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Approches moleculaires
de I'action des opiaces

Les effets cellulaires des opiacés sont souvent opposés
selon que le traitement est aigu ou chronique : la liaison
des opiacés a leurs récepteurs pour une courte durée inhi-
be I'activité adénylyl cyclasique ; en revanche, la stimulation
chronique entraine un découplage entre les récepteurs des
opiacés et les protéines G, avec augmentation paradoxale
de l'activité adénylyl cyclasique. Les canaux calcium et
potassium et la phosphorylation de protéines (les morphine
cAMP regulated phosphoproteins ou MARPP, la cAMP respon-
sive element binding protein ou CREB, et les synapsines) sont
aussi affectés différemment selon que les opiacés sont
appliqués de maniére aigué ou chronique. En outre, la sti-
mulation chronique des récepteurs des opiacés produit a
long terme des modifications de l'expression d'un grand
nombre d'ARN messagers et de protéines. Dans ces phéno-
menes adaptatifs, ’AMPc et le calcium seraient les seconds
messagers aboutissant a la phosphorylation du facteur de
transcription CREB par la protéine kinase A et a celle de
protéines encore inconnues par la protéine kinase C (troi-
siemes messagers). Ces modifications convergeraient vers
la stimulation de geénes de réponse immédiate, tel cfos
(quatriemes messagers), qui seraient des maitres-commuta-
teurs des modifications cellulaires profondes et persis-
tantes a la base du phénomene de dépendance aux opiaces.

‘usage de I'opium et de ses
dérivés, les opiacés, est
ancestral. De I'opium,
connu depuis plus de
2000 ans, a été isolé un alca-
loide, la morphine qui en constitue
I'un des principaux composés actifs.
Les opiacés alcaloides agissent sur
des récepteurs spécifiques au méme

titre que les peptides dits opiacés
endogenes. Ceux-ci sont répartis en
trois familles, les endorphines, les
enképhalines et les dynorphines, et
sont produits dans des neurones, des
cellules nerveuses sécrétrices et des
cellules endocrines. Trois grands
types de récepteurs des opiacés, 3, |t
et x, ont été décrits en fonction de
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leurs propriétés pharmacologiques
et de leur localisation. Récemment,
les ADNc codant pour ces récepteurs
ont été isolés (type 6: [1, 2] ; type u:
(3] ; type k: [4]). De la séquence en
acides aminés a été déduite la struc-
ture secondaire comprenant sept tra-
versées membranaires, qui est carac-
téristique des membres de la
superfamille des récepteurs couplés
aux protéines G.

Les opiacés exogenes (alcaloides ou
peptides de synthése) ainsi que les
peptides opiacés endogenes se lient
a leurs récepteurs sur la face externe
de la membrane cellulaire et acti-
vent des protéines G situées sur la
face interne de la membrane cellu-
laire. Les protéines G activent ou
inhibent des systemes effecteurs tels
que l’adénylyl cyclase ou divers
canaux ioniques. Les agonistes opia-
cés, exogenes ou endogénes, exer-
cent leurs effets analgésiques en atté-
nuant la libération de neuromé-
diateurs dans la moelle épiniére
comme dans le systéme nerveux cen-
tral. Cette action, a court terme, des
dérivés de la morphine s’accom-
pagne d’un phénoméne de toléran-
ce, c’est-a-dire de la nécessité d’une
dose plus élevée d’opiacés lors
d’administrations répétées pour
obtenir le méme effet. A plus long

terme apparait le phénoméne de
dépendance, c’est-a-dire 'apparition
d’un manque, tant psychique que
physique, a I'arrét de 1’administra-
tion. Ces deux phénomeénes, toléran-
ce puis dépendance, ne sont pas for-
cément reliés de facon causale.

En raison de I'importance clinique
et sociale de I'utilisation des morphi-
niques, de nombreux travaux ont été
entrepris, chez 'animal, pour mieux
comprendre, et éventuellement
controler, les phénomeénes de tolé-
rance et de dépendance [5, 6]. Les
auteurs ont utilisé des lignées cellu-
laires en culture (hybrides neuroblas-
tome-gliome NG108-15, neuroblasto-
me SH-SYbY, cellules de la glande
pituitaire 7315c), des cellules en cul-
ture primaire (cellules de striatum,
de moelle épiniére ou de ganglion
de racine dorsale) ou bien ont porté
leur attention sur des structures par-
ticuliéres du cerveau. Au premier
rang, le locus coeruleus, principal
amas de neurones noradrénergiques
du systéme nerveux central, a fait
I’objet des nombreux travaux de
Nestler et de ses collaborateurs [7].
Les modifications observées au
niveau cellulaire sont multiples et
souvent opposées selon que le traite-
ment aux opiacés est aigu ou chro-
nique. De plus, la stimulation chro-

Tableau |
LES EFFETS AIGUS ET CHRONIQUES DES OPIACES
SUR LES PROPRIETES DES NEURONES
Effets aigus Effets chroniques
Activité adénylyl cyclase diminution augmentation*
Activité PKA diminution augmentation
Fréquence d'activation diminution niveau de base
Inward rectifying potassium
channels ouverture faible ouverture
Canaux calcium dépendants fermeture nd
du voltage de type-N
Phosphorylation de protéines
MARPP diminution augmentation
CREB diminution sans effet
Synapsines diminution augmentation

* Dans le locus coeruleus. Observé lors de la précipitation du sevrage dans les cellules NG 108-15.

PKA : cAMP dependent protein kinase

MARPP : morphine and cAMP regulated phosphoproteins

CREB: cAMP responsive element binding protein
nd : non déterminé
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nique des récepteurs produit des
changements a long terme tels que
des modifications de 'expression de
multiples génes. Ces événements,
associés a la plasticité neuronale, per-
mettraient a la cellule de s’adapter a
un nouvel environnement. Ils consti-
tuent en tout cas un ensemble de
modifications profondes de la vie de
la cellule, modifications persistantes
qui n’ont pas leur équivalent en bio-
logie cellulaire.

Dans cette revue, nous avons choisi
de privilégier les effets moléculaires
des traitements aigus et des traite-
ments chroniques par les opiacés,
puis les effets induits par les opiacés
sur I’expression de génes et sur la
synthése de protéines dans les neu-
rones pour discuter ensuite les méca-
nismes mis en jeu dans ces événe-
ments. Nous n’aborderons pas les
aspects comportementaux et le role
des «systémes de récompense ».

