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MOTS CLES Résumé Les paralleles entre opiacés et cannabinoides sont nombreux. En effet, ces substances
exercent leurs effets pharmacologiques sur des récepteurs couplés aux protéines G et sont
capables de réguler de la méme maniere de nombreux effecteurs intracellulaires. De plus,
’utilisation de ces substances, en particulier dans le domaine du traitement de la douleur
(depuis longtemps pour les opiacés et en plein développement pour les cannabinoides), se
heurte a un probléme majeur qui est la survenue d’une tolérance lors d’un traitement prolongé.
Un des mécanismes a |’origine de cette tolérance serait |’existence d’une désensibilisation des

Opioides ;
Cannabinoides ;
Récepteurs couplés
aux protéines G ;
Désensibilisation ;

Tolérance ! anee : .
récepteurs. Cette revue va donc s’attacher a décrire les mécanismes moléculaires mis en jeu
dans la désensibilisation et a montrer comment les progrés réalisés sur la compréhension de
ces mécanismes ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques.
© 2009 Société de réanimation de langue francaise. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits
réservés.
Summary Opioids and cannabinoids share many properties. Consistently, these compounds
KEYWORDS exert their pharmacological effects by acting on G protein-coupled receptors and regulate
Opioids; the same intracellular effectors. Moreover, prolonged opioid (assessed since a long time)
Cannabinoids; and cannabinoid (more recently assessed) administration for analgesia may result in tole-
G protein-coupled rance. Mechanisms responsible for tolerance development include receptor desensitization.
receptor; This review will thus describe the molecular mechanisms of desensitization and show how better
Desensitization; understanding the mechanisms involved in tolerance may allow new therapeutic perspectives.
Tolerance © 2009 Société de réanimation de langue francaise. Published by Elsevier Masson SAS. All rights
reserved.
La tolérance que lon peut définir simplement comme
la diminution des effets d’une substance chimique ou
xénobiotique lors d’administrations répétées est néan-
Adresse e-mail : nicolas.marie@parisdescartes. fr. moins un phénoméne complexe, aussi bien au niveau de
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ses composantes que dans les mécanismes qui en sont a
Uorigine. En effet, lors d’un traitement prolongé par des
opiacés, la tolérance analgésique peut étre due a une évo-
lution de la pathologie, a une modification du métabolisme
(tolérance pharmacocinétique) ou encore a une modification
du signal opioidergique (tolérance pharmacodynamique).
De plus, pour une méme molécule, la tolérance différe selon
les effets observés. Alors que la tolérance aux effets respi-
ratoires de la morphine est faible, comparée a la tolérance
aux effets analgésiques, l’augmentation des doses peut
conduire a une dépression respiratoire fatale. Cette revue
se bornera a décrire les mécanismes moléculaires de la tolé-
rance pharmacodynamique, illustrés par des exemples issus
de travaux réalisés avec les opiacés et les cannabinoides.

Généralités

De nombreux points communs existent entre les opiacés et
les cannabinoides. En effet, ce sont des substances issues de
plantes, connues depuis des millénaires pour leurs proprié-
tés analgésiques notamment. Les opiacés sont des alcaloides
issus du Papaver somniferum dont le plus connu est la mor-
phine. Les cannabinoides sont, quant a eux, des molécules
liposolubles issues du Cannabis sativa (espéce majoritaire)
dont le A9-THC (tétrahydrocannabinol) est le composé le
plus psychoactif. Les effets pharmacologiques de ces sub-
stances chez ’homme et ’animal sont obtenus grace a leur
liaison a des récepteurs spécifiques qui appartiennent a la
superfamille des récepteurs couplés aux protéines G hété-
rotrimériques (RCPG).

