant encore une fois le nombre d’arrestations.

Le tout change quand en 2013 de nouvelles réglementations fédérales permettent la production et la
distribution de cannabis médicinal et qu’en 2015 la cour supréme du Canada décide qu’il est
inconstitutionnel d’obliger les individus autorisés a consommer du cannabis a le fumer. Une industrie licite
du cannabis et de ses dérivés est donc mise en place. Cette décision est suivie par I'annonce de la
légalisation de l'utilisation récréationnelle du Cannabis par le gouvernement libéral de Trudeau, qui met
en place en 2016 une équipe pour travailler le projet de loi C45. Cette loi recoit la sanction royale le 21
juin 2018 et entre en vigueur le 17 octobre 2018, faisant du Canada le deuxiéme pays, apres I’'Uruguay, a

légaliser le cannabis(1, 3).Cette Iégalisation, saluée par la plupart des consommateurs, reste tout



de méme redoutée par les autorités en raison des risques qu'elle présente, notamment en matiére

d’augmentation de consommation et surtout d'insobriété au volant (4).

La figure 1, issue de I'enquéte nationale sur le cannabis dans les années 2018 et 2019, détaille
la consommation du cannabis au Canada avant et aprés sa légalisation (5).
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Figure 1: le Cannabis : de la criminalisation a la |égalisation : Portrait des changements du caractere Iégal du
cannabis. Source : Enquéte nationale sur le cannabis, 2018 (1°,2¢ et 3% trimestre) et 2019 (1°,2¢, 3° et 4°
trimestre), Statistique Canada (5).

1.1.2. Cannabis : Variétés et origines

Le cannabis appartient au regne des plantes, ordre des rosales, et a la famille des cannabacées.

Comme montré dans la figure 2, il existe 3 espéces de cannabis (6):



Le cannabis sativa, ou chanvre cultivé, provient des régions équatoriales. Cette espece
est caractérisée par sa tige creuse et souple, ainsi que ses feuilles fines et peu ramifiées,
et peut atteindre une hauteur de 6 métres. Elle est aussi connue pour sa teneur élevée en

delta-9-tetrahydrocannabinol, proférant I'effet de « High » (7).

Le cannabis indica, ou chanvre indien, est originaire des régions himalayennes du nord
de I'Inde. Elle est caractérisée par sa tige pleine et souple, ses feuilles larges et sa
ramification importante, ainsi qu'une hauteur maximale de 3 metres. Grace a sa
composition plutdt riche en CBD, son effet psychotrope est plus prononcé que celui du

cannabis sativa, et est plutbt de nature corporelle, appelé « stoned » (8).

Le cannabis ruderalis : aussi appelée sauvage ou spontané, pousse principalement en
Europe centrale et de I'est. Cette variété est caractérisée par sa trés faible ramification,
sa tige unique, et sa taille de dépassant pas 1 métre. Son effet psychotrope est quasi-nul

VU que sa teneur en THC ne dépasse pas les 0.5% (6).

Le cannabis afghanica : connu aussi sous le nom de Kusch, cette sous espéce de
cannabis pousse comme son nom l'indique dans les régions de I’Afghanistan, notamment
les montagnes de I'Hindu Kusch, ainsi qu’en Pakistan. Cette plante est caractérisée par
sa hauteur maximale de 1.5 metre, sa ramification importante, ses feuilles larges, et
surtout par son tronc nervuré et solide. Cette plante est notamment trés riche en THC

qu’elle est exclusivement cultivée ou la production de haschisch (6, 8).
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Figure 2 : Les sous especes principales du cannabis (6)



1.1.3. Cannabinoides :

Plusieurs recherches ont été conduites afin de caractérisées les substances présentes dans les

différentes espéeces de Cannabis. Ces composés sont principalement des cannabinoides, dont la

concentration varie d’'une espece a l'autre, attribuant la raison principale de sa culture (9). On

compte aujourd’hui plus que 100 cannabinoides, dont les principaux sont le THC, le cannabidiol

(CBD), le cannabinol (CBN), ainsi que le cannabigerol (CBG) et le cannabichromene (CBC) (10).

Ces cannabinoides, sont des homologues des endocannabinoides qui existent naturellement

dans les corps humains, et sont donc capables de se fixer sur les récepteurs de ces derniers,

étant le CB1 pour le systéeme nerveux et les cellules épithéliales, et le CB2 principalement pour

le systéme immunitaire (11). La distribution de ces récepteurs se fait comme indiqué dans la

figure 3 :
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modulations engendrées a la suite de leur activation (11).
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Le systeme des endocannabinoides : localisation des récepteurs CB1 et CB2 et les différentes

Ces cannabinoides peuvent étre divisés en 2 catégories principales : les cannabinoides a effets

psychotrope, soit le THC, et ceux sans effets psychotropes, soient le CBG, le CBN, et surtout le

CBD.



e LeTHC

Le tetrahydrocannabinol, ou THC, est 'un des cannabinoides majoritaires des plantes de
cannabis. Cette substance a été identifiee en 1964 par les professeurs Raphael Mechoulam et
Yechiel Gaoni de linstitut Weizmann de Rehovot. Cette molécule est de formule chimique
C21H3002, de masse molaire 314.4617 +0.0195 g/mol, et de solubilité quasi nulle dans I'eau, de
I'ordre de 2.8 mg par litre d’eau a 23°C, mais qui est assez élevée dans les solvants organiques

tel que I'éthanol ou le méthanol, ainsi que dans les matiéres grasses tel que le beurre ou 'huile
(6).

Cette molécule est la plus connue pour son effet psychotrope, qui est induit suite a sa fixation sur
le récepteur neuronal au cannabinoides, le CB1, résultant en un sentiment de relaxation et
d’euphorie. Le CB1 n’existe pas uniquement sur les cellules du systéme nerveux, mais aussi sur

celles du cceur, des poumons, ainsi que de la moelle épiniére et de la rétine.

Des effets palliatifs d’ordre analgésique et stimulant d’appétit sont ce qui a fait de ce
cannabinoide, dans sa forme naturelle de THC, ou synthétique de THC-V- une substance de 100
a 1000 fois plus active, un médicament prescrit pour plusieurs maladies, tel que les stades
terminaux de cancer ou de syndromes d’auto-immunité pour atténuer les douleurs causées par
la chimiothérapie, ainsi que pour la stimulation d’appétit chez ces mémes individus ainsi que ceux

atteints de troubles métaboliques comme I'anorexie (6, 12).

Cependant, des effets nocifs liés a la consommation du THC ont aussi été découverts. En effet,
une revue récente de Gorey et al. a résumé l'impact de I'dge sur la consommation et la
métabolisation du cannabis en se concentrant sur son effet sur l'attention, I'apprentissage et la
mémoire chez les jeunes (moins de 18 ans) et les adultes (plus de 18 ans), qui fument
guotidiennement ou presque ainsi gue chez les rats jeunes et adultes. L'article a montré que de
multiples lacunes et contradictions existent dans les études réalisées sur des humains et des rats
en ce qui concerne l'effet du THC sur les domaines neuropsychologiques, mais que les jeunes
fumeurs ont montré plus de déficit d'attention ainsi qu'un trouble de mémoire inférieur par rapport
aux adultes, qui eux ont montré des troubles de la mémoire plus élevés (13). D’autant plus, il a
été démontré qu’en se reliant a son récepteur CB2, le THC module & la baisse I'expression du
TcR (14), ce qui confirme notre intérét a étudier ce cannabinoide lors d’'une activation cellulaire

immunitaire.



e LeCBD:

Le cannabidiol, 2™ cannabinoide majoritaire des plantes de chanvre aprés le THC, est un
isomere de ce dernier. Il a donc la méme composition et masse moléculaire et il est trés
liposoluble. Cependant, a la différence du THC, ce cannabinoide n'a pas d’effets psychotropes,
ce qui le rend trés apprécié dans le domaine médical, ou il est principalement utilisé pour le
traitement d’inflammation, de convulsions, d’épilepsie et de nausées. Des études ont aussi

montré que le CBD est capable d’inhiber la croissance des cellules cancéreuses (15).

1.2. Le systéme immunitaire

1.2.1. L’importance des lymphocytes T :

La réponse immunitaire est la réaction de I'organisme a la pénétration d’'un corps étranger, qui
résulte en la production de cellules sensibilisées spécifiques destinées a neutraliser ou a éliminer

le non soi.

Les lymphocytes T proviennent de la moelle osseuse et migrent par la suite vers le thymus pour
leur maturation, sélection et exportation ultérieure vers la périphérie. En périphérie, on retrouve
différents sous-ensembles des lymphocytes T, y compris les lymphocytes T naives, qui ont la
capacité de répondre a de nouveaux antigenes, les cellules T mémoires qui dérivent d'une
activation antigénique précédente et qui maintiennent une immunité a long-terme, et les cellules

effectrices qui contrdlent les réponses immunitaires (16).

Comme le résume la figure 4, I'activation des cellules T naives se fait suite a la rencontre des
antigenes et des ligands de costimulation présentés par les cellules dendritiques (DC). Cette
rencontre entraine la production d'interleukine 2 (IL-2) qui a son tour induit la prolifération et la
différenciation des cellules T naives en cellules effectrices qui migrent vers divers sites pour
favoriser I'élimination des agents pathogenes. Les cellules effectrices activées ont pour la plupart
une durée de vie courte. Cependant, une proportion survit sous forme de cellules T mémoires,
qui persistent sous forme de sous-ensembles hétérogénes basés sur la migration, la localisation
tissulaire et les capacités d'auto-renouvellement. Chaque sous-ensemble de mémoire peut

participer au maintien de lI'immunité & long terme et rappeler les réponses protectrices (17, 18).



naive T cells antigen encounter clonal expansion memory T cells Secondary Secondary
and effector function antigen encounter  Immune response M Tecellreceptor (TCR)

® cytokines

J antigen
presented by antigen
-presenting cell (APC)

Figure 4: Reconnaissance antigénique et expansion clonale des cellules T : Les cellules T naives sont
activées par les cellules présentatrice d’antigéne, ce qui méne a leur expansion clonale et différenciation en
effectrices et mémoires pour éliminer le pathogéne en question via la sécrétion de cytokines. La constitution
de mémoire est importante vu son rdle de reconnaissance et d’activation d’une réponse encore plus
importante et rapide lors d’un 2éme contact avec I'antigéne du méme pathogene (16).

Cette réaction immunitaire est dirigée par les T-CD4s, qui sont majoritairement des helpers de
différentes sous populations, secrétant des cytokines visant a recruter différentes cellules du
systeme immunitaire, dépendamment du non soi en question (19). Suite a leur activation, les T-
CD4s activées secretent des cytokines permettant leur différenciation en différents sous types
selon la nature de l'antigéne activant (figure 5) (20, 21). Elles sont donc essentielles dans
I'élimination de toute sorte de pathogene, qu’il soit intracellulaire ou extracellulaire. Par la suite,
la sous population différenciée recrute, selon le pathogene, les lymphocytes T-CD8s, les
lymphocytes B, ou les macrophages, neutrophiles, éosinophiles et basophiles, en secrétant une
multitude de cytokines spécifiques a la population a activer. Ces cellules jouent aussi un role
important dans l'induction et le contréle des réactions allergiques (21, 22). La figure 5 illustre les

différentes sous population des T-CD4s et le domaine d’interférence de chacune.
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Figure 5 : Présentation des différentes sous populations des T-CD4s, les cytokines produites par chacune et
leur réle dans I’élimination des pathogéne et la maintenance de ’lhoméostasie. La cellule T-CD4 naive est
activée par la présence d’antigéne, et se différencie en 'une des sous populations en secrétant un ensemble
de cytokines bien défini. Une fois différenciée, cette sous population va secréter un autre mix de cytokine
spécifique ala population qu’elle veut recruter ou au réle qu’elle doit jouer (23).