Les effets des opiacés
en traitement aigu

et chronique.

Leurs oppositions

La liaison des opiacés sur leurs
récepteurs, pour une durée de
I’ordre de la minute (stimulation
aigué), conduit a I'inhibition de
I’activité adénylyl cyclasique, c’est-a-
dire a une diminution de la synthése
du second messager, 'AMP cyclique
(AMPc) (figure 1A). En revanche la
stimulation des récepteurs pendant
une longue durée (12 heures et au-
dela) (stimulation chronique)
entraine un emballement de toute la
voie de ’'AMP cyclique qui s’exprime
lorsque la stimulation par les opiacés
est interrompue. Les canaux
ioniques et la phosphorylation de
protéines sont également affectés de
maniére différente selon que les
opiacés sont appliqués de maniére
aigué ou chronique.

Le couplage des récepteurs des opia-
cés aux protéines G

De multiples études utilisant la toxi-
ne de Bordetella pertussis et la toxine
cholérique ont démontré le role des
protéines G dans la transmission du
signal des opiacés. L’utilisation de
systémes reconstitués et d’anticorps

sélectifs des différentes sous-unités m——
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des protéines G ont permis d’identi-
fier les sous-unités o; et o, dans la
transmission du signal inhibiteur des
récepteurs vers I’adénylyl cyclase
(voir [8] pour une revue).

La stimulation aigué des trois types
de récepteurs conduit a I'inhibition
de I'adénylyl cyclase. Cet effet s’atté-
nue au cours du temps (tolérance)
et deux mécanismes peuvent I'expli-
quer: (1) le découplage des récep-
teurs aux protéines G, la phosphory-
lation des récepteurs et la
modification de protéines impli-
quées dans la désensibilisation des
récepteurs (f-arrestin et P-adrenergic
receptor kinase) seraient responsables
de ce découplage des récepteurs des
opiacés (voir [7] pour une revue).
(2) La diminution du nombre de
récepteurs serait due soit a un phé-
nomeéne d’internalisation, soit a un
changement de synthése ou de taux
de dégradation. Ces deux événe-
ments, découplage et internalisation,
sont distincts dans le temps. Le
découplage semble prendre place
avant la diminution du nombre de
récepteurs. L’événement initial de
tolérance aux opiacés pourrait donc
étre le découplage des récepteurs et
des protéines G et non la diminu-
tion du nombre de récepteurs [9].

L’activité adénylyl cyclasique

Dés 1973, Ho et al. [10] ont montré
que 'AMPc inhibait les effets analgé-
siques de la morphine et accélérait
le développement de la tolérance et
de la dépendance physique chez le
rat. La modulation du taux de for-
mation d’AMPc par les opiacés a été
proposée comme le mécanisme res-
ponsable de la réponse cellulaire et
des changements métaboliques
adaptatifs conduisant a la tolérance
et a la dépendance [11]. Des études
pharmacologiques détaillées ont
montré que les trois types de récep-
teurs des opiacés sont couplés néga-
tivement avec I’adénylyl cyclase
(voir[5] pour une revue). La pre-
miere étude moléculaire des effets
de la morphine sur la synthése
d’AMPc a été effectuée par Sharma
et al. [11] sur les cellules hybrides
neuroblastome-gliome NG108-15,
une lignée cellulaire exprimant
exclusivement le récepteur de type
8, au moins au stade actuel de nos
connaissances. Un traitement aigu

Figure 1. Les effets des opiacés en
traitements aigu et chronique. A.
Effets aigus. Le récepteur opiacé,
présent a la surface des cellules, est
activé par la fixation de son ligand.
Les protéines G relaient un signal
négatif vers l'adénylyl cyclase et les
canaux ioniques. L'activité adénylyl
cyclasique peut également étre
réglée, en théorie, par l'ion calcium
ou le complexe calcium-calmoduli-
ne. La régulation des protéines-
kinases PKA, PKC et peut étre PK
CaM conduit & des modifications de
la phosphorylation de protéines
cibles. B. Effets chroniques. Le
récepteur opiacé est découplé des
protéines G et l'activité adénylyl
cyclasique augmente. La régulation
de la protéine-kinase PKA par
I'AMPc, et peut-étre celle de la pro-
téine kinase PKC par le calcium,
conduiraient a des modifications de
l'expression de génes. Le facteur de
transcription CREB se lie a une
séquence CRE localisée dans la
région promotrice d'un géne. Sa
phosphorylation change la confor-
mation de CREB et augmente ainsi
I'activité du promoteur. Le calcium,
et peut étre la protéine-kinase PKC,
sont impliqués dans la régulation de
la transcription via I'élément CaRE.
La transcription du geéne c-fos, lui-
méme sous le contréle d'éléments
CRE et CaRE, pourrait étre réglé par
I'AMP cyclique et le calcium. La pro-
téine c-Fos forme un hétérodimere
avec un autre produit d’'un immedia-
te early gene tel que c-Jun. La liai-
son du dimére a une séquence AP1
localisée dans la région promotrice
d'un gene augmente l'activité de ce
promoteur. La protéine C/EBP se
fixe sur un site spécifique de liaison
et active la transcription de certains
genes. AMPc : AMP cyclique ; CaM :
calmoduline ; CaRE : calcium res-
ponsive element ; CRE : cAMP res-
ponsive element ; CREB : cAMP res-
ponsive element binding protein ;
Gi/o : protéine G inhibitrice ou zéro ;
PKA : protéine-kinase dépendante
de I'AMPc ; PKC : protéine-kinase
dépendante du diacylglycérol et du
calcium ; PK CaM : protéine-kinase
dépendante du complexe calcium-
calmoduline ; PENK : pro-enképhali-
ne; PDYN: pro-dynorphine ; MARPP:
morphine cAMP regulated phospho-
proteins.
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par la morphine diminue la synthése
d’AMPc, effet qui diminue lors d’un
traitement chronique. De plus le
sevrage a la morphine aprés un trai-
tement chronique produit un «effet
de rebond », c’est-a-dire une nette
augmentation de I'activité adénylyl
cyclase lors du retrait de la morphi-
ne. Nous avons obtenu des résultats
similaires a ceux de Sharma et al. (V.
Iourgenko et al., non publié ; voir
Tableau II).