Pour les opiacés, il existe trois types de récepteurs: les
récepteurs mu (w), delta (3) et kappa (k) couplés princi-
palement aux protéines Gj,,. L’activation des récepteurs
opioides entraine la modulation de nombreux effecteurs,
comme [’adénylate cyclase (inhibition), les canaux K*
(activation), la voie des kinases activées par les mito-
génes (MAPK) (activation), les canaux Ca?* (inhibition)

ou la mobilisation du Ca** intracellulaire. Les agonistes
opioides vont avoir un effet négatif sur la libération des
neurotransmetteurs via les canaux K*, en provoquant une
hyperpolarisation membranaire, et les canaux CaZ*, en
diminuant la concentration de Ca?* intracellulaire ce qui va
empécher ’exocytose des vésicules synaptiques contenant
les neurotransmetteurs. Les récepteurs opioides sont
présents aussi bien au niveau périphérique que central et
leur activation provoque de nombreuses réponses pharma-
cologiques telles l’analgésie, la dépression respiratoire. ..
Au niveau physiologique, ces récepteurs peuvent étre
activés par des ligands endogénes peptidiques comme les
enképhalines ou les dynorphines (Tableau 1).

A Uinstar des récepteurs opioides, les récepteurs can-
nabinoides sont des RCPG couplés aux protéines G;,,. Deux
sous-types, CB1 et CB2, ont été clonés. Le récepteur CB1 est
exprimé au niveau central (de tous les RCPG, il est le plus
abondant) et périphérique alors que le récepteur CB2 est
plutot localisé au niveau périphérique bien que des études
récentes montrent une expression centrale notamment au
niveau glial. L’activation des récepteurs CB1 conduit aux
mémes types de régulation sur les effecteurs intracellulaires
que les récepteurs opioides et va également avoir un effet
inhibiteur sur la neurotransmission. Du fait de son expres-
sion dans de nombreuses structures cérébrales, |’activation
du récepteur CB1 va induire de nombreux effets pharmaco-
logiques dont les principaux sont l’analgésie, la stimulation
de ’appétit ou encore [’amnésie (Tableau 1).

Mécanismes moléculaires de la tolérance

Les opiacés sont les analgésiques les plus puissants et les
plus consommés dans le monde, mais leur utilisation ren-
contre un probléme majeur, a savoir le développement
d’une tolérance lors d’une utilisation prolongée. Ainsi la
description des mécanismes impliqués dans la tolérance est
un enjeu important dans le développement de nouvelles

Tableau 1  Systemes opioides et cannabinoides.

Opioides Cannabinoides
Récepteurs Mu (), delta (3), kappa (k) CB1, CB2
Couplage Gi/o (majoritaire), Gq Gi/o
Effecteurs Adénylate cyclase (inhibition)

Canaux K* et Ca?* (inhibition)
Mobilisation du CaZ* intracellulaire

MAPK
Phospholipase C
Agonistes exogenes

morphine (w), étorphine, DAMGO (),

A9-THC, WIN55,512-2, CP55,940

buprénorphine, méthadone ()

Agonistes endogenes

Antagoniste Naloxone

Effets pharmacologiques
Dépression respiratoire
Attachement maternel
Constipation
Dépendance (forte)

Enképhalines (p et §), béta-endorphine
(i et 8), dynorphines (k)

Anandamide 2-arachidonoyl glycérol

SR141716A

Analgésie, immunomodulation

Orexigéne
Coordination motrice
Perturbation mnésique
Dépendance (modérée)

DAMGO : Tyr-D-Ala-Gly-Me-Phe-Gly(ol) (analogue des enképhalines) ; MAPK : kinases activées par les mitogenes.
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molécules. Pour les cannabinoides, la situation est un peu
différente puisque ces molécules n’ont recu un intérét pour
leur potentiel thérapeutique que depuis quelques années et
nous disposons de beaucoup moins de données. Cependant,
il est bien établi que ’utilisation prolongée des cannabi-
noides provoque également une tolérance, notamment aux
effets antinociceptifs.