Comme illustré par la figure 6, dans le cas d’une infection virale, la sous population des T-CD4s
concernée est la Thl. Afin d’assurer une clairance virale, ces cellules s’activent et produisent des
cytokines antivirales induisant entre autres des réactions d’'inflammation, la production d’anticorps
par les lymphocytes B, et des réactions de cytotoxicité médiées par les T-CD8s cytotoxiques. Les
T-CD8s produisent elles aussi des cytokines antivirales afin de combattre le pathogéne en
guestion (20, 24).

En fin de réaction immunitaire, des cytokines anti inflammatoires sont produites, et on retrouve
des cellules mémoires circulantes dans le sang, dotées d’une capacité de reconnaissance plus

raffinée pour le méme pathogéne en cas de second contact (18).
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Figure 6 : Role des T-CD4s dans l'activation des cellules B et T : suite a leur activation par une cellule
présentatrice d'antigéne, les T-CD4s secrétent des cytokines pour activer les lymphocytes T et B, et les
activent directement suite a des interactions ligand-récepteurs dépendantes (25).

1.2.2. Laproduction de cytokines par les T-CD8s et les T-CD4s :

La polyfonctionnalité cytokinique est définie par la capacité de la cellule & produire plusieurs (3
ou plus) cytokines de maniere simultanée. Cette polyfonctionnalité est normalement retrouvée
chez les lymphocytes T cytotoxiques ainsi que mémoires. Elle reléve d’une plasticité métabolique,
et confére aux cellules immunitaires un avantage protecteur contre les différentes infections

virales et bactériennes, ainsi que contre les cancers et certaines maladies chroniques (26-29).

Plusieurs études concernant le réle des lymphocytes T lors d’'une infection virale montrent que
I'expansion clonale et la différenciation des lymphocytes T joue un rdle crucial dans la réponse
pro-inflammatoire, le contréle de l'infection, ainsi que I'établissement de mémoire (30). Certaines
études montrent d’autant plus qu’un déséquilibre dans la polyfonctionnalité des différentes sous
populations de lymphocytes T, T-CD8s ou T-CD4s, peut étre a la base du passage de l'infection

d’un état symptomatique léger/bénin & sévere (31).

Pour notre étude, les cytokines pro-inflammatoires auxquelles on s’intéresse sont I'Interféron
gamma (IFNy), I'Interleukine-2 (IL-2), et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa), qui sont

secrétées par les T-CD8s et les T-CD4s mémoires (18).
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Ces cytokines sont connues pour leur réle crucial dans la réponse cellulaire antivirale comme

suit :

- L’IFNy est crucial dans les fonctions protectrices contre les infections aigues et/ou
chroniques et les cancers. Pour la réponse antivirale, cette cytokine a des effets
immunomodulateurs tel que le traitement et la présentation des antigénes, 'augmentation
du flux de leucocytes, et I'induction d’un état antiviral. 1l contribue aussi a renforcer les
fonctions antimicrobiennes en affectant la prolifération cellulaire et I'apoptose (32-34).
Quant a la réponse antitumorale, les fonctions cytostatiques, pro-apoptotiques et
antiprolifératives de I'lFNy lui permettent d’inhiber I'angiogenése dans le tissu tumoral,
d’'induire l'apoptose régulatrice des lymphocytes T et de stimuler l'activité des
macrophages pro-inflammatoires pour surmonter la progression tumorale (35, 36). Ces
fonctionnalités sont considérées potentiellement utiles pour l'immunothérapie adjuvante

pour différents types de cancer (37, 38).

- Le TNFa est un régulateur clé des réponses immunitaires des mammiféres chez les
organismes sains et dans des conditions pathologiques (39). Il module le développement
du systeme immunitaire, les voies de signalisation de la survie cellulaire, la prolifération
cellulaire et la régulation des processus métaboliques. Cette cytokine aux effets pro-
inflammatoires posséde aussi une facette immunosuppressive, ou elle régule le ratio des
cellules T naives, effectrices, et régulatrice et peut induire I'apoptose des cellules T
effectrices hautement activées (40). TNFa est étudié principalement dans le contexte de
cancers, ainsi que de maladies auto-immunes et d’infections chroniques, ou cette cytokine
est considéré comme point de contréle immunitaire dans les thérapies dirigées contre
I'héte (41-43). Plusieurs études ont montré que le déséquilibre de la production de cette
cytokine est délétére dans plusieurs maladies auto-immunes, ainsi que dans les réponses

aux infections virales (44).

- L’IL-2 est une cytokine cruciale pour 'homéostasie du systéme immunitaire, plus
particulierement des lymphocytes T (45). Cette cytokine est un facteur de croissance des
cellules T, essentielle & leur prolifération et a la génération de cellules effectrices et
mémoires. Elle favorise la génération, la survie et l'activité fonctionnelle des cellules T
régulatrices (Treg) et a donc des fonctions doubles : maintenir les cellules Treg pour
contrbler les réponses immunitaires et stimuler les cellules T conventionnelles pour
favoriser les réponses immunitaires (46). Autre le contréle de transcription génomique, IL-

2 assure ses différents réles en régulant les programmes métaboliques des différentes
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cellules cibles (47). Vu sa pléiotropie, plusieurs stratégies thérapeutiques innovantes
basées sur des dérivés d'IL-2 sont a I'‘étude pour améliorer ou inhiber la réponse

immunitaire (48).

La cytotoxicité cellulaire est définie par la capacité d’'une cellule de tuer d'autres cellules. Ce
mécanisme effecteur important du systéme immunitaire pour lutter contre les infections virales et
le cancer est médié principalement par les cellules T cytotoxiques et les cellules tueuses
naturelles (NK), secrétant des granules lytiques dont la biogenese est un processus hautement

régulé pour prévenir les dommages lors de la synthese de ces molécules cytotoxiques (49, 50).

En plus, des études ont montré que les T-CD4s sont aussi dotés d’'un potentiel cytolytique, leur
permettant en plus de leur action antivirale cytokinique, d’engendrer la lyse directe de la cellule
infectée (51).

Dans notre étude de la réponse cytotoxique, on s’intéresse a la Perforine et a la Granzyme B,
principales composantes des granules lytiques, pour leur role crucial dans la réponse cytolytique,
reflétant le potentiel cytotoxique des cellules T effectrices.

- La Perforine (Prf) est une glycoprotéine responsable de la formation de pores dans les
membranes cellulaires des cellules cibles en se polymérisant pour former un canal dans
la membrane cellulaire cible permettant le transport libre, non sélectif, et passif d'ions,
d'eau, de substances a petites molécules et d'enzymes. La formation de ces canaux
perturbe la barriére protectrice de la membrane cellulaire et détruit I'intégrité de la cellule
cible (52, 53). Les dérégulations touchant a la Perforine résultent principalement en des

maladies auto-immunes séveéres (54, 55).

- La Granzyme B (GrzB) est molécule pro-inflammatoire multifonctionnelle qui contribue a
la pathogeneése de différentes affections inflammatoires, y compris les maladies
inflammatoires, aigués et chroniques et le cancer (56, 57). Cette sérine protéase produite
par une variété de cellules immunitaires, non immunitaires et tumorales a des fonctions
intracellulaires apoptotiques et extracellulaires multiples tel que sa capacité a cliver les
composants de la matrice extracellulaire (ECM), les cytokines, les récepteurs cellulaires
et les protéines de coagulation, d’'ou son caractere pro-apoptotique (58, 59). Cette
cytokine joue un role essentiel dans le maintien de 'homéostasie immunitaire, et son
déséquilibre, majoritairement dans le sens daugmentation, peut induire plusieurs
maladies auto-immunes séveres tel que les maladies Pemphigoides (60) ainsi qu’'une

réponse altérée aux inflammations chroniques et aux Iésions tissulaires due entre autres
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au clivage des protéines de la matrice extracellulaire (61, 62). Dans un contexte
d’infection, la production de Granzyme B est cruciale, et indicative du bon fonctionnement
de la réponse immunitaire (63) vu que les cellules T-CD8s spécifiques de I'antigéne jouent
un réle majeur dans le contréle de la plupart des infections virales bactériennes ou
parasitaires, principalement par I'apoptose médiée par Granzyme B, tout comme pour les

réponses antitumorales (64-66).

1.2.3. Laplasticité métabolique des cellules T :

De plus en plus d’études s’intéressent a la reprogrammation métabolique médiant le changement

fonctionnel des cellules immunitaires suite a leur activation polyclonale ou antigene-spécifique.

La reprogrammation métabolique aux stades d’activation des cellules immunitaires innées et

adaptatives se fait principalement de deux maniéres :

1) la production d'énergie et la reprogrammation de la biosynthese, y compris une glycolyse
accrue et une phosphorylation oxydative réduite, afin d'accélérer la production et la biosynthése

d'ATP pour la défense et la réparation des dommages

2) la reprogrammation épigénétique, y compris lI'amélioration de l'acétylation des histones et la
suppression de la méthylation de I'ADN, en raison de I'accessibilité altérée du donneur de groupe

acétyle/méthyle et de I'activité enzymatique modulée par les métabolites (67).

Dans une revue récente, notre équipe a détaillé I'impact profond de la plasticité du métabolisme
mitochondrial sur I'activation, la différenciation, la quiescence et la fonction des lymphocytes T
(52).

La respiration cellulaire, aussi appelée phosphorylation oxydative mitochondriale (OxPhoS),
permet la production et la libération contrdlée d'énergie sous forme d’ATP a partir de diverses
sources de molécules a base de carbone telles que les glucides, les lipides et les substrats

énergétiques protéiques.

Dans leur état de repos, les cellules T naives utilisent préférentiellement 'OxPhoS mitochondrial
pour la production d'énergie. La sortie de I'état de quiescence et l'activation des lymphocytes T
est métaboliguement exigeante: les cellules passent leur programmation métabolique de
'OxPhoS a la glycolyse caractérisée par son taux de génération d'ATP plus élevé et par sa
fonctionnalité dans des conditions cellulaires hostiles tel que I'hypoxie (68, 69). Malgré que la
glycolyse est la source principale d’énergie pour les cellules T activées, des études

supplémentaires montrent qu'ils sont capables d'utiliser d'autres nutriments environnementaux
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tels que la glutamine, la leucine, la sérine, I'alanine et l'arginine, ainsi que I'oxydation des acides

gras (70, 71).

Tableau 1 : Les voies métaboliques des différents phénotypes des lymphocytes T a travers la littérature

Metabolic/
Catabolic player

T-cell phenotype

Experimental Model

Glycolysis

Lck-dependent T-cell activation

Polyfunctionality (IFN-y TNF-a.')

Effector memory CD8 T-cells
functionality, Cytolytic activity
& proliferation
Up-regulation of IFN-y, GM-CSF,
Granzyme B, Cyclin D2

b h

Increased Naive CDE T-cells
CDEY frequency

Increased Effector memory CD8 T

-cells CD45RA CDB2L
IFM-y production

MNaive CD4 T-cell; IL-2 Production
Akt Lck-dependent

OxPhos/FAD

CD8 T-cell long-term
memaory survival

Memory T-cell IL-15
inducead generation

Frevent proinflammatory
CD4 differentiation

Naive CO4 T cell IL-2 Production
STATS Lek-dependent

effector CO4 T call IFN-v+ & Treg
differentiation
High Foxpl expression & AMPK
phosphorylation, low Glut1
ENpression

enhanced memeory CO8 T cell
TRAF+ Bcl-2™ 1™

Down-regualtion of effector CO8 T
-cells
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Memory CD8+ T-cell development
| Al high
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1.3. Effet des cannabinoides sur les lymphocytes T :

La consommation de drogues en général, et de cannabinoides en particulier, a plusieurs effets
sur le systéme neuronal ainsi quimmunitaire. Dans une revue récente, notre équipe a fait la
synthése des effets des cannabinoides sur les différentes cellules dans un contexte d’infection

virale, en portant le focus sur la mitochondrie.

Une étude menée par Muthumalage et al. a montré que le CBD engendre une suppression de la
production individuelle d'IL-2, d'IFNy et de TNFa (72).