Des effets comparables, moins spec-
taculaires, ont été décrits dans
d’autres lignées cellulaires. Les neu-
roblastomes humains SH-SYBY qui
expriment en plus grande quantité
les récepteurs de type B que de
typed, présentent une moindre inhi-
bition de I’activité adénylyl cycla-
sique aprés un traitement chronique
a la morphine comparé a un traite-
ment aigu [12]. Les cellules de glan-
de pituitaire 7315c qui expriment
une population homogene de récep-
teurs u ne présentent plus d’inhibi-
tion aprés un traitement chro-
nique [9]. Dans des cocultures de
cellules de moelle épiniére et de
ganglion de racine dorsale, un traite-
ment chronique avec des agonistes
des récepteurs de type x conduit a
une diminution de la réponse a ces
agonistes [13].

Qu’il s’agisse de I'inhibition de
I'adénylyl cyclase par un traitement
aigu, ou de 'augmentation lors du
phénomeéne de rebond, les pourcen-
tages de variation sont de faible
amplitude et n’atteignent jamais
100 %. Cela pourrait étre da a I'exis-

tence de plusieurs types d’adénylyl
cyclase. On en connait actuellement
au moins huit types [14] codés par
des genes différents [15] et dont les
régulations cellulaires sont variées et
spécifiques (sensibilité au calcium,
au complexe calcium-calmoduline,
aux protéine-kinases, et aux sous-uni-
tés Py des protéines G [16]). On
peut raisonnablement penser qu’un
type d’adénylyl cyclase est préféren-
tiellement couplé aux récepteurs des
opiacés et que seul ce type réagit
aux traitements ; les autres adénylyl
cyclases, ne variant pas, constitue-
raient un «bruit de fond» stable.
Aucune étude détaillée des diffé-
rents types d’adénylyl cyclase et de
leur proportion dans les différentes
lignées cellulaires utilisées n’a été
faite a ce jour.

Il est en tout cas des plus vraisem-
blables qu'une augmentation vraie
de I'expression de I’adénylyl cyclase
contribue a I'augmentation de son
activité de base. Le sevrage de la cel-
lule fait apparaitre ce rebond, qui
n’est plus freiné, de I'activité de syn-
théese de I’AMPc. Deés lors, I'activa-
tion de la voie de signalisation de
I’AMPc, a l'origine du phénomene
de dépendance, expliquerait de
maniére simple la nécessité d’une
administration réitérée d’opiacés
pour maintenir la dépression de
’activité cyclasique.

En utilisant des préparations de
membranes de cerveau, Duman et al.
[17] ont montré qu’un agoniste
opiacé, le peptide de syntheése
DADLE (D-Ala-D-Leu-enképhaline),

Tableau Il

LES EFFETS AIGUS ET CHRONIQUES DE LA MORPHINE
SUR L'ACTIVITE DE L'ADENYLYL CYCLASE
DANS DES CELLULES NG108-15

Activité adénylyl cyclasique de base

Traitement aigu témoin morphine %
24 + 2 16 £ 1 -32

Traitement chronique  témoin naloxone %
et sevrage 20 1 27 + 2 + 33

L'activité adénylyl cyclasique dans les cellules NG108-15 est inhibée par un traitement aigu a la morphine (10
uM). L'activité adénylyl cyclasique est augmentée lors de la précipitation du sevrage (application de naloxone, 10
uM) sur les cellules prétraitées a la morphine (10 uM pendant 24 heures). La naloxone, un antagoniste de la
morphine, déplace la morphine de son site de liaison sur le récepteur, imitant ainsi le sevrage. L'activité adénylyl
oclasique a été déterminée dans des homogénats de cellules NG-108-15. Les résultats sont expmimés en pmoles
dAMP coyclique formés/minute/milligramme de protéine + SEM.
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en application aigué et in vitro, inhi-
be I'activité adénylyl cyclasique dans
les quatre structures étudiées, le
locus coeruleus, le raphé dorsal, le
cortex frontal et le néostriatum.
L’agoniste DADLE inhibe aussi
I'activité adénylyl cyclasique dans le
locus coeruleus provenant d’un ani-
mal préalablement traité a la mor-
phine. L’inhibition de I'activité adé-
nylyl cyclasique induite par la
stimulation des récepteurs des opia-
cés ne semble donc pas désensibili-
sée par un traitement chronique aux
opiacés. Ces résultats suggérent que
la tolérance aux opiacés ne serait
pas due a une perte de la capacité
d’inhiber I’adénylyl cyclase (désensi-
bilisation et internalisation des
récepteurs), mais plutét au fait que
les opiacés auraient une action para-
doxale sur la voie de signalisation de
I'AMP cyclique: inhibition aigué de
la cyclase via une protéine G, et aug-
mentation chronique de sa synthése.

Les canaux potassium

Les opiacés ont une action inhibitri-
ce sur l'activité électrique des neu-
rones. Les opiacés induisent une
augmentation de la conductance au
potassium, en agissant sur les inward
rectifying potassium channels, qui pro-
voque une hyperpolarisation de la
membrane de la cellule [18]. Le
couplage des récepteurs des opiacés
aux canaux potassium s’effectue par
I'intermédiaire de protéines G ; ce
couplage est bloqué par la toxine de
Bordetella pertussis et restauré par
I'addition de protéines G purifiées.
[’hypothése de ce mécanisme est
renforcée par le fait que le couplage
n’est pas affecté par la forskoline ou
par des analogues de I’AMPc. Chez
des rats traités de maniére chro-
nique, les effets des opiacés sur les
canaux potassium sont moins mar-
qués que chez des rats témoins. Ces
résultats ont été expliqués par une
diminution de l'efficacité du coupla-
ge des récepteurs des opiacés aux
protéines G et par la diminution du
nombre de récepteurs [19].