Lien entre désensibilisation et tolérance

Au niveau cellulaire, la désensibilisation (mesurée sur les
systemes de seconds messagers) se caractérise par la dimi-
nution de réponse d’un récepteur suite a une stimulation
prolongée. Les premiers travaux concernant la désensibili-
sation des récepteurs opioides datent des années 1980 par
’équipe de Loh sur la lignée murine NG108-15, un hybri-
dome exprimant le récepteur & et un des rares modeles
cellulaires disponibles a cette époque. Ces auteurs ont pu
montrer qu’un traitement prolongé par différents agonistes
induisait une désensibilisation de ces récepteurs, obser-
vée sur linhibition de I’adénylate cyclase [1]. A la suite
de ces travaux, de nombreuses études ont pu montrer
qu’une stimulation prolongée des récepteurs p et k pro-
voquait une désensibilisation de ces récepteurs, observée
sur ’adénylate cyclase mais également sur d’autres effec-
teurs comme les canaux ioniques [2]. Cependant, ce n’est
qu’aprés 1992 et le clonage du premier récepteur opioide
[3,4] que de nombreuses équipes ont étudié les mécanismes
de la désensibilisation dans des systemes cellulaires expri-
mant un des trois types de récepteur opioides. On peut
citer les lignées de cellules embryonnaires de rein humain
(HEK293), de cellules rénales de singe vert africain (COS-7)
ou de cellules ovariennes de hamster chinois (CHO). Ces sys-
téemes d’expression hétérologue présentent |’avantage de
ne pouvoir exprimer qu’un type de récepteur et ce en quan-
tité importante, facilitant ainsi les études biochimiques et
cellulaires. Cependant, il faut toujours garder a Uesprit que
dans ce cas, nous sommes alors loin des conditions physio-
logiques.

Concernant les récepteurs cannabinoides, les études sur
la désensibilisation sont plus tardives, ce qui est probable-
ment dii a l’absence de médicaments cannabinomimétiques.
La premiére étude sur la désensibilisation du récepteur CB1
date de 1988 et a montré qu’un prétraitement par le A9-THC
de cellules NG18TG2 (neuroblastome exprimant des récep-
teurs cannabinoides) induisait une réduction de la capacité
de cet agoniste a inhiber l’adénylate cyclase [5].

Méme s’il semble clair qu’un paralléle existe entre désen-
sibilisation et tolérance, puisque les définitions de ces
deux termes recouvrent des réalités similaires (on trouve
les éléments de «traitement prolongé » et «diminution de
réponse »), quels sont les arguments en faveur d’une impli-
cation de la désensibilisation dans le développement de la
tolérance?

Lorsque des rats sont traités par du A9-THC pendant
21 jours, on constate une diminution de la capacité du
WIN55,212-2 a stimuler le couplage récepteur/protéine G
dans diverses structures cérébrales [6]. Le méme type
d’observation a pu étre réalisée pour la morphine, puisqu’un
traitement chronique avec cet agoniste chez le rat induit
une désensibilisation des récepteur p et §, observée sur

’adénylate cyclase, dans la substance grise périaqueducale
et le thalamus [7]. L'utilisation de souris invalidées pour le
gene codant la B-arrestine-2 a permis de montrer que cette
protéine qui est connue comme impliquée dans la désen-
sibilisation des RCPG jouait un role dans la tolérance a la
morphine [8].

Mécanismes liés au récepteur

La plupart des mécanismes de régulation des récepteurs
opioides et cannabinoides ont été obtenus par la transpo-
sition de données issues de travaux réalisés sur le récepteur
B2 adrénergique, le prototype des RCPG (Fig. 1). Le premier
mécanisme clé dans la désensibilisation est la phosphoryla-
tion du récepteur. Ainsi, avec l'utilisation d’inhibiteurs de
kinases, on a pu montrer que ces enzymes étaient impliquées
non seulement dans la désensibilisation des récepteurs mais
également dans la tolérance. Deux grands types de kinases
jouent un réle dans la désensibilisation des RCPG, les kinases
spécifiques des RCPG (G protein-coupled receptor kinase
[GRK]), d’une part, qui ont un rdle prépondérant et les
autres kinases, d’autre part, comme la protéine kinase A
(PKA «protéine kinase dépendante de |’adénosine mono-
phosphate cyclique »), la protéine kinase C (PKC), les CaM
kinases et les tyrosines kinases.