Les mitochondries jouent un réle crucial dans I'apoptose de diverses maniéres intrinseques et
extrinséques (73, 74). Les études concernant donc I'effet du cannabinoides sur les mitochondries
tournent donc pour la plupart autour de l'apoptose. L’'une de ces études a été menée par Wu et
al. a montré que le CBD engendre I'apoptose chez les monocytes en modifiant le potentiel
mitochondrial ainsi qu’en augmentant la libération du cytochrome c (75).

Concernant les effets non apoptotiques de la mitochondrie suite au traitement au cannabinoides,
des études concernent principalement la production des espéces réactives d’oxygéene et la
modulation de la respiration mitochondriale (72). Dans leur article, Schultze et al. démontrent que
le CBD réduit a la fois la respiration maximale et la capacité respiratoire de réserve des
monocytes THP-1 (76). Une autre voie non apoptotigue potentielle que modulent les
cannabinoides chez les mitochondries est la signalisation calcique qui est connu pour étre
cruciale pour des réponses immunitaires appropriées (77). Ceci est particuliéerement intéressant
étant donné que l'apport de Ca?' est nécessaire pour la stimulation des récepteurs des
lymphocytes T (78). Dans ce contexte, Olivas-Aguirre et al. ont démontré que le CBD favorise
I'absorption mitochondriale du Ca?* dans la leucémie lymphoblastique aigué des cellules de la
lignée T, ce qui conduit a une perte de potentiel membranaire mitochondrial et a une perturbation
des crétes et a la production d'ATP, entrainant par conséquence une mitophagie. A une
concentration sub-létale, ils démontrent que le CBD induit une conversion de LC3-1 en LC3-lI,

montrant une activation de l'autophagie (79).

La disponibilité d’études concernant I'effet du CBD sur le systéme immunitaire, et non pas
celles du THC, nous pousse a nous intéresser d’avantage aux effets potentiels du THC, autre
cannabinoide majeur consommé pour son effet psychotrope, sur le systeme immunitaire, et en
particulier les cellules T-CD8s et T-CD4s (Th1).
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2. Méthodologie :

2.1. Matériel chimique :

2.1.1. Licence d’utilisation de cannabis :

La plante de cannabis, ainsi que les substances cannabinoides qui en sont extraites sont

réglementée par le gouvernement du Canada.

Afin de conduire une étude ou ces substances sont utilisées, une licence d’utilisation doit étre
obtenue. Pour ce faire, un dossier doit étre soumis a « Santé Canada » et approuvé par un
représentant légal du gouvernement. Ce dossier contient des informations sur le détenteur de la
licence demandée, les membres du laboratoire et toute personne susceptible a rentrer en contact
avec la substance en question, ainsi que sur le sujet de recherche, les protocoles utilisés, Il prend

aussi en considération le fournisseur et les mesures de sécurité quant au lieu de stockage.

D’autant plus, pour s’assurer que le détendeur de licence ne dépasse pas ses limites de
détention, de stockage, et d’utilisation de cannabis qu’il a présentées lors de la soumission de sa
demande, fiche de suivi d’utilisation du cannabis et des substances cannabinoides.

Notre licence de détention de cannabis, ainsi que la fiche de suivi d’utilisation sont respectivement

présentées en annexe 1 et 2.

2.1.2. Dose utilisée:

Tout au long de notre étude, une dose de 10uM de THC a été utilisée pour le traitement de nos
cellules. Cette dose est la méme utilisée dans d’autres études en immuno- et neuro- toxicologie

s’intéressant aux effets du THC.

2.2. Matériel biologique :

2.2.1. Certificat d’éthique:

Afin de collecter, de stocker, et de manipuler du matériel humain, une certification de conformité
aux normes d’éthiques du centre de recherche doit étre allouée au projet. Pour I'obtention de ce
certificat, une demande couvrant les différents aspects de la recherche en question, le matériel
biologique & manipuler, ainsi que les personnes menant la recherche et ceux participants, doit

étre déposée et approuvée par le comité d’éthique en recherche. D’autant plus, ce certificat



assurance la confidentialité des données collectées, ainsi que leur destruction une fois le projet

terminé.

Le certificat nous permettant de travailler avec du matériel biologique provenant des participants
de notre centre INRS-AFSB nous a été accordée le 20 novembre 2020 (Annexe 3).

2.2.2. Manipulation du matériel biologique :
a. Préparation et stockage des CMSPs

Les cellules mononuclées du sang périphérique (CMSPs), sont principalement des lymphocytes
(Lymphocytes T, B et NK), des monocytes en moyenne quantité, et en un plus faible pourcentage
des cellules dendritiques.

Nos CMSPs proviennent principalement de donneurs appartenant au réseau SIDA et maladies
infectieuses, ainsi que de chez nos collaborateurs, et de nos donneurs locaux de 'INRS-AFSB.

Une fois la récolte du sang des donneurs est faite, les CMSPs sont isolées du reste des

constituants du sang selon un protocole d’isolement par un gradient de Ficoll.

Les CMSPs sont ensuite transférés dans des cryovials, et sont stockés dans un tank a azote
liquide, en utilisant un milieu de congélation composé a 80% de RPMI, a 10% de Sérum Feetal
Bovin (FBS), et a 10% de Diméthylsulfoxyde (DMSOQ), suivant ce protocole désigné pour une

concentration cellulaire de 100 millions de cellules par ml.

Pour notre projet, nos cellules sont stockées dans des vials codifiées, organisés en différentes
boites dans plusieurs racks d’un tank a Azote liquide. Leur température est donc maintenue a -
80°C. Les concentrations en CMSPs de nos vials peuvent varier, et sont d’habitude de l'ordre de

50, 100, ou 200 millions de CSMPs par millilitre. En moyenne, Une vial contient entre 1 et 1.5 ml.

Afin de conduire une expérience, les CMSPs de 6 individus différents, sont récoltés des boites

du tank d’Azote et décongelés selon le protocole suivant :
b. Purification des T-CD8s :

Les T-CD8s étant nos cellules d’intérét, on procede pour certaines expériences, principalement
celles d’'immunometabolisme, a leur purification. Ceci se fait grace au kit de purification a
sélection négative EasyStep des T-CD8s, vendu par la compagnie StemCell, utilisant 2 solutions
A et B, et un aimant selon le principe suivant: La solution A est une solution d’anticorps
reconnaissant toutes les populations cellulaires a I'exception de notre population d’intérét, étant

les lymphocytes T. La solution B est une solution de billes magnétiques qui se fixent sur les
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anticorps de la solution A ayant reconnu des cellules. Sous l'effet du champ magnétique crée par
'aimant, les billes magnétiques fixées aux anticorps couplés aux cellules seront fixées sur la paroi

du tube, et nos cellules d’intérét seront les seules restantes dans la solution élue.

2.3. Marquage cytometrique :
Marquage cellulaire

La principale voie de marquage utilisée lors de nos expériences est la coloration par
immunofluorescence. Cette technique d'immunomarquage est basée sur l'utilisation d’anticorps
couplés a des fluorochromes qui sont des substances chimiques émettant de la lumiére si
excitées a une certaine longueur d’onde, permettant ainsi de révéler la présence d’'une protéine

spécifique directement dans la cellule, par émission de fluorescence (80).
Polyfonctionalité et activité cytotoxique

Pour cibler simultanément nos cellules ainsi-gue-nos-ecytekines dont des fonctionnalités d’intérét,
on a procédé a un marquage de ces derniéres en utilisant un cocktail d’anticorps couplés a des

fluorochromes a différents spectres d’émissions.

Pour les cellules, on procéde a un marquage de surface, vu que les cellules expriment leurs
marqueurs cellulaires a leurs surfaces. Cependant, pour discerner nos cytokines d'intérét, on
procéde en premier a une étape de fixation cellulaire en utilisant du 4% Paraformaldéhyde (PFA),
un agent chimique qui préserve les tissus en formant des liaisons croisées covalentes entre les
molécules, suivie d’'une étape perméabilisation membranaire a la saponine avant de passer a un
marquage intracellulaire vu que les cytokines sont exprimées dans les cellules avant d’étre
expulsées dans I'environnement cellulaire. Cette secretion des cytokines de I'environnement
intracellulaire a I'extracellulaire est bloque grace aI'jout de GolgiPlug/GolgiStop, qui est constitue

de Brefaldin A et Monensin, capable de bloquer le flux vésiculaire de I~appareil de Golgi.

Pour notre projet, nos cellules d'intéréts étant les T-CD8s et mémoires T-CD4s, on a utilisé les
marqueurs de surface suivants : CD3-AF700, CD4-BV650, CD8-PE, et le CD45RA-APC-H7 pour
étudier les cellules mémoires. Pour quantifier la viabilité de nos cellules, on a utilisé le 7AAD.
Pour I'étude du pouvoir cytolytique ainsi que la polyfonctionnnalité des cellules, on s’est focalisé
sur les cytokines marquees suivantes : IFNy-AF647, IL-2-FITC, TNFa-V450, Granzyme B-PE
CF594, et Perforine-PerCP Cy5.5.
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Expression d’un marquer du métabolisme lipidique

Pour la verification de I'effet du THC sur le métabolisme lipidique, on a utilise la plateforme de
cytometrie en flux pour évaluer I'expression du CPT1a, qui est un récepteur mitochondrial des

acides gras. L anticorps utilise pour ce récepteur est couple au fluorochrome AF488.

2.4. Plateformes d’analyse des données :

2.4.1. Lacytométrie en flux :
a. Définition :
La cytométrie en flux est un systéme de détection de cellules contenues dans une solution saline
physiologique grace a leur marquage avec des anticorps couplés a des fluorochromes, qui excités

par un laser, émettent une fluorescence qui est mesurée et convertie en données numérisées
(81).

b. Principe:

Parallélement au passage de la suspension cellulaire a travers le canal central du cytometre,
un fluide de gaine a écoulement plus rapide est utilisé pour focaliser hydro-dynamiquement
la suspension cellulaire a travers une petite buse. Ce minuscule flux de fluide fait passer les
cellules a travers une lumiére laser, une cellule a la fois. Ceci se fait dans des conditions
optimales d’écoulement laminaire, ou le fluide dans la chambre centrale ne se mélangera pas

avec le fluide gaine (82).

Par la suite, la lumiére diffusée par les fluorochromes couplés aux anticorps fixés aux cellules
est détectée lorsqu'elles traversent le faisceau de laser. Pour avoir différentes informations
concernant nos cellules, plusieurs détecteurs de photons sont mis en place : Un détecteur
devant le faisceau lumineux mesurant la diffusion vers l'avant (FS) ainsi que des détecteurs

sur le c6té mesurant la diffusion latérale (SS).

Lorsque la lumiere frappe un photodétecteur, un trés faible courant de quelques
microamperes, dont la tension a une amplitude proportionnelle au nombre total de photons
lumineux recus par le détecteur est généré. Cette tension est ensuite amplifiée par une série
d'amplificateurs, linéaires ou logarithmique, et des convertisseurs analogiques-numeériques,

en signaux électriques suffisamment pour étre tracés graphiquement.
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c. Utilité :
La plateforme de cytométrie est d’'une utilité majeure dans notre projet. Grace a la disponibilité
des différents anticorps couplés a des fluorochromes a spectre d’émission distincts, cette
technique nous permet d’évaluer plusieurs cytokines intracellulaires simultanément. D’autant
plus, cette technique nous permet de regarder différentes populations cellulaires a partir du sang
périphérique sans avoir a effectuer des étapes préalables de purification. Ce marquage a base
d’anticorps permet aussi didentifier des populations minoritaires, quantitativement moins

représentées dans le sang.