Les canaux calciques et le métabolis-
me du calcium

Par sa fonction dans la transmission
de signal, le calcium est considéré
comme un second messager, au
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méme titre que ’AMPc. La concen-
tration intracellulaire de calcium
dépend a la fois de son propre
influx a travers la membrane plas-
mique et de sa libération ou capture
par les compartiments de stockage
intracellulaire. La modulation de la
concentration intracellulaire de cal-
cium pourrait représenter un élé-
ment critique dans les effets des
opiacés. La conductance du calcium
(a travers la membrane plasmique)
est réduite par ’activation des récep-
teurs des opiacés. En analysant des
canaux calciques isolés, a I’aide de la
technique du patch clamp, sur des
neurones de plexus sous-muqueux,
Shen et al. [19] ont déterminé que
les opiacés agissent sélectivement sur
les canaux de type N dépendants du
voltage. La fermeture de ces canaux
s’effectue par I'intermédiaire de pro-
téines G, mais ne nécessite aucun
second messager diffusible [18].
L’effet inhibiteur des opiacés sur les
courants calciques dépendants du
voltage réduirait la concentration de
calcium dans les terminaisons synap-
tiques. Cette réduction serait respon-
sable de l'inhibition présynaptique
de la libération de neurotransmet-
teurs, I’action des opiacés la plus lar-
gement décrite. Pour deux raisons
cette hypothése n’est pas entiére-
ment satisfaisante. Tout d’abord,
I'inhibition du courant calcium par
les opiacés n’est jamais totale alors
que la libération des neurotransmet-
teurs est complétement bloquée par
les opiacés. Ensuite, la libération
présynaptique des neurotransmet-
teurs n'est pas sensible a la toxine de
pertussis alors que l’'inhibition du
courant calcium l'est [18].

De récents travaux ont montré que
les opiacés induisent une augmenta-
tion de la concentration intracellu-
laire globale de calcium. Ces résul-
tats sont contradictoires avec
I'inhibition par les opiacés des
canaux calciques de type N dépen-
dants du voltage. L’application sur
des cellules NG108-15 du peptide
endogéne, leucine-enképhaline, ou
du peptide de synthése DADLE,
induit une large augmentation de la
concentration intracellulaire du cal-
cium [19-23].

Les effets des opiacés sur la concen-
tration intracellulaire de calcium
sont différents selon que les cellules
ont été préalablement traitées par la

morphine (effet chronique) ou non
(effet aigu). A I'aide d’une tech-
nique de microfluorimétrie utilisant
la sonde fura-2 comme un indicateur
de la concentration intracellulaire
de calcium, nous avons montré que
I’addition de morphine a des cel-
lules NG108-15 conduisait a une
augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium. Cette aug-
mentation est plus prononcée
lorsque les cellules sont prétraitées
avec la morphine pendant 24 heures
(figure 2). La provenance du calcium
et le mécanisme mis en jeu sont
encore inconnus. Cependant il se
pourrait qu’une augmentation du
calcium intracellulaire dans des cel-
lules traitées par la morphine repré-
sente un mécanisme additionnel de
sensibilisation aux opiacés.

Le calcium pourrait aussi jouer un
role dans la modulation par les opia-
cés de l'activité de ’adénylyl cyclase.
L’activité de certains types d’adénylyl
cyclase est modulée par le calcium.
Le complexe calcium-calmoduline
stimule 1’activité des adénylyl
cyclases de type I, III et VIII. A des
concentrations micromolaires, le cal-
cium inhibe I’activité des adénylyl
cyclases de type V et VI. Il est donc
probable que les effets du calcium
varient selon le ou les types d’adény-
lyl cyclase exprimés dans la cellule.
Comme les cellules NG108-15 expri-
ment en majorité ’adénylyl cyclase
de type VI (V. lourgenko et al., non
publié), I'inhibition de I’activité adé-
nylyl cyclasique induite par un traite-
ment aigu pourrait, au moins en
partie, étre sous le contréle du cal-
cium. On ne sait pas quel type
d’activité adénylyl cyclasique est aug-
menté lors du traitement chronique.
Dans ce cas, une adénylyl cyclase,
sensible au complexe calcium-calmo-
duline et exprimée essentiellement
dans le syst¢tme nerveux central,
pourrait étre activée par une aug-
mentation de la concentration intra-
cellulaire de calcium. Ces hypotheses
nécessitent une meilleure connais-
sance de la répartition des différents
types d’adénylyl cyclase dans les
divers types cellulaires et leur impli-
cation dans les différentes voies de
signalisation. Cette étude est actuel-
lement en cours dans notre labora-
toire. Ainsi, une meilleure connais-
sance des mécanismes d’action des

opiacés sur le métabolisme du cal- e——
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Figure 2. Comparaison des effets de la morphine (10uM), en application
aigué sur la concentration intracellulaire de calcium de cellules NG 108-15
«naives », ou prétraitées pendant 24 heures avec 10 uM de morphine. On
constate que l'effet positif de la morphine en administration aigué sur la
quantité de calcium cytoplasmique, mesuré par une technique de micros-
pectrofluorimétrie utilisant la sonde fluorescente fura-2, est plus important

avec les cellules prétraitées.

cium devrait apporter une meilleure
compréhension des phénomeénes de
tolérance et de dépendance aux
opiacés.

La phosphorylation des protéines

Les opiacés modifient le taux de
phosphorylation de nombreuses pro-
téines (figure 1A). La modulation de
l'activité de la PKA, protéine-kinase
dépendante de I’AMPc, et de la
PKC, protéine-kinase dépendante du
diacylglycérol et du calcium, est vrai-
semblablement responsable de ces
effets. Un traitement chronique par
la morphine induit une augmenta-
tion de I'activité PKA dans le locus
coeruleus [24]. L’ester de phorbol,
un activateur de la PKC, atténue
I’inhibition de I’activité adénylyl
cyclasique par I'activation des récep-
teurs des opiacés [25]. De nom-
breuses protéines sont phosphory-
lées de maniére différentielle par
des traitements aigus ou chroniques.

Les MARPP (morphine cAMP regulated
phosphoproteins), identifiées dans le
locus coeruleus, présentent une
diminution du taux de phosphoryla-
tion aprés un traitement aigu a la
morphine et une augmentation
aprés un traitement chronique [26].
De méme un traitement aigu a la
morphine diminue le taux de phos-
phorylation de la protéine CREB
(cAMP responsive element binding pro-
tein) dans le locus coeruleus, alors
qu’un traitement chronique semble
sans effet [27].