Alors que U’activation des récepteurs opioides et canna-
binoides conduit a une inhibition de I’adénylate cyclase, il
est peu probable que la PKA joue un role dans les méca-
nismes de régulation a court-terme puisque cette enzyme
est activée par ’adénosine monophosphate cyclique (AMPc).
Cependant, lors d’un traitement chronique, la morphine
comme le A9-THC sont capables d’induire une augmenta-
tion de la production d’AMPc [9,10] qui pourrait activer la
PKA. L'utilisation d’inhibiteurs de PKA a permis de montrer
que cette kinase pouvait étre impliquée dans la tolérance
aux opiacés [11] ou aux cannabinoides [12] mais pas dans la
désensibilisation des récepteurs opioides [13].

Les protéines kinases C regroupent une famille de
serine/thréonine kinases comprenant plus d’une dizaine
de membres et dont certains peuvent étre activés par le
calcium [14]. Les opioides étant capables d’augmenter le
calcium intracellulaire, de nombreux travaux ont recher-
ché un role de cette kinase dans la phosphorylation et
la désensibilisation des récepteurs opioides. Ainsi, par des
approches utilisant entre autres des inhibiteurs ou activa-
teurs chimiques des PKC, il a été montré que cette enzyme
était impliquée dans la désensibilisation [15], la phospho-
rylation [16] et la tolérance [17] induits par les opiacés.
D’autres études ont, en revanche, pu montrer que la PKC
serait plutot impliquée dans la désensibilisation hétérologue
des récepteurs opioides. La désensibilisation hétérologue ou
désensibilisation croisée se caractérise par une désensibili-
sation de plusieurs RCPG apres ’activation prolongée d’un
seul [2].

Les kinases qui jouent le role le plus important dans la
phosphorylation et la désensibilisation des RCPG sont les
GRK et en particulier les GRK2 et GRK3, dont ’expression
est ubiquitaire a la différence des autres isoformes qui sont
exprimés de maniére tissue-spécifique [18]. Ces enzymes
sont des serine/thréonine kinases capables de phosphory-
ler le récepteur activé par son agoniste. L’héparine, un
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Figure 1  Régulation des récepteurs couplés aux protéines G.
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La fixation de [’agoniste sur son récepteur entraine un changement de conformation qui permet ’activation des protéines G qui
vont aller moduler différents effecteurs intracellulaires (étape 1). Le récepteur activé par son agoniste est ensuite phosphorylé
par une kinase spécifique des RCPG (GRK) et devient substrat pour la B-arrestine. La fixation de cette protéine au récepteur
va non seulement provoquer un découplage fonctionnel récepteur/protéine G permettant la désensibilisation (étape 2), mais
aussi Uinternalisation du récepteur en assurant le recrutement de protéines comme la clathrine et le complexe AP-2 (étape 3).
L’endocytose nécessite 'intervention de la dynamine qui grace a son activité GTPasique va permettre la fermeture du puits de
clathrine. Une fois internalisés, les récepteurs sont, soit dirigés dans les lysosomes ou ils seront dégradés (étape 4a), soit dirigés
dans les endosomes pour y étre déphosphorylés puis recyclés dans un état actif a la membrane plasmique (étape 4b). En plus des
facteurs mentionnés dans le texte, Uaffinité récepteur/B-arrestine jouerait un réle dans la destinée post-internalisation [43—45].

inhibiteur non spécifique des GRK, est capable d’inhiber
la phosphorylation et la désensibilisation du récepteur
opioide § humain, exprimé de maniére endogéne dans la
lignée de neuroblastome SK-N-BE [19]. L'utilisation d’un
mutant dominant négatif de la GRK2, le GRK2-K220R,
ou la surexpression de la protéine sauvage a permis de
montrer que cette kinase était impliquée dans la phos-
phorylation et la désensibilisation du récepteur opioide
[16,20]. En utilisant un systeme d’expression hétérologue,
’oocyte de xénope, ’équipe de Mackie a pu montrer que
la désensibilisation du récepteur CB1 impliquait la GRK3
[21].

En comparant les cinétiques de phosphorylation des
récepteurs p et 8 a leur désensibilisation observée sur
’adénylate cyclase, |’équipe de Loh a montré que lorsque
la phosphorylation est maximale a 5—10minutes, aucune
désensibilisation ne peut étre mesurée [22]. Ces don-
nées suggérent que la phosphorylation