Pour notre étude, cette plateforme a été utilisé pour cibler différentes sous populations des
lymphocytes T, étant les T-CD8s et T-CD4s et la production cytokiniqgue associée a chacune,

gu’elle soit individuelle ou simultanée.
d. Approche d’analyse des données :

Les mesures obtenues grace aux détecteurs, par exemple la diffusion vers l'avant, diffusion
latérale ou fluorescence sont appelées des « paramétres ». Les données acquises dans chaque
parameétre sont appelées « événements » et se référent au nombre de cellules affichant la

caractéristique physique ou le marqueur d'intérét.
L’analyse des données se fait comme suit :

e La sélection de la population des lymphocytes T : Cette sélection se fait en premier en se
basant sur la taille et la granulosité des cellules. Pour ce faire, on utilise les données des
détecteurs FSC = f (SSC). Par la suite, on procéde a I'annulation des doublets, étant 2

lectures de la méme cellule.

e La sélection des cellules vivantes : Pour ce faire, on utilise les données relatives au
marquage au 7AAD. Le 7AAD est un agent chimique capable de s’intercaler entre les
bases d’ADN de la double hélice des cellules mortes. Pour sélectionner nos cellules
vivantes, on crée une fenétre de tri (gating) sur les cellules non marquées au 7AAD, qu’on
appellera 7AAD"™9.

e La sélection de la population d’'intérét : Pour notre étude, notre population d’intérét est les
lymphocytes T-CD8s. La sélection de cette population lymphocytaire se fait en se basant
sur leurs clusters de différenciations exprimés a leurs surfaces et donc marqués par nos

différents marqueurs de surface. La sélection des lymphocytes T se fait en sélectionnant
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les CD3+, et celle des lymphocytes T-CD8s se fait sur la population CD3+ en ajoutant le

marqueur CD8.

e L’étude de I'expression des molécules d’intéréts : Pour la partie cytokinique du projet, le
focus a été porté principalement sur I'lnterféron gamma (IFNy), I'Interleukine 2 (IL2) et la
Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) comme cytokines antivirales, ainsi que sur la
Granzyme B (GrzB) et la Perforine (Prf) comme cytokines cytolytiques. Ceci se fait en se
basant sur I'’émission de fluorescence par les fluorochromes couplés aux marqueurs
intracellulaire, et en comparant cette fluorescence a la fluorescence de base du
fluorochrome en procédant par un marquage isotopique d’un tube marquant chaque

condition étudiée.

Les figures 9 et 10 du chapitre Résultats illustrent la stratégie de gating utilisée lors de

nos expériences.

2.4.2. Le seahorse
a. Principe:

Le test de stress Agilent Seahorse XF Cell Mito mesure les paramétres clés de la fonction
mitochondriale en mesurant directement le taux de consommation d'oxygéne (OCR) des cellules
sur les analyseurs de flux extracellulaires Seahorse XFe et XF. Il s'agit d'un test de cellules

vivantes sur plaque qui permet de surveiller 'OCR en temps réel.

La capacité d'évaluer la fonction mitochondriale a permis aux chercheurs de faire progresser leur
compréhension du réle clé du métabolisme dans la physiologie cellulaire, la pathologie de la
maladie et I'étiologie. Le Seahorse XF Cell Mito Stress Test est le test de référence et est

largement utilisé pour mesurer la fonction mitochondriale dans les cellules.

Ce test donne un apercu de la cause du dysfonctionnement mitochondrial et une compréhension

approfondie des voies métaboliques, des signaux et des phénotypes.

Le test utilise les ports d'injection intégrés sur les cartouches de capteur XF pour ajouter des
modulateurs de respiration dans le puits cellulaire pendant le test afin de révéler les paramétres

clés de la fonction mitochondriale. Les modulateurs inclus dans ce kit de dosage sont :

e L'oligomycine inhibe I'ATP synthase (complexe V) et est injectée en premier dans le

dosage apreés les mesures basales. Il affecte ou diminue le flux d'électrons a travers 'ETC,
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entrainant une réduction de la respiration mitochondriale ou OCR. Cette diminution de

I'OCR est liée a la production d'ATP cellulaire.

e Le cyanure de carbonyle-4 (trifluorométhoxy) phénylhydrazone (FCCP) est un agent de
découplage qui effondre le gradient de protons et perturbe le potentiel membranaire
mitochondrial. C'est la 2éme injection aprés I'Oligomycine. En conséquence, le flux
d'électrons a travers I'ETC n'est pas inhibé et la consommation d'oxygéene par le complexe
IV atteint le maximum. L'OCR stimulée par FCCP peut ensuite étre utilisée pour calculer
la capacité respiratoire disponible, définie comme la différence entre la respiration
maximale et la respiration basale. La capacité respiratoire de réserve est une mesure de

la capacité de la cellule a répondre a une demande énergétique accrue ou a un stress.

e La troisieme injection est un mélange de roténone, un inhibiteur du complexe I, et
d'antimycine A, un inhibiteur du complexe lll. Cette combinaison arréte la respiration
mitochondriale et permet le calcul de la respiration non mitochondriale entrainée par des

processus extérieurs aux mitochondries.

b. Expériences réalisées :

Pour le profil/cété d’immunométabolisme de notre étude, on a utilisé cette plateforme pour tester
I'effet d’'une dose de 10uM de THC sur la voie de la beta oxydation des lipides assurant la

plasticité métabolique des cellules T.

Ceci a été fait en incorporant les différentes drogues agissant sur les différentes voies
métaboliques investiguées comme montré dans la figure 5. L'évaluation des différents profils

métaboliques se fait en mesurant les composantes suivantes de la respiration mitochondriale :

* Respiration mitochondriale : Consommation d'oxygéne utilisée pour répondre a la demande
cellulaire en ATP résultant de la fuite de protons mitochondriaux. Affiche la demande énergétique

de la cellule dans des conditions de base.

* Production d’ATP : la diminution du taux de consommation d'oxygene lors de l'injection de
I'oligomycine, inhibiteur de I'ATP synthase, représente la partie de la respiration basale qui était
utilisée pour stimuler la production d'ATP. Montre I'ATP produit par les mitochondries qui

contribue a répondre aux besoins énergétiques de la cellule.
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* Fuite H+ (Proton) : Respiration basale restante non couplée a la production d'ATP. Une fuite de
protons peut étre le signe d'une lésion mitochondriale ou peut étre utilisée comme mécanisme

pour réguler la production d’ATP mitochondrial.

» Respiration maximale : Le taux de consommation maximale d'oxygéne atteint en ajoutant le
découpleur FCCP. Le FCCP imite une « demande énergétique » physiologique en stimulant la
chaine respiratoire a fonctionner a sa capacité maximale, ce qui provoque une oxydation rapide
des substrats (sucres, graisses et acides aminés) pour relever ce défi métabolique. Affiche le taux

de respiration maximal que la cellule peut atteindre.

 Capacité respiratoire de réserve : Cette mesure indique la capacité de la cellule a répondre a
une demande énergétique ainsi que la proximité de la cellule a respirer a son maximum théorique.
La capacité de la cellule a répondre a la demande peut étre un indicateur de I'aptitude ou de la

flexibilité de la cellule.

* Respiration non mitochondriale : consommation d'oxygéne qui persiste en raison d'un sous-
ensemble d'enzymes cellulaires qui continuent & consommer de I'oxygene aprés l'ajout de
roténone et d'antimycine A. Ceci est important pour obtenir une mesure précise de la respiration
mitochondriale.

Pour I'investigation du profil métabolique relié a la béta oxydation des lipides, le test de Mitostress
a été effectué en apportant quelques modifications pour s’assurer du blocage des autres voies
métaboliques possibles. Un prétraitement consistant en une période de «privation» des cellules
a été nécessaires pour favoriser la voie d’'oxydation lipidigue comme source principale d’énergie

cellulaire.
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Figure 7 : Les différentes expérimentations possibles par le Seahorse.

c. Protocole suivi :

Le protocole général de Seahorse utilisé dans notre laboratoire a été adapté et optimisé par
Hamza Loucif, a partir du protocole fourni par la compagnie Agilent, pour pouvoir travailler avec

des cellules primaires, de petites tailles, et non fixées.

Ce protocole a été d'autant plus optimisé par Hamza Loucif, Xavier Dagenais Lussier et moi-
méme Cherifa Beji pour pouvoir incorporer une nouvelle drogue, étant le THC, dans le processus

utilisé.

2.5. Conditions expérimentales :

Nos expériences, dont le design est illustré dans la figure 6, ont été chacune effectuée en utilisant
les CMSPs de 6 patients homogenes (adultes, hommes, HIV", CMV") et répétées 3 fois dans des

conditions similaires pour assurer leur reproductibilité.

Pour I'étude de l'effet du THC sur la plasticité métabolique des CD8s assurée par la voie de
béta oxydation des lipides, une étape de purification des CD8s a été nécessaire afin de pouvoir

évaluer précisément les effets sur cette population d’intérét.
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Pour ce qui suit, on va référer aux différentes conditions comme suit :

Tableau 2 Conditions expérimentales

Condition Appellation
Non activation — sans traitement THC NA
Activation polyclonale — sans traitement THC TcR

Non activation + sans traitement THC NA-THC
Activation polyclonale + sans traitement THC TcR-THC

Et aux différents patients comme suit :

Tableau 3 : Caractéristiques cliniques et démographiques des donneurs participant a I’étude

Patient ID Age (ans) | Sexe Conditions
immunologiques

1 IAF2422 | 28 M HIV:, CMV-
2 IAF2433 |41 M HIV:, CMV-
3 IAF2442 | 40 M HIV:, CMV-
4 HP1 30 M HIV:, CMV-
5 HP55 59 M HIV:, CMV-
6 HP62 61 M HIV-,, CMV-
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Figure 8: Schématique de I'étude : les CMSPs sont décongelées et activées de maniére polyclonale pendant
24h en présence ou en absence d’une dose de 10uM de THC. Elles sont par la suite soit :

- a.marquées en cellules et en intracellulaires grace aux anticorps fluorescents pour étre analysées au
FACS, ou

- b. purifiées grace au kit d’isolation des T-CD8s pour effectuer des tests métaboliques dans les
perspectives de I’étude.

2.6. Logiciels utilisés et tests statistiques :

L’analyse des données cytométriques a été faite grace au logiciel BD FACS Diva. Les données
brutes de pourcentage de positivité pour I'expression cytokinique et de MFI pour I'expression du
CPT1a sont enregistrées sous forme de csv, ensuite organisés dans différents documents Excell
ou les moyenne et valeurs d’écart-type (SD) sont déterminés en utilisant les fonctions respectives

prédéfinies par Microsoft Excell.

Les figures ont été réalisées sur le logiciel Graphpad Prism, et le calcul statistique a été effectué

en utilisant un ‘paired t-test 'avec une distribution gaussienne utilisant le méme logiciel.
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3. Résultats

3.1. Analyses cytométriques :

La plateforme de cytométrie en flux nous a permis de regarder, a partir de CMSP, différentes
populations lymphocytaires en utilisant un cocktail multiparamétrique d’anticorps permettant de
gater sur les populations et nos cytokines d’intérét comme montré dans la figure 9 et 10

respectivement.

Le premier gating nous a permis de sélectionner notre population lymphocytaire. Le deuxieme
gating permet d’enlever les doublets. Par la suite, un gating se fait en fonction du 7AAD, en
choisissant la population négative, vu que le 7AAD s'’intercale dans '’ADN des cellules mortes.
En moyenne, notre pourcentage de viabilité est plus élevé que 95%, ce qui nous permet de valider
que notre congélation et décongélation des cellules était faite dans des conditions optimales,

sans que les cellules ne soient mortes ou mises sous stress dans les deux processus.

Les réponses cellulaires antivirales sont assurées par les lymphocytes T seulement, la prochaine
étape serait donc d’éliminer nos lymphocytes B. Ceci se fait en sélectionnant les populations

exprimant a leur surface le CDS3.

Comme mentionné dans la littérature, les réponses antivirales a médiation cellulaire, sont
assurées par les T-CD4s ainsi que les T-CD8s. En se basant sur les marqueurs CD4 et CD8, on
peut séparer nos deux populations pour pouvoir par la suite sélectionner les différents

expressions cytokiniques la-dessus comme démontré dans les figure 9 et 10.