Les synapsines constituent un grou-
pe de quatre protéines associées aux
petites vésicules synaptiques et
jouent un roéle particulierement
important dans la libération des neu-
romédiateurs. En effet, quand elles
sont phosphorylées sous I'effet de la
PKA et des protéine-kinases dépen-
dantes du complexe calcium-calmo-
duline, elles ne se lient plus aux
microtubules, mais peuvent migrer
vers la membrane cellulaire et
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contribuer a la libération de neuro-
médiateurs. La phosphorylation des
synapsines, controlée par les messa-
gers secondaires (AMPc et calcium),
joue donc un roéle clef dans la régu-
lation de la libération des neuro-
transmetteurs. Cette phosphoryla-
tion est diminuée lors de la
stimulation des récepteurs des opia-
cés. En revanche, I'effet est inversé
aprés une stimulation chronique de
ces récepteurs [28, 29]. La modula-
tion de la phosphorylation des
synapsines pourrait donc étre mise
en jeu dans I'action des opiacés sur
la libération des neurotransmetteurs.

I L'expression des génes

Un traitement chronique par les
opiacés entraine donc, de maniere
apparemment paradoxale, une aug-
mentation de l'activité de I’adénylyl
cyclase et de la PKA, et donc une
augmentation de la phosphorylation
dépendante de 'AMPc. Ces change-
ments, qui interviennent a long
terme (12 heures et plus), nécessi-
tent la synthese d’ARN messagers et
de protéines. Dés 1975, Sharma et al.
[11] avaient montré que I'augmenta-
tion de l'activité adénylyl cyclasique

consécutive a un traitement chro-
nique par la morphine, était blo-
quée par un inhibiteur de la synthe-
se protéique. On sait maintenant
que I’expression de plusieurs ARN
messagers et protéines est modifiée
par un traitement chronique aux
opiacés (Tableau I1I).

Immediate early genes, cfos

La mise en jeu des IEG (immediate
early genes) a été suggérée par Hay-
ward et al. [30] et par Chang et Har-
lan [31]. Ces auteurs ont montré
qu’un traitement aigu par les opia-
cés diminuait I’expression de la pro-
téine c-Fos. Le sevrage des animaux
dépendants induit une large aug-
mentation de la quantité de cette
protéine [32]. Ces effets ont été
observés dans des régions précises
du cerveau comme le locus coeru-
leus et I’hypothalamus. Récemment
a été observée I'augmentation du
taux d’ARN messager cfos dans le
striatum et les cellules NG108-15 a la
fois aprés traitement chronique et
apres sevrage [33]. Ainsi la modula-
tion de l'expression de la protéine
cfos pourrait constituer un élément
de la cascade de messagers couplant

DE PROTEINES ET DE LEURS ARN

Tableau I
LES EFFETS CHRONIQUES DES OPIACES SUR LES TAUX

MESSAGERS DANS LES NEURONES

Taux d'ARN
messagers

Taux de
protéines

Sous-unités des protéines
G

MQOQ

=R

Adénylyl cyclase
Synapsines
c-Fos
Proenképhaline
Prodynorphine
Récepteurs des opiacés
OBCAM
Canaux potassium
dépendants du voltage

dim

augmentation
augmentation

augmentation
augmentation

diminution diminution
augmentation nd
nd augmentation
augmentation nd
inution localisée* nd
nd diminution
nd diminution
diminution nd
diminution nd
nd diminution

* Augmentation localisée lors du sevrage
OBCAM : opioid binding cell adhesion molecule
nd: non déterminé
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les récepteurs des opiacés a I’expres-
sion de génes.

Les protéines G

L'expression des protéines G, I'élé-
ment de couplage des récepteurs des
opiacés aux systémes effecteurs, est
affectée lors de traitements prolon-
gés par les opiacés. La concentration
d’ARN messager codant pour les
protéines G, et la concentration des
protéines G ellesmémes, sont modi-
fiées. Actuellement il n’est pas pos-
sible de prédire si les quantités de
protéines G seront augmentées,
diminuées ou non affectées, selon le
type de récepteur stimulé et le tissu
étudié. L’addition chronique d’opia-
cés a des cocultures de neurones de
moelle épiniére et de ganglions de
racine dorsale conduit a une dimi-
nution de la concentration des sous-
unités o; de 60 a 70 % alors que la
concentration des sous-unités o,
n’est pas modifiée [16]. Dans des
neurones de striatum en culture pri-
maire ayant subi un traitement chro-
nique a la morphine, la quantité des
sous-unités o; est légerement dimi-
nuée (16 %) et la quantité des sous-
unités o, est augmentée de plus de
50 % [34]. Des résultats opposés ont
été observés dans le locus coeruleus
de rats traités a la morphine pen-
dant cinq jours [35] et dans le
plexus myentérique de cobaye [36]:
la concentration des sous-unités Q.
et o; était augmentée et la concen-
tration des sous-unités o, était dimi-
nuée. En revanche, dans les cellules
NGI108-15, aucun changement de la
concentration des sous-unités o, et
o, n'a été observé [37]. La quantité
de la sous-unité f des protéines G
est, elle aussi, augmentée par un
traitement chronique aux opiacés
[36]. Une telle augmentation pour-
rait réduire la concentration de la
forme libre des sous-unités o, c’est-a-
dire la forme active, et ainsi dimi-
nuer I’efficacité de couplage entre
récepteurs et effecteurs. Des change-
ments des taux d’ARN messager
codant pour les sous-unités o par
des traitements chroniques a la mor-
phine ont également été décrits.
Bien que contradictoires, ces obser-
vations suggérent que la stimulation
chronique des récepteurs des opia-
cés altére la concentration des diffé-

rentes sous-unités des protéines G. m—

1123



I
1124

REFERENCES cmm—

44. Romualdi P, Lesa G, Ferri S. Chronic

opiate agonists down-regulate prodynor-
in gene expression in rat brain. Brain
1951 ; 563 : 1326,

45. Hollt V, Haarmann I. Corticotropin-
releasing factor differentially regulates pro-
opiomelanocortin_messenger ribonucleic
acid levels in anterior as compared to inter-
mediate pituitary lobes of rats. Biochem Bio-
phys Res Commun 1985 ; 124 : 407-15.

46. Roberts JL, Levin N, Lorangf]R, Lund-
blad S, Blum M. Regulation of pituitary
E{roopiomelanocortin gene expression, In :
erz A, ed. Opioid 1, vol. 104/1. Berlin Hei-
delberg : Springer-Verlag, 1993 : 347-77.