Viable cells

L CDASRA+
| 704

CD4SRA-
26,1

Figure 9 : Stratégie de Gating des lymphocytes T

Pour le gating des cellules exprimant des cytokines, on se fie toujours au marquage
d’isotype. Ce marquage se fait dans un tube séparé, ou on met un contrdle isotypique

négatif (ISO) pour chaque anticorps spécifique a un cytokine d’intérét, qui a le méme



fluorochrome, mais qui est non-spécifique. Le gating positif, relatif & chaque cytokine se
fait & droite de son signal ISO. Comme on peut le voir dans la figure 8, et en comparant
les histogrammes pour chaque cytokine par rapport a son I1ISO, on peut voir qu’il y a un
shift général vers la droite dans sa position. Ceci nous confirme un bon marquage positif

de la cytokine en question.

Par la suite, en comparant les valeurs d’expression de la cytokine, on remarque que
celle-ci augmente suite a I'activation cellulaire polyclonale par rapport a la condition de
non-activation, et qu’elle diminue suite au traitement de nos cellules activées par le
THC. On remargue aussi qu’en condition de non-activation, le traitement au THC n’a

pas d’effet remarquable sur I'expression cytokinique.
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Figure 10 : Stratégie de gating des cytokines d’intérét. Afin de quantifier la vraie expression cytokinique, on
se référe au contrdle isotypique (premiere colonne) pour identifier le signal non spécifique (bruit de fond) et
négatif du fluorochrome. La partie a sa droite est la ou on s’attend & un signal positif d’expression cytokinique,
dont lintensité va varier selon la condition d’activation et de traitement.
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3.2. Le THC diminue la polyfonctionnalité :

La polyfonctionnalité étant la réflexion de la production totale des cytokines d’intérét, on s’est

intéressé en premier lieu a I'étude de 'effet du THC sur la production individuelle de ces cytokines.

On rappelle que nos différents tests ont été fait sur 6 échantillons provenant d’une cohorte
homogéne de 6 patients. Les figures ont été réalisées sur le logiciel Graphpad Prism, et le calcul
statistiqgue a été effectué en utilisant un ‘paired t-test ’avec une distribution gaussienne. La
significativitt  de nos résultats pour chaque cytokine antivirale étudiée est exprimée
numériquement sur les tableaux annexés 8 et 9, ainsi que les valeurs individuelles d’expression

cytokiniques et leur moyenne pour chaque condition.

Nos résultats montrent que la production individuelle de chacune des 3 cytokines, en condition
de non-activation n’est pas statistiquement affectée par le traitement au THC. Cette production
augmente de maniére trés significative a la suite de I'activation polyclonale de 24h. On remarque
par la suite une diminution de cette production par les cellules activées lors du traitement au THC.

Concernant I'effet du THC sur ces cytokines en condition d activation, on a trouvé une inhibition
individuelle de la production de I'lFNy et de I'lL-2. Cependant, la production individuelle de TNFa
a été augmenté a la suite du traitement au THC. Ceci concorde avec ce qu’on a retrouvé dans la
littérature.Cette production a été principalement mesurée en pourcentage de positivité chez les
T-CD8s totales comme indiqué dans les figures 11, 12 et 13 représentants respectivement les
pourcentages d’expression et les MFI de I'lFNy, du TNFa et de I'lL-2. Les données brutes sont

présentées dans les annexes 4,5 et 6.
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Figure 11 : Effet d’un traitement de THC a 10 uM pendant 24h sur la production de PIFNy chez les T-CDS8s :
a. en Pourcentage d’expression b. en MFI
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Figure 12 : Effet d’un traitement de THC a 10 uM pendant 24h sur la production du TNFa chez les T-CD8s : a.
en Pourcentage d’expression b. en MFI
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Figure 13 : Effet d’un traitement de THC a 10 pM pendant 24h sur la production de PIL-2 chez les T-CDS8s : a.
en Pourcentage d’expression b. en MFI

La polyfonctionnalité a été évaluée en déterminant la capacité de la cellule a produire 1 ou 2
cytokines supplémentaires a I'lFNy. La production d’'une seule cytokine est donc celle de I'IFNy
toute seule. La production de 2 cytokines est la somme de la production d’IFNy+IL-2 et de la
production d’'IFNy+TNFa. La production triple, et donc la polyfonctionnalité cellulaire, est la

production des 3 cytokines en méme temps. Les données brutes sont présentées en annexe?.
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Figure 14 : Effet d’un traitement de 10 uM de THC pendant 24h sur la polyfonctionnalité cellulaire antivirale
des T-CD8s : Production simple (IFNy seule), production double (IFNy+ TNFa ou IFNy+ IL-2), Production triple
(IFNg+ TNFa+ IL-2)

Comme le montre les figures 11,12 et 13 la production cytokinique est assez basse pour les T-
CD8s allant de 2 a 5% pour les différentes cytokines antivirales. malgré cette production non
élevée, on peut voir dans la figure 14 que nos cellules quiescentes sont dotées d'un potentiel
antiviral important et que moins de 30% d’entre elles sont capable de produire 3 cytokines

simultanément. Cependant, une production singuliere ou double de cytokine reste majoritaire.

Suite a activation polyclonal, la production singuliere de cytokines s eleve aux alentours de 20%
pour chaque cytokine (figures 11, 12) et la polyfonctionnalite devient majoritaire pour atteindre
les 70% (figure 14) suivie par une double production cytokinique. Seules 6.60% des cellules

activées produisent une seule cytokine a la fois.

On peut voir dans les données brutes annexées que le traitement au THC n’a pas d’effet apparent
sur cette production en condition de non activation. Cependant, ce meme traitement de THC lors
de l'activation polyclonale, résulte en un shift de la production cytokinique : la polyfonctionnalité
diminue aux alentours de 57%, et la production d’'une cytokine a la fois double pour atteindre les
12%.

Cette méme analyse a été conduite sur les T-CD4s mémaoires, vu leur réle crucial dans la réponse
antigénique, surtout dans le cas d’'un deuxiéme contact avec I'antigene, et ont donné les résultats

suivants, présentées dans la figure 15.
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Figure 15 : Effet d’une dose de 10 pM de THC sur I'expression individuelle des cytokines d’intérét chez les T-
CD4s mémoires en condition de quiescence, d’activation, en présence ou absence du THC : a. Expression de
PIFNy ; b. MFI de PIFNy; c. Expression de de I'lL-2 ; d. MFI de I'lL-2 ; e. Expression de la TNFa ; f. MFI de la

TNFa

Contrairement aux T-CD8s, et a ce dont on s’attendrait depuis la littérature, la production
cytokinique d’IL-2 a été tres faible, méme en condition d’activation polyclonale, comme le montre
la figure 15 c et d. La méme figure montre que le THC n’a pas eu d’effet significatif sur I'expression

des différentes cytokines.
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Cependant, en essayant d’évaluer la polyfonctionnalité, on a retrouvé que pour chaque
combinaison possible, il y avait plusieurs patients dont I'expression cytokinique d’'IL-2 n’était pas
assez pour trouver un double ou triple positivité. On n’a donc pas de données pour effectuer le
réle du THC sur la polyfonctionnalité chez les T-CD4s.

3.3. Le THC diminue le potentiel cytotoxique :

Dans notre étude des cytokines cytotoxiques, on s'intéresse a la Perforine et a la Granzyme B,
principales composantes des granules lytiques, pour leur role crucial dans la réponse cytolytique,
reflétant le potentiel cytotoxique des cellules T effectrices.

On rappelle que nos différents tests ont été fait sur 6 échantillons provenant d’'une cohorte
homogene de 6 patients. Les figures ont été réalisées sur le logiciel Graphpad Prism, en utilisant
la fonction ‘impaired t-test ‘comme test statistique. La significativité de nos résultats de cytotoxicité
est exprimée numériqguement sur les tableaux annexés 8 et 9, ainsi que les valeurs individuelles

d’expression cytokiniques et leur moyenne pour chaque condition.

Nos résultats, illustrés par les figures 16 et 17, montrent que le potentiel cytolytique des T-CD8s
totales est négativement affecté par le THC, la production singuliere de Granzyme B et de
Perforine étant inhibée tout comme leur production simultanée par la méme cellule (figurel8).
Les données brutes permettant de construire les deux figures suivantes sont présentées en

annexes 8 et 9.
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Figure 16 : Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur la production de Granzyme B chez les T-
CD8s en condition de quiescence, d’activation, en présence ou absence d’une dose de 10uM de THC: a. en
pourcentage d’expression ; b. en MFI
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Figure 17 : Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur la production de Perforine T-CD8s en
condition de quiescence, d’activation, en présence ou absence d’'une dose de 10uM de THC: a. en pourcentage
d’expression ; b. en MFI

Tout comme mentionné dans la littérature, les T-CD8s quiescents ont une production minimale
de Perforine et de Granzyme B. Lors de I'activation polyclonale, cette production augmente de

maniere trés importante, et diminue significativement lors du traitement au THC.

Pour étudier plus strictement le potentiel cytotoxique, on a mesuré la production simultanée de
Perforine et de Granzyme par la méme cellule. La figure 18 résume les résultats qu’on a trouvé,
guant a l'inhibition de ce potentiel par le THC. Les datas brutes de la double expression sont

présentées dans I'annexel0.
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Figure 18 : Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur le potentiel cytotoxique des T-CD8s : Le
potentiel cytotoxique est plus prononcé suite a ’activation polyclonale de 24h. Le THC diminue de maniéere
significative cette cytotoxicité en inhibant la production cellulaire simultanée de granzyme B et de perforine.

Cette méme analyse a été conduite sur les T-CD4s mémoires, vu leur réle crucial dans la réponse
antigénique, surtout dans le cas d’'un deuxiéme contact avec I'antigene, et ont donné les résultats

suivants, présentées dans la figure 19.
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Figure 19 : Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur I’expression individuelle des cytokines
d’intérét chez les T-CD4s mémoires en condition de quiescence et d’activation: a. Pourcentage d’expression
de la granzyme B. b. MFI d’expression de la granzyme B. ¢. Pourcentage d’expression de la perforine. d. MFI
d’expression de la perforine.

Les cellules T-CD4s sont connues principalement pour leur production cytokinique via laquelle
s’effectue l'activation des différentes composantes du systéme immunitaire. Cependant, elles
sont aussi dotées d’un potentiel cytotoxique. L’analyse de la double expression de la perforine et
de la granzyme B chez les T-CD4s mémoires confirme la présence de ce potentiel cytotoxique
suite a l'activation polyclonale des cellules, et montre sa diminution suite au traitement au THC

pendant 24h, comme le montre la figure 20 ci-aprés.
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Figure 20 : Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur le potentiel cytotoxique des T-CD4s
meémoires en condition de quiescence et d’activation.

Ayant obtenu ce résultat, on a pensé a vérifier si ces cellules cytotoxiques étaient capables de
produire encore plus de cytokines simultanément. Ceci nous a mené a trouver une sorte de
polyfonctionnalité cytotoxique en incorporant I'lFNy et la TNFa comme le montre la figure 21.

Encore une fois, aucun résultat n’a été trouvé en incorporant I'lL-2 dans le mix a analyser.
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Figure 21 : Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur la polyfonctionnalité cytotoxique des T-CD4s
meémoires en condition de quiescence et d’activation
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3.4. Polyfonctionnalité et potentiel cytotoxique chez les T-CD4s mémoires et T-
CD8s totales:

Les expériences concernant l'effet du THC sur la production singuliere de cytokines, sur la

polyfonctionnalité ainsi que sur le potentiel cytotoxique des cellules ont été effectué sur des

échantillons de CMSPs, en utilisant les marqueurs mentionnés dans la partie méthodologie. Ceci

nous a permis d’analyser cet effet sur les T-CD8s et T-CD4s totales et leurs sous populations

mémoires. Faute de présence du marqueur CCR7 dans notre mix d’anticorps, on ne peut pas

cibler les lymphocytes naives, activés pour la premiere fois lors de notre expérience.