47. Kley N, Loeffler JP, Pittius CW, Holle V.
Proenkephalin A gene expression in bovi-
ne adrenal chromaffin cells is regulated by
changes in electrical activity. EMBO J 1986 -;
5: 9()57-70.

48. Waschek JA, Dave JR, Eskay RL,
Eiden LE. Barium distinguishes separate
calcium targets for synthesis and secretion
of peptides in neuroendocrine cells. Bio-
chem Biophys Res Commun 1987 ; 146 : 495-
501.

49. Hyman SE, Comb M, Pearlberg ],

Goodman HM. An AP-2 element acts syner-

gistically with the cyclic AMP- and phorbol

ester-inducible enhancer of the human

groenkephalin gene. Mol Cell Biol 1989 ; 9 :
21-4.

50. MacArthur L, Koller K], Eiden LE.
Enkephalin gene transcription in bovine
chromaffin cells is regulated by calcium
and protein kinase A signal transduction
pathways: identification of DNase I-hyper-
sensitivity sites. Mol Pharmacol 1993; 44 :
545-51.

51. Schofield PR, McFarland KC, Hayflick
JS, et al. Molecular characterization of a
new immunoglobulin superfamily protein
with potential roles in opioid binding and
cell contact. EMBO J 1989 ; 8 : 489-95.

52. Lane CM, Elde R, Lee NM, Loh HH.
Regulation of an opioid-binding protein in
NG108-15 cells parallels regulation of &
opioid receptors. Proc Natl Acad Sci USA
1992 ; 89 : 11234-8.

53. Govitrapong P, Zhang X, Loh HH,
Lee NM. Transf%ction of NG108-15 cells
with antisense opioid-binding cell adhesion
molecule cDNA alters opioid receptor-y-
{)rotein interaction. J Biol Chem 1993 ; 268 :
8280-5.

54. Montminy MR, Gonzalez GA, Yamamo-
to KK. Regulation of cAMP-inducible genes
by CREB. Trends Neurosci 1990 ; 13 : 184-8.

55. Sheng M, Dougan ST, McFadden G,
Greenberg ME. Calcium and growth factor
pathways of c/fos transcriptional activation
require distinct upstream regulatory
sequences. Mol Cell Biol 1988 ; 8 : 2787-96.

56. O'Brien CP. Opioid addiction. In :
Herz A, ed. Opioid 1], vol. 104/11. Berlin
Heidelberg : Springer-Verlag, 1993 : 803-23.

Ces effets pourraient refléter une
réponse adaptative de la cellule a un
traitement prolongé aux opiacés.

L’adénylyl cyclase

Bien que les effets des opiacés sur
I'activité de I’adénylyl cyclase aient
été largement étudiés, leur influence
sur I’expression des adénylyl cyclases
n’avait jusqu’alors pas été abordée.
Il est concevable que I’'augmentation
de l'activité de base de I’adénylyl
cyclase observée lors de traitements
chroniques a la morphine et lors de
la précipitation du sevrage soit due,
en partie, a une augmentation de
I’expression de I’adénylyl cyclase.
Une étude récente, faite en collabo-
ration avec le groupe de B. Roques
(INSERM U. 266) et utilisant I’hybri-
dation in situ, nous a montré qu’un
traitement chronique a la morphine
chez la souris entrainait une aug-
mentation du taux d’ARN messager
codant pour l’adénylyl cyclase de
type VIII [38, 39). Cet effet a été
observé dans le noyau basolatéral de
I'amygdale, le noyau thalamique et
le locus coeruleus [40]. L’augmenta-
tion de I'expression de I’adénylyl
cyclase de type VIII a été corrélée
avec I’apparition des manifestations
comportementales du syndrome de
sevrage a la morphine. Ces résultats
présentent la premiére preuve expé-
rimentale montrant que le traite-
ment chronique par la morphine
induit une augmentation de
I’expression du geéne d’un type
d’adénylyl cyclase. Il sera intéressant
d’étendre cette étude aux autres
types d’adénylyl cyclase.

Les canaux potassium dépendants
du voltage

Les effets inhibiteurs des opiacés sur
I'activité neuronale sont induits, au
moins en partie, par une augmen-
tion de la conductance au potas-
sium. Une application prolongée
d’opiacés produit une moindre aug-
mentation de la conductance.
Récemment, Mackler et Eberwi-
ne [33] ont rapporté une diminution
de I’expression des canaux potas-
sium dépendants du voltage dans le
striatum et les cellules NG108-15 lors
d’un traitement chronique. Un
moindre taux d’ARN messager
codant pour les canaux potassium

voltage dépendants conduirait a une
réduction du nombre de canaux
potassium présents dans la membra-
ne cellulaire. Cette observation pour-
rait expliquer certaines différences
entre un traitement aigu et un traite-
ment chronique.

Les synapsines

La stimulation chronique des récep-
teurs des opiacés conduit non seule-
ment a I'augmentation du taux de
phosphorylation des synapsines, mais
également a ’augmentation de la
quantité de protéines [41]. Il est pro-
bable que les changements d’expres-
sion et de phosphorylation des
synapsines sont étroitement liés aux
effets des opiacés sur la libération de
neurotransmetteurs, bien qu’aucune
donnée expérimentale directe n’ait
conforté cette hypotheése.

Les peptides opiacés

Les peptides opiacés endogénes chez
les mammiféres sont codés par trois
geénes. Le geéne pro-opiomélanocorti-
ne (POMC) est traduit en une protéi-
ne, elle méme clivée en plusieurs
peptides biologiquement actifs, la B-
endorphine et les melanocyte-stimula-
ting-hormones. Le gene pro-enképhali-
ne (PENK) est traduit en une
protéine qui conduit a quatre copies
de met-enképhaline et une copie de
leu-enképhaline, de I’'heptapeptide
met-enképhaline-arg-phe et de
I'octopeptide met-enképhaline-arg-
gly (ou -ser) -leu. Le géne pro-dynor-
phine (PDYN) est traduit en o néo-
endorphine et en dynorphine A et
dynorphine B [42]. L’expression des
genes codant pour les peptides opia-
cés endogenes est modifiée lors de
traitements par des opiacés (non
endogenes). En effet, un traitement
chronique réduit le taux d’ARN mes-
sager des geénes PENK [43), PDYN
[44] et POMC [45]. La transcription
des génes des peptides opiacés est
controlée par plusieurs facteurs et
en particulier par I’AMPc. La
concentration en ARN messager des
genes POMC et PENK est augmentée
par activation de I'adénylyl cyclase
ou de la PKA [46]. La région en 5’
du géne POMC contient une séquen-
ce CRE (cAMP responsive element) qui
pourrait expliquer I’'induction de
I'expression par I'’AMPc. La protéine
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CREB phosphorylée par la PKA, se
lie sur la séquence CRE et stimule
I’expression du géne. L’ion calcium
est un autre facteur régulateur de
I'expression de ces genes. Il a été
montré que des changements de la
concentration intracellulaire de cal-
cium affectent I’expression des
geénes des peptides opiacés. L’expres-
sion du géne PENK est diminuée par
les inhibiteurs des canaux calciques,
alors qu’elle est augmentée par la
stimulation de P'activité électrique,
induisant un influx de calcium [47,
48]. De plus, I'activation de la pro-
téine-kinase C, dépendante du cal-
cium, augmente l’expression du
geéne PENK