Les analyses faites sur les populations T-CD4s totales ainsi que T-CD8s mémoires ont montré
une augmentation de la sécrétion cytokinique suite a I'activation polyclonale, cependant, ils n’ont
pas donné de résultats significatifs quant a I'effet du THC sur les cellules activées, des graphes
pour ces résultats n'ont donc pas été présentés lors du chapitre résultat, mais les données brutes

des résultats obtenus sont présentées en annexe 29 a 38.

3.5. Le THC inhibe I'immunité des cellules T-CD8s en affectant leur apport
énergétique :

La plasticité métabolique des cellules T est trés importante, et leur permet a la suite d’'une

infection virale, de passer d’un état de quiescence a un état d’expansion et de prolifération. L’'une

des composantes majeures de cette plasticité est la capacité des cellules d’assurer leurs besoins

énergétiques en utilisant la voie doxydation des acides gras. Cette voie est modulée

principalement par le CPT1a et le CD36, qui sont les récepteurs mitochondriaux des acides gras.

Pour mieux comprendre I'effet du THC sur la polyfonctionnalité et le potentiel cytolytique des
T-CD8s, on a vérifié I'effet du THC sur cette voie métabolique. Nos résultats montrent que
I'expression du CPT1a est inhibée par le THC. Le CPT1la étant un récepteur présent sur toutes
les cellules, la mesure de l'effet du THC a été sous forme de MFI et pas de pourcentage de

production, comme montré dans I'annexe 39.

Comme on peut le constater dans le tableau annexé, ainsi que dans la figure 22, I'expression de
CPT1a n’est pas trés importante dans la condition de non-activation, et le traitement au THC n’a
pas d’effet la-dessus. A la suite de l'activation polyclonale, I'expression de ce récepteur est

devenue trés importante, et le traitement au THC I'a diminué de maniére significative.
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Figure 22 : Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur I’expression de CPTl1a chez les T-CD8s

Les T-CD4s mémoires jouant un role crucial dans l'organisation de la réponse immunitaire
cellulaire, on a évalué I'effet du THC sur I'apport métabolique de ces derniers en mesurant, lors
de la méme expérience et conditions que les CD8s, I'expression du CPT1a a leur surface.

Comme le montre la figure 23, le THC a un effet inhibiteur sur 'expression du CPT1a sur les T-
CD4s mémoires, tout aussi significatif que trouvé sur les T-CD8s. Les données brutes pour ce

résultat sont présentées en annexe 40.
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Figure 23: Effet d’un traitement de 10uM de THC pendant 24h sur I'expression du CPT1a chez les T-CD4s
mémoires
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Pour confirmer d’autant plus nos résultats, on a essayé de conduire des essais métaboliques en
utilisant la plateforme Seahorse. Cette plateforme n’étant pas au pré-avant utilisé pour des tests
de drogues sur des cellules primaires, des essais d’optimisation effectués principalement par
Hamza Loucif et moi-méme nous ont permis de mettre en place un systéme ou il serait possible
de déterminer l'effet du THC sur quelques activités mitochondriales des lymphocytes T-CD8s,

principalement la respiration mitochondriale et I'oxydation des acides gras.

Ce systeme devrait étre utilisé dans les prochaines étapes de I'étude pour comprendre les

mécanismes permettant la modulation métabolique induite par le THC.
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4. Discussion

Notre étude montre les effets inhibiteurs du THC sur le potentiel antiviral de 'immunité a médiation
cellulaire dans le contexte d’activation polyclonale. Cet effet a été évalué par la mesure de la
production des principales cytokines intervenant dans la réponse immunitaire des lymphocytes
T.

Nos résultats d’inhibition individuelle cytokinique suite au traitement THC (figures 11,12,13,16 et
17) concordent avec la littérature, dans un contexte d’inflammation chronique (83, 84) ainsi que
dans des systémes expérimentaux contrblés d’activation cellulaire aigue(85-87). Dans une étude
menée par Henriquez et al. concernant l'activation des astrocytes par les cellules T-CD8s, on
retrouve que le THC diminue la production cytokinique individuelle de I'lFNy et de TNFa (88).
Dans une étude similaire, I'effet du THC sur la production de IFNy et de I'lL-2 a été montré

inhibiteur dans le contexte d’activation spécifique a la gp120 (84).

La modulation de la polyfonctionnalité (figurel4) ainsi que du potentiel cytotoxique est donc un
résultat auquel on s’attendrait suite a latteinte de la production cytokinique individuelle.
Néanmoins, ces atteintes restent tout de méme nécessaires a étudier, vu I'importance de ces 2

composantes dans la réponse immunitaire.

Afin de potentiellement détourner l'effet inhibiteur du THC sur le systéme immunitaire, il est
important de comprendre les voies de signalisation affectées par cette substance. Des études
montrent que le THC module a la baisse I'expression du TcR lors de I'activation cellulaire (14,
89), ainsi que la diminution de la présentation des antigénes viraux par les cellules présentatrices
d’antigéne, en particulier les cellules dendritiques (90). Il a aussi été démontré que le THC
influence le processus de différenciation des lymphocytes T, en particulier le ratio Th1/Th2 (87,
91), résultant en un déséquilibre phénotypique, ce qui pourrait expliquer la production

différentielles des cytokines chez la population T-CD4 ou I'expression d’IL-2 était minimale (92).

Ces atteintes de 'activation des cellules peuvent étre a la base de la production individuelle des
cytokines et molécules cytotoxiques étudiées, et expliquerait donc leur baisse en condition

d’activation en présence du THC pour les T-CD8s totales ainsi que les T-CD4s mémaoires.

Nos résultats dévoilent que la modulation des T-CD8s totales et les T-CD4s mémoires reléve
aussi d’'une atteinte de leur plasticité métabolique (figure 22, 23), au niveau du récepteur
mitochondrial aux acides gras CPT1la. L'expression de ce récepteur est censée étre régulée a la

hausse suite a l'activation cellulaire pour assurer les apports carbonées nécessaires a la



mitochondrie pour la production d’ATP (93, 94). Cette atteinte concorde avec ce qui est
mentionné dans la littérature quant a I'effet du THC sur différentes cellules, ou le CPT1a a aussi
été modulé a la baisse comparé aux cellules non traitées au THC (95, 96). Cette dérégulation
résulte probablement en une dérégulation mitochondriale (97) ce qui expliquerait la baisse de la
production des différentes cytokines suite a 'inhibition de I'activation cellulaire.

Afin de déterminer les dommages cellulaires engendrés par le THC, d’avantages de tests
métaboliques devraient étre effectuer, afin de mesurer les différents types de respiration

mitochondriale assurant la plasticité métabolique des cellules T-CD8s (98, 99).

La plateforme de Seahorse, nécessaire a I'étude du coté métabolique, offre une technique d’'une
haute sensibilité ce qui est avantageux et désavantageux en méme temps. Cette haute sensibilité
permet I'obtention de résultats métaboliques diversifiés et précis. Cependant, un stress induit par
la manipulation des cellules (purification, incubation), aux conditions environnementales de
manipulations (mouvement, présence de bulles d’aires) ainsi qu’aux conditions expérimentales
(ajout de drogues externes au Kit prédéfini par la compagnie Agilent) peuvent falsifier nos
résultats. Une attention trés particuliére, ainsi que des essais d’optimisation quant a I'ajout du
THC dans le mix cellulaire, doivent donc étre pris en compte.

Dans le cadre de la campagne vaccinale actuelle contre le virus du SRAS-Cov19, l'efficacité des
réponses vaccinales sont au centre des discussions. Une suite logique de notre étude, serait
donc de vérifier si I'effet inhibiteur du THC obtenu lors d’activation polyclonale transparaitrait aussi
lors d’une réponse vaccinale. Pour ce faire, il faudrait recruter un ensemble homogene d’individus
vaccinés, et d’effectuer une activation spécifique a I'antigéne de la protéine Spike du virus de la
covid-19, et de comparer la production cytokinique pour les lymphocytes T-CD4 mémoires et T-
CD8 totales et mémoires en absence et en présence du THC. L’effet du THC sur le potentiel
cytolytique devrait aussi étre observé chez ces 2 populations, mais en portant le focus sur les T-

CDS8s effectrices vu que ce sont les cellules cytotoxiques par excellence.

D’autant plus, sachant que la mémoire vaccinale diminue naturellement au cours du temps, il
serait intéressant de vérifier I'effet du THC sur I'éventualité d’infection par un virus contre lequel
la plupart de la population canadienne, voire mondiale, a été vaccinée a I'enfance. Pour ce faire,
une stimulation antigénique spécifique avec le pool de peptides CEF, en présence et absence du

THC serait intéressante a étudier.

La plante de Cannabis contient plus que 400 molécules différentes, les 2 cannabinoides

majoritairement présents étant le THC et le CBD. Comme mentionné, l'effet neurotropique
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recherché par les consommateurs est di au THC, présent en haute dose dans les produits
achetés et consommé. Ceci n’annule pas I'effet que le CBD peut avoir sur le systéme immunitaire
dans un contexte d’activation polyclonale ou spécifique a I'antigéne. Il serait donc intéressant
d’aborder notre étude, ainsi que les différentes études mentionnées dessus en mixant le THC et
le CBD.
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5. Conclusion

Le THC est habituellement prescrit comme palliatif dans le cas de stades terminaux de maladies
chroniques pour assurer une meilleure qualité de vie pour les patients. La prise répétitive de THC
comme drogue récréationnelle, par des personnes saines risque d’inhiber leurs capacités
immunitaires, via la diminution de leur polyfonctionnalité et potentiel cytotoxique, en modulant a

la baisse la plasticité métabolique des cellules T.

Dans une ére ou le développement de vaccins est le moyen ultime d’éradiquer de diverses
maladies, et surtout dans le cadre d'une pandémie, I'obtention de réponses immunitaires
humorales, cytotoxiques et formant une mémoire est cruciale. Selon les résultats de notre étude,
gui concordent avec la littérature, la prise réguliere de THC pourrait donc diminuer en particulier
l'intensité des réponses vaccinales, et plus en général celle des réponses du systéme immunitaire

suivant une infection virale, bactérienne, ou parasitaires, ainsi que les réponses anti-tumorales.

Afin d’avoir une idée plus compléte concernant I'effet du THC sur la réponse immunitaire, il serait
intéressant de compléter I'évaluation de I'aspect immunométaboliques des cellules T, ainsi que
de vérifier I'effet de cette substance a consommation relativement haute au Canada sur
limmunité a voie humorale en évaluant la modulation de la production d’anticorps et d’'lgG/IgM.
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7. Annexes

7.1. Licence du cannabis :

B

Health
Canada

Santé
Canada

Licence No. - N° de licence
LIC-ZDGZIUJ3TA-2021

LICENCE

This licence is issued in accordance with the Cannabis Act and
Cannabis Regulations

PROTECTED B/ PROTEGE B

LICENCE

Cefte licence est délivrée conformément a la Lo/ sur le cannabis et
le Réglement sur e cannabis

Licence Holder / Titulaire de la licence :
Institut National de la Recherche Scientifique

The above-mentioned person is authorized to conduct, at the
site specified on this licence, the activities listed below for the
following licence classes and subclasses:

. Research

Site and authorized activities

La personne susmentionnée est autorisée a effectuer, sur le site
specifié sur cefte licence, les activités énumérées ci-dessous
pour les catégories et les sous-catégories de licence suivantes :

- Recherche

Site et activités autorisées

Site Activities Activités

531 BOULEVARD DES PRAIRIES s to possess cannabis for the purpose of «  aux fins de recherche, avoir du cannabis
LABO 18-B016 research €n sa possession

LAVAL, QC, CANADA, HTV1B7

Conditions

Conditions

This licence is restricted, in addition to all ofher applicable
conditions, in that all research conducted under this licence is
based on the Research Protocol “Effet immunosuppresseur du
THC sur le systéme immunitaire” provided to Health Canada on
Janury 12, 2021.

Cette licence est restreinte, en plus des autres conditions qui
s'appliquent, du fait que foute la recherche effectuée sous cetie
licence est basée sur le protocole de recherche «Effet
immunosuppresseur du THC sur le systéme immunitairex», fourni
4 Santé Canada le 12 janvier 2021

The maximum quantity of cannabis to be stored for the purpose of
research at the address indicated on this licence is: 8 mg of dried
cannabis (or equivalent) at any given time:

The researcher may only be in possession of cannabis if such
possession is to use in accordance with the research protocol
submitted

La quantité maximale de cannabis pour des fins de recherche
qui peut &fre entreposé a | 'adresse indiquée sur cette licence
est : 8 mg de cannabis séché (ou équivalent) en tout temps

Le chercheur peut posséder du cannabis seulement si la
possession est pour une utilisation en conformité avec le
protocole de recherche soumis

At the end of the research, all cannabis must be destroyed in
accordance with s.43 of the Cannabis Regulations unless
distributed in a manner authorized by the Cannabis Regulations

A la fin de la recherche, tout cannabis doit &fre détruit en
conformité avec I'article 43 du Réglement sur le cannabisa
moins d'étre distribué d'une maniére autorisée par le Réglement
sur le cannabis.

All record keeping requirements pertaining to this research licence
must be met in accordance with Part 11 of the Cannabis
Regulations.

Toutes les exigences relatives a la tenue des dossiers de cefte
licence de recherche doivent étre satisfaites conformément a la
partie 11 du Réglement sur le cannabis.

Effective date of the licence:

This licence is effective as of February 22, 2021

Expiry date of the licence:

This licence expires on February 22, 2026

Date d’entrée en vigueur de la licence:

Cette licence enfre en vigueur a compter du 22 février 2021

Date d'expiration de Ia licence

La présente licence expire le 22 février 2026

Director, Specialized Authorizations, Controlled Substances and Cannabis Branch
Directeur, Autorisations spécialisées, Direction générale des substances contrdlées et du cannabis

Canadd
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7.2. Fiche de suivi de 'utilisation des substances cannabinoides

Research Activities for Cannabis |(Please keep original copy in
controlled substance log book and copy in lab notebook)

License Holder Mame: Julien Van Srevenynghe

Performed by: . -

2 Cherifa Beji
Cantrolled . . ] ] .
Substance Supplier: Sigma Aldrich () *Eviar Dagenais-Lussier
Date: Tirra:

Type of Inventory (circle correct response): INITIAL EXPERIMENTAL USE )
QUARTERLY: WEEKLY ANMUAL =

Stock Stock Date
Name of Controlled | Quantity on Cuantity
Substance Hand at time | Dispensead for Stock
[Strength and Size) of use Research Use Quantity Lefi
THC (1mg/mi): 1mi | img . 100pg 300 pg [ T/13f7031 |

THC {img/mi): 1 mi | 00pE | 180pg 720 pg [ 21§70 |

Summary of the experiment to be carried and rationale:
In order to comprehend THC effect on the immune system, PEMCs will be activated or
not, and treated or not with THC. The cellular response to activation in the presence of
- . - -

Information in the controlled substance book will be retained for a least two (2]
years after the day it is prepared.
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7.3. Certificat d’éthique

il

iN
I

CERTIFICAT D'ETHIQUE

it ta 1L

Conire : INRS-AFSE

Titre du projet : Efiel immunasuppresseur du THE sur les coliules T

Mom du chorchour principal [ou da I'$tudiant) : Julisn Van Grovenynghe

Ly Comitd défique en nechemche aveo dos &tnes humains @ eoaming lo projet de mecherche identfié ol

Moms dies dbudiants inscrits & FINRS dont los mémolnes st'ou théses décoularont du projat, ks cos échsiand :

Cherita Baji

¥avier Dagenals Lussier

Mom du dedeuwr de recharche, o cas échéant :

Mom du co=directour de recherche, ke oz dchband ;

La présont cortificat d'éthigus ast valide jusqu'aw 26 novembre 20241

Le Comité d'éthlgue an rechorcho avoc des étres humains atinste que la rechorche
Impliguant dos &tres humains répond aux normes do FINRS on matéro d'éthigue.

o

aF movembra AL

thy paeed v

Ul o dernisesboon inilisies du

Mom de 'organisme subventionrale cu de commandiie : Bourse FRG-5, CRENG, Bourse Miacs Fellowship

CER- H-La7

58




7.4. Pourcentage d’expression de I'lFNy chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 4.7 3.4 13.1 5.9
2 5.9 2.6 14.7 12.2
3 3.9 3.9 12.1 8.8
4 4.1 2.2 13.3 7.3
5 8 6.3 22.6 20.8
6 3.5 3.1 15.4 10.6
mean 5.0 3.6 15.2 10.9
SD 1.7 15 3.8 5.3
p value 0.0306 0.0042
Stat (/THC) ns *
p value 0.0083
Stat (/TcR) **

7.5. MFI d’expression de I'IFNy chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 38 32 127 62
2 41 23 219 132
3 34 29 141 59
4 35 21 133 54
5 51 40 353 230
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6 32 26 512 110
mean 38.5 28.5 247.5 107.8
SD 6.9 6.9 155.5 67.7
p value 0.0464
Stat (/THC) *
p value 0.0214
Stat (/TcR) *

7.6. Pourcentage d’expression du TNFa chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 3 2.7 12.7 8.2
2 4.1 3.8 15 16.9
3 34 6.4 15.3 16.7
4 4.1 33 14.9 17.4
5 5.4 8.6 16.9 34.2
6 1.9 3.7 11.9 213
mean 3.7 4.8 14.5 19.1
SD 1.2 2.3 1.8 8.5
p value 0.1928 / 0.1931 /
Stat (/THC) ns / ns /
p value <0.0001 0.0036 / /
Stat (/TcR) il ** / /
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7.7. MFI d’expression du TNFa chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 338 321 447 404
2 372 356 475 497
3 344 379 487 551
4 352 346 463 485
5 387 417 485 644
6 333 346 432 522
mean 354.3 360.8 464.8 517.2
SD 21.0 333 21.9 79.4
p value 0.5178 0.1227
Stat (/THC) ns ns
p value <0.0001
Stat (/TcR) N

7.8. Pourcentage d’expression de I’'lL-2 chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 1.2 0.6 5.8 33
2 0.8 0.5 3.2 4.4
3 0.7 0.8 33 3.1
4 0.5 0.7 4 34
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5 1.2 1 4.3 9.1
6 2.5 2.8 10.5 13.8
mean 1.2 1.1 5.2 6.2
SD 0.7 0.9 2.8 4.4
p value 0.5777 / 0.4033 /
Stat (/THC) ns / ns /
p value 0.0053 0.0175 / /
Stat (/TcR) ** * / /

7.9. MFI d’expression de I'IL-2 chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 157 143 173 161
2 153 142 165 172
3 151 146 162 163
4 146 143 168 162
5 156 153 171 183
6 157 150 182 186
mean 153.3 146.2 170.2 171.2
SD 4.3 4.4 7.0 111
p value 0.0113 0.791
Stat (/THC) * ns
p value 0.0007
Stat (/TcR) i
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7.10. Polyfonctionnalité chez les T-CD8s

NA TcR NA TcR NA TcR
NT THC NT THC NT THC NT THC NT THC NT THC
1 1.5 2 6.4 7 4.7 9.4 31.9 29.8 93.8 88.6 61.8 63.2
2 0.7 2.1 4.8 4.3 5.2 104 28.5 34.2 94 87.5 66.7 61.5
3 1.8 2.2 6 45 6.6 12.3 33 39.3 91.6 85.4 61 56.3
4 1.9 2.2 5.4 6.9 5.3 6.2 24.9 36.6 92.8 91.6 69.7 56.5
5 1.8 1.9 5.8 11.3 9 12.3 26.7 43.6 89.2 85.7 67.5 45
6 0 33 5.5 11.8 7.2 10.2 34.6 38 92.9 86.5 59.8 50.3
mean 1.3 23 5.7 7.6 6.3 10.1 29.9 36.9 92.4 87.6 64.4 55.5
SD 0.8 0.5 0.6 3.2 1.6 2.3 3.8 4.7 1.8 2.3 4.1 6.8
p value 0.0995 / 0.1903 / 0.0033 / 0.0488 / 0.0025 / 0.0452 /
Stat (/THC) ns / ns / ** / * / o / * /
p value <0.0001 | 0.0076 / / <0.0001 | <0.0001 / / <0.0001 | <0.0001 / /
Stat (/TcR) — o / / - — / / — — / /

7.11. Pourcentage d’expression de la GrzB chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 16.8 141 25.2 13
2 53 50.1 74.4 57.6
3 36.1 34.4 43.6 30.4
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4 28.8 27.9 45.5 33.5

5 413 37.2 67.6 51.1

6 21.8 19.2 50.6 26.7

mean 33.0 30.5 51.2 35.4

SD 13.3 13.0 17.7 16.4
p value 0.0026 / 0.0004 /
Stat (/THC) ns / ok /
p value 0.0042 0.1234 / /
Stat (/TcR) bl ns / /

7.12. MFI d’expression de la GrzB chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 879 805 1799 824
2 3726 3244 7636 5923
3 3238 3679 5439 3492
4 1713 1512 3685 2837
5 2550 2433 5504 4946
6 1350 1519 4133 2695
mean 2242.7 2198.7 4699.3 3452.8
SD 1115.6 1114.9 1978.9 1799.8
p value 0.7479 0.0024
Stat (/THC) ns **
p value 0.0019
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Stat (/TcR) ki

7.13. Pourcentage d’expression de la Prf chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 11.7 12 324 19.4
2 22.2 18.9 45.1 43.2
3 21.9 23.6 40.6 33.9
4 14.2 10 37.7 32
5 24.8 24.7 44.9 50.8
6 9.5 11.2 335 37.8
mean 17.4 16.7 39.0 36.2
SD 6.4 6.5 5.5 10.7
p value 0.5560 / 0.3728 /
Stat (/THC) ns / ns /
p value <0.0001 0.0024 / /
Stat (/TcR) bl * / /

7.14. MFI d’expression de la Prf chez les T-CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 424 430 548 471
2 487 465 622 612
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3 485 500 623 564
4 437 411 580 546
5 507 503 622 658
6 404 412 553 575
mean 457.3 453.5 591.3 571.0
SD 41.2 42.0 35.7 63.2
p value 0.6005 0.3153
Stat (/THC) ns ns
p value <0.0001
Stat (/TcR) ok

7.15. Pourcentage de la double expression (GrzB*, Prf*) chez les T- CD8s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 8.3 7.4 17.3 7.2
2 30.2 28.4 51.7 42.6
3 24 23.9 345 24.2
4 14 121 31.6 21.9
5 25.7 23.9 49.1 38
6 104 9.8 33.6 18.3
mean 18.8 17.6 36.3 254
SD 9.0 8.8 12.6 13.0
p value 0.0123 <0.0001
Stat (/THC) B —
p value 0.0011
Stat (/TcR) ke
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7.16. Pourcentage d’expression de I’l[FNy chez les T-CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 10.1 77.3 14.2 9.1
2 7.3 35 10.5 9.2
3 5.9 5.8 8.5 7.6
4 8.1 4.8 13.3 8.2
5 12.2 9.2 12.4 12.5
6 7.2 6.7 9.5 121
mean 8.5 17.9 11.4 9.8
SD 2.3 29.2 2.2 2.0
p value 0.2468
Stat (/THC) ns
p value 0.0084
Stat (/TcR) o