La stimulation chronique des récep-
teurs des opiacés qui augmente les
concentrations intracellulaires de
deux seconds messagers, AMPc et
calcium, conduit cependant a I'inhi-
bition de I’expression des génes
codant pour les peptides opiacés.
Cette inhibition pourrait étre le pro-
duit d’une interaction entre les voies
de signalisation de 'AMPc et du cal-
cium. Les mécanismes pouvant étre
mis en jeu dans une telle interaction
ne sont pas encore connus; cepen-
dant, des éléments régulateurs de la
transcription, répondant a la fois a
I’AMPc et au calcium, ont été identi-
fiés dans le promoteur du géne
PENK chez I'homme [49] et du géne
PENK isolé a partir des cellules chro-
maffines bovines [50]. Il serait inté-
ressant de déterminer si un traite-
ment a la morphine induit une
augmentation d’AMP cyclique et de
calcium dans les régions ou une
diminution de l'’expression des
genes des peptides opiacés a été
observée.

Les récepteurs des opiacés

La désensibilisation des récepteurs
des opiacés observée aprés un traite-
ment prolongé aux opiacés a été
associée a une diminution du
nombre de récepteurs. Le mécanis-
me responsable de la réduction de
la densité de récepteurs pourrait
impliquer le regroupement et
I'internalisation des récepteurs par
endocytose. L’existence de modifica-
tions du taux de transcription des
geénes des récepteurs des opiacés n’a
pas encore été démontrée. Le récent
clonage des ADNc codant pour les
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trois récepteurs [1-4] devrait per-
mettre d’élucider le mécanisme de
ces régulations.

Opioid-binding cell adhesion molecule
(OBCAM)

Il s’agit d’une nouvelle protéine,
liant les opiacés, et dont ’ADNc
vient d’étre cloné [51]. L’analyse de
sa séquence en acides aminés a per-
mis de prédire que la OBCAM serait
une glycoprotéine localisée a la sur-
face extracellulaire de la membrane
plasmique. Cette protéine posséde a
son extrémité C-terminale une
région hydrophobe caractéristique
d’un domaine d’ancrage membra-
naire. Sa séquence présente des
homologies avec les membres de la
superfamille des immunoglobulines,
et particulierement avec les molé-
cules d’adhérence cellulaire. Cette
protéine pourrait étre mise en jeu
dans la reconnaissance et I’adhéren-
ce cellulaire, et dans la liaison de
ligands peptidiques comme les opia-
cés endogeénes. Un traitement chro-
nique a la morphine diminue le
taux de protéine OBCAM dans les
cellules NG108-15 [52]. De plus, la
transfection de ces cellules avec des
ADNCc antisens anti-OBCAM altere le
couplage entre les récepteurs des
opiacés, les protéines G et I'adénylyl
cyclase [53]. Cette protéine pourrait
jouer un rdéle dans le couplage des
récepteurs aux protéines G. Des
variations de son expression pour-
raient donc constituer un élément
régulateur des effets des opiacés.

Les changements d’expression de
I’ensemble de ces protéines, corres-
pondant a une adaptation de la cel-
lule a la stimulation chronique des
récepteurs des opiacés, pourraient
impliquer différents mécanismes tels
que la régulation de la demi-vie des
ARN messagers et des protéines.
Mais c’est la régulation de la trans-
cription des génes qui a été plus par-
ticulierement étudiée.

Les mécanismes

de régulation

de la transcription

mis en jeu par les opiacés

Un traitement chronique aux opia-
cés induit des changements de
I'expression de nombreux génes. A
I’heure actuelle, on implique des

modifications de la concentration en
AMPc a I'origine de toutes ces régu-
lations, en plus ou en moins, et cela
par I'intermédiaire de trois familles
de facteurs de transcription: les pro-
téines CREB, IEG et les protéines de
la famille C/EBP (CCAAT /enhancer-
binding protein). Mais les données
existantes sont encore bien fragmen-
taires.

La liaison d’un dimere de la protéi-
ne CREB sur une séquence CRE,
localisée dans la région promotrice
d’un géne, est nécessaire a la régula-
tion de I'activité de ce promoteur,
mais n’est pas suffisante. La phos-
phorylation de la protéine CREB
change la conformation de la molé-
cule permettant son interaction avec
le complexe d’initiation de la trans-
cription et ainsi l'activation de la
transcription [54]. La phosphoryla-
tion de la protéine CREB dépend de
la PKA qui est elle méme activée par
une augmentation de la concentra-
tion en AMPc. Toute variation de
I'activité adénylyl cyclasique pourrait
donc diminuer ou augmenter
I'expression des génes controlés par
la protéine CREB (figure 1B). Il est
intéressant de rappeler que la région
localisée en 5’ des génes POMC et
PENK, contient des séquences CRE
et que I'expression de PENK est inhi-
bée par les opiacés [46-49]. La loca-
lisation de séquences CRE dans les
régions promotrices de certains
genes apporte d’importants argu-
ments a I'hypothése d’une régula-
tion de I'expression de ces génes par
les opiacés.

L’expression de I'JEG cfos est sous le
controle d’éléments CRE. L’expres-
sion de c-Fos augmentée par l'activa-
tion de la protéine CREB représente
un élément de la cascade intracellu-
laire pouvant coupler les récepteurs
des opiacés aux régulations de
I’expression de multiples génes. La
protéine c-Fos forme des hétérodi-
meres avec d’autres proto-oncogenes
tels que cJun. Les dimeres se lient
aux sites API localisés dans les
domaines promoteurs des génes
régulés, augmentant ainsi l’activité
de ces promoteurs (figure IB).
L’expression de c¢fos est également
controlée par le calcium. Une
séquence d’ADN, le CaRE (calcium
responsive element), proche de la
séquence consensus CRE, et peut

étre méme confondue avec CRE, est on—
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impliquée dans l’activation de la
transcription de c¢-fos apreés stimula-
tion de canaux calcium dépendants
du voltage [55]. L’élément CaRE est
localisé en position — 60 du site
d’initiation de transcription de c¢-fos
dans les cellules PC12. Fonctionnel-
lement, CaRE et CRE sont équiva-
lents dans leur capacité a controler
I'expression de geénes en présence
de calcium.

Une diminution de l'expression de
cfos a été décrite dans deux struc-
tures du systéeme nerveux central, le
locus coeruleus et I’hypothalamus
[30, 31], lors de traitements aigus et
chroniques. On peut spéculer que
cet effet est dG aux diminutions suc-
cessives de l’activité adénylyl cycla-
sique, de la concentration d’AMP
cyclique, de I’activation de la protéi-
ne CREB et enfin de la transcription
du geéne c-fos. L’effet opposé inter-
vient lors du sevrage aux opiacés
durant lequel la synthése d’AMPc
augmente de méme que I'expression
de c-fos.

Enfin, la mise en jeu de protéines de
la famille des facteurs de transcrip-
tion C/EBP, éléments de la cascade
de transduction de signal de I’AMP
cyclique, a été récemment proposée
[8]. Un traitement chronique a la
morphine augmente 'activité de liai-
son du site C/EBP dans le locus coe-
ruleus. Ce résultat suggére que la
quantité d’'un ou plusieurs facteurs
de transcription de la famille C/EBP
est augmentée aprés un traitement
de longue durée a la morphine.

Les connaissances actuelles sur les
mécanismes régulateurs mis en jeu
par les opiacés sont peu dévelop-
pées. La découverte de nouveaux
facteurs de transcription répondant
a ’AMP cyclique et le décryptage
des mécanismes d’action de ces fac-
teurs conduiront a une meilleure
compréhension des phénoménes de
tolérance et de dépendance aux
opiacés.

I Conclusions

La modulation de I’expression de
génes induite par les opiacés
implique de nombreux facteurs de
transcription (CREB, c-Fos, c-Jun).
L’AMPc et le calcium constituent les
«seconds messagers» de I’action des
opiacés, la phosphorylation par la

s PKA de la protéine CREB, ou la
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phosphorylation par la PKC d’élé-
ments encore inconnus, seraient les
troisiémes messagers, et les génes de
réponse immédiate (IEG), comme ¢
fos, constitueraient les quatriémes
messagers (figure 1). Ce sont en effet
les modifications a long terme de
I'expression de nombreux genes qui
joueraient un roéle critique dans les
phénoménes de dépendance.
L’emballement chronique de nom-
breux éléments responsables de la
libération de neuromédiateurs
(synapsines, PKA, adénylyl cyclases,
etc.) rend compte du besoin absolu
des effets inhibiteurs aigus des mor-
phiniques pour revenir a un fonc-
tionnement normal du neurone. Ce
modéle est la généralisation de celui
de Sharma, Klee et Nirenberg
(1975) [11] proposé initialement
pour la seule activité adénylyl cycla-
sique. La compréhension des méca-
nismes mis en jeu dans ces phéno-
menes nécessitera 1’étude des
promoteurs impliqués dans la régu-
lation de I’expression de tous ces
genes. On n’est, a présent, qu’au
tout début d’une analyse moléculai-
re détaillée d’'un phénomene cellu-
laire, adaptatif, global de plasticité
neuronale. Parmis les questions qui
se posent a I'heure actuelle, on peut
citer: (1) La diminution aigué du
taux d’AMPc suffit-elle a rendre
compte de la cascade d’événements
a long terme? (2) Si les trois types
de récepteurs conduisent tous a une
diminution de ce taux, leurs effets a
long terme sont-ils les mémes ? (3)
Quel est le role des modifications du
Ca? intracellulaire? (4) Les opiacés
endogénes et exogénes ont-ils les
mémes effets a long terme ? De la
découverte d’une étape réellement
cruciale et limitante dans la mise en
jeu des effets des opiacés sur la cel-
lule, on peut espérer la mise au
point d’une thérapeutique appro-
priée, spécifique des états de dépen-
dance, qui pourrait remplacer les
traitements actuels [56] qu’ils soient
substitutifs (méthadone) ou palliatifs
(clonidine) W

Summary

Recent advances in the molecular
effects of opiates

Acute and chronic stimulation of
opiate receptors induce multiple
cellular modifications. Depending
on the duration of the stimula-
tion, acute or chronic, the effects
are often diametrically opposed.
Binding of opiates on their recep-
tors for a short period of time,
(acute stimulation), leads to inhi-
bition of adenylyl cyclase activity.
On the other hand, binding of
opiates on their receptors for a
long period of time, (chronic sti-
mulation), induces an increase in
adenylyl cyclase activity. Calcium
and potassium channels as well as
protein phosphorylation (morphi-
ne cAMP regulated phosphopro-
teins or MARPPs, cAMP responsi-
ve element binding protein or
CREB and synapsins) are also dif-
ferently affected depending on
the duration of the stimulation.
Chronic stimulation leads to long-
term changes such as modifica-
tions of messenger RNA and pro-
tein levels. The modulation of
gene expression induced by
opiates requires the transcription
factors CREB and c-Fos in order
to maintain cellular adaptation to
opiates. Cyclic AMP and calcium
would act as second messenger,
phosphorylation of CREB by pro-
tein kinase A or of unknown pro-
teins by protein kinase C as third
messenger and immediate early
genes such as ¢-fos would function
as fourth messenger. These modi-
fications would allow the cell to
adapt to a new environment and
play a key role in the dramatic,
protracted cellular modifications
involved 1n dependance to
opiates.

TIRES A PART e

J. Hanoune

m/sn° 11, vol. 10, novembre 94