7.17. MFI d’expression de I'lFNy chez les T-CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 129 130 508 438
2 128 124 243 280
3 125 127 350 181
4 126 125 235 206
5 130 130 290 251
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6 124 131 840 389
mean 127.0 127.8 411.0 290.8
SD 2.4 2.9 232.8 102.2
p value 0.1543
Stat (/THC) ns
p value 0.0310
Stat (/TcR) *

7.18. Pourcentage d’expression du TNFa chez les T-CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 37.7 34.2 55.5 51.8
2 31.3 28.9 57.4 59.2
3 28.6 33.9 52 52.6
4 37.4 32.6 61.8 67.3
5 39.4 47.1 57.7 69.5
6 34.6 413 49.5 66.3
mean 34.8 36.3 55.7 61.1
SD 4.2 6.6 4.4 7.7
p value 0.1389
Stat (/THC) ns
p value <0.0001
Stat (/TcR) ok
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7.19. MFI d’expression du TNFa chez les T-CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 466 462 606 617
2 457 446 564 610
3 447 462 584 610
4 462 454 574 620
5 471 483 548 620
6 461 474 533 647
mean 460.7 463.5 568.2 620.7
SD 8.2 134 26.0 13.7
p value 0.3115 0.0003
Stat (/THC) ns rkk
p value 0.0169
Stat (/TcR) *

7.20. Pourcentage d’expression de I’'lL-2 chez les T-CD4s mémoires

NA TcR

NT THC NT THC

1 0.6 0.2 1.7 0.1

2 0.1 0.1 1 13
3 0.1 0.1 0.6 0.6
4 0.2 0.1 0.9 0.8
5 0.3 0.1 0.7 1.6
6 0.6 0.4 0.8 1.8
mean 0.3 0.2 1.0 1.0
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SD 0.2 0.1 0.4 0.6
p value 0.8369
Stat (/THC) ns
p value 0.0055
Stat (/TcR) *

7.21. MFI d’expression de I’lL-2 chez les T-CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 259 250 276 273
2 264 255 311 269
3 265 261 295 290
4 263 254 290 266
5 260 258 273 283
6 255 254 257 275
mean 261.0 255.3 283.7 276.0
SD 3.7 3.8 19.0 9.0
p value 0.0162
Stat (/THC) &
p value 0.4345
Stat (/TcR) ns

7.22. Pourcentage d’expression de GrzB chez les T-CD4s mémoires

NA TcR
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NT THC NT THC
1 6.7 6.6 6.7 6.9
2 1.2 13 7.2 2.2
3 5.5 3.2 35 2.5
4 2.3 2.3 2.7 1.7
5 4.7 33 7.4 4
6 3 2.8 7 5.3
mean 3.9 3.3 5.8 3.8
SD 21 1.8 2.1 2.0
p value 0.0501
Stat (/THC) ns
p value 0.1826
Stat (/TcR) ns

7.23. MFl d’expression de GrzB chez les T-CD4s mémoires

24h
NA TcR
NT THC NT THC
1 2734 2775 4019 3075
2 3962 3745 2354 3442
3 4210 4664 3582 4228
4 3526 3307 3666 3948
5 3301 3519 3224 3746
6 2871 3193 3627 3599
mean 3434.0 3533.8 3412.0 3673.0
SD 585.5 642.7 576.7 401.4
p value 0.3115 0.4296
Stat (/THC) ns ns
p value 0.8813

71



Stat (/TcR) ns

7.24.Pourcentage d’expression de la Prfchez les T-CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 121 14.4 26.6 19.9
2 9.6 7.4 29.8 28.4
3 10.9 11.6 22.5 21.4
4 115 7.6 30.3 28
5 15.5 15.8 232 30.9
6 8.9 10 17.3 27.8
mean 114 11.1 25.0 26.1
SD 2.3 3.5 4.9 4.4
p value 0.1345 0.6942
Stat (/THC) ns ns
p value 0.0015
Stat (/TcR) ok

7.25. MFI d’expression de la Prfchez les T-CD4s mémoires

NA TcR

NT THC NT THC

1 673 678 710 686
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2 660 652 699 693
3 673 677 705 698
4 669 657 704 698
5 670 666 694 704
6 664 665 683 707
mean 668.2 665.8 699.2 697.7
SD 5.2 10.4 9.6 7.6
p value 0.8325
Stat (/THC) ns
p value 0.0002
Stat (/TcR) e

7.26. Pourcentage de la double expression (GrzB*, Prf*) chez les T- CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 25 25 4.2 3
2 0.3 0.3 3.6 1
3 2.2 1.4 1.9 1.4
4 0.8 0.6 1.5 0.9
5 1.7 13 3.6 24
6 0.7 0.7 33 2.6
mean 14 1.1 3.0 1.9
SD 0.9 0.8 1.1 0.9
p value 0.1345 0.0161
Stat (/THC) ns *
p value 0.0263
Stat (/TcR) *
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7.27.

7.28.Pourcentage de I’expression (GrzB*, Prf*, IFNy) chez les T- CD4s mémoires

NA TcR
NT THC NT THC
1 0.45 0.33 1.89 0.95
2 0.02 0.01 1.09 0.17
3 0.31 0.15 0.61 0.30
4 0.16 0.06 0.37 0.15
5 0.27 0.18 1.32 0.93
6 0.06 0.08 1.48 0.61
mean 0.2 0.1 1.1 0.5
SD 0.2 0.1 0.6 0.4
p value 0.0068
Stat (/THC) **
p value 0.0404 0.0088
Stat (/TcR) * ki

7.29. Pourcentage de I’expression (GrzB*, Prf*, TNFa) chez les T- CD4s mémoires

NA

TcR

NT

THC

NT

THC

1.58

1.42

3.14

2.07
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2 0.23 0.18 2.72 0.61
3 1.06 0.79 1.41 0.97
4 0.38 0.24 1.09 0.61
5 0.95 0.92 2.52 1.94
6 0.41 0.42 2.27 2.00
mean 0.8 0.7 2.2 1.4
SD 0.5 0.5 0.8 0.7
p value 0.0525 0.0319
Stat (/THC) ns *
p value 0.0065
Stat (/TcR) b

7.30. Pourcentage d’expression de I’IFNy chez les T-CD4s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 12.7 10.2 22.1 14.4
2 10.9 7.9 16.9 17.1
3 8.8 10.1 16 14.3
4 111 7.9 19.4 13.6
5 15.9 13.9 20.5 22.1
6 11 13.8 20.3 24.2
mean 11.7 10.6 19.2 17.6
SD 24 2.7 23 4.5
p value 0.4224
Stat (/THC) ns
p value 0.0002
Stat (/TcR) ik
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7.31. MFI d’expression de I'IFNy chez les T-CD4s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 136 136 693 679
2 140 137 405 341
3 132 142 438 337
4 134 134 408 287
5 142 138 473 371
6 134 141 1611 649
3.5 136.3 138.0 671.3 444.0
SD 3.9 3.0 472.8 172.8
p value 0.1845
Stat (/THC) ns
p value 0.0396
Stat (/TcR) *

7.32. Pourcentage d’expression du TNFa chez les T-CD4s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 5.7 5.1 18.3 15.2
2 7.5 22.5 24.9
3 4.1 18.3 18.8
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4 7.6 55 20.5 24.4
5 7.2 10 17.6 29.3
6 7.5 12.2 19.9 36.1
mean 6.6 7.9 19.5 24.8
SD 1.4 2.8 1.8 7.4
p value 0.1358
Stat (/THC) ns
p value <0.0001
Stat (/TcR) ks

7.33. MFI d’expression du TNFa chez les T-CD4s totales

24h
NA TcR
NT THC NT THC
1 1107 1178 1257 1414
2 1037 960 1168 1270
3 1378 1117 1316 1449
4 1001 1064 1140 1309
5 1082 948 1141 1267
6 947 963 1121 1358
mean 1092.0 1038.3 1190.5 1344.5
SD 151.3 96.3 78.1 75.8
p value 0.0005
Stat (/THC) bl
p value 0.0401
Stat (/TcR) *
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7.34. Pourcentage d’expression de I’'lL-2 chez les T-CD4s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 1.7 0.9 1.4 0.7
2 2.6 1.8 37 4.1
3 0.9 0.9 1.5 1.2
4 1.2 0.7 1.4 11
5 1.7 1 1.7 1.9
6 1.8 1.7 3.6 5.6
mean 1.7 1.2 2.2 24
SD 0.6 0.5 1.1 2.0
p value 0.6034
Stat (/THC) ns
p value 0.1338
Stat (/TcR) ns

7.35. MFI d’expression de I’'lL-2 chez les T-CD4s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 441 436 410 380
2 424 394 397 380
3 413 411 414 398
4 379 390 399 383
5 414 371 392 389
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6 381 368 381 368
mean 408.7 395.0 398.8 383.0
SD 24.4 25.6 12.0 10.0
p value 0.0065
Stat (/THC) *
p value 0.2818
Stat (/TcR) ns

7.36. Pourcentage d’expression de la GrzB chez les T-CD4s totales

24h
NA TcR
NT THC NT THC
1 6.2 6.7 10.1 9.4
2 2.3 2.5 22.7 6.1
3 13.2 12.4 15.2 9.8
4 3.5 3.9 9.2 4.2
5 8.8 8.5 21.2 135
6 4 4.3 17.3 9.3
mean 6.3 6.4 16.0 8.7
SD 4.1 3.6 5.6 3.2
p value 0.0203
Stat (/THC) @
p value 0.0198
Stat (/TcR) *

7.37.MFI d’expression de la GrzB chez les T-CD4s totales
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NA TcR
NT THC NT THC
1 2929 3079 5490 4344
2 5404 5511 2678 5022
3 5850 7720 6368 7777
4 4932 4776 4777 6136
5 4511 4961 3551 4497
6 3902 5433 5251 5798
mean 4588.0 5246.7 4685.8 5595.7
SD 1058.8 1498.3 1350.8 1280.2
p value 0.1156
Stat (/THC) ns
p value 0.9016
Stat (/TcR) ns

7.38. Pourcentage d’expression de la Prf chez les T-CD4s totales

NA TcR

NT THC NT THC

1 17.6 20.3 42.8 31.6
2 18.6 16.5 46.2 441

3 20.2 22.7 38.9 36.5
4 19.4 14.1 45.8 39.4
5 24.5 254 40.3 48.4
6 17.9 23.8 38.1 49.5
mean 19.7 20.5 42.0 41.6
SD 2.5 4.4 3.5 7.0
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p value 0.9067
Stat (/THC) ns

p value <0.0001
Stat (/TcR) i

7.39. MFI d’expression de la Prf chez les T-CD4s totales

NA TcR
NT THC NT THC
1 717 702 756 722
2 750 732 745 743
3 722 759 772 776
4 736 708 751 734
5 747 715 734 756
6 744 742 736 763
mean 736.0 726.3 749.0 749.0
SD 13.7 21.9 14.1 19.8
p value 0.9999
Stat (/THC) ns
p value 0.2820
Stat (/TcR) ns

7.40. MFI de positivité du CPT1la chez les T-CD8s totales

NA TcR
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NT THC NT THC

1 2666 2631 3444 2296

2 2488 2211 3361 3006

3 2202 2608 2863 2257

4 2173 2138 2633 2385

5 2388 2436 2898 2701

6 2503 2044 3223 2665
mean 2403.3 2344.7 3070.3 2551.7
SD 173.2 227.5 291.9 265.1
p value 0.6472 0.0149

Stat (/THC) ns *
p value 0.0001
Stat (/Act) feied

7.41. MFI de positivité du CPT1a chez les T-CD4s mémoires

NA TcR
NA-NT THC TCR-NT | TCR-THC

1 2862 2604 3400 2580
2 2408 2200 3350 3055
3 2200 2621 3076 2386
4 2245 2256 2790 2534
5 2268 2374 2952 2660
6 2685 2223 3390 2810

mean 2444.7 2379.7 3159.7 2670.8
SD 246.4 173.5 235.9 214.2

p value 0.6315 0.0042

(/?Lact:) L= -
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p value

0.0001

Stat (/Act)
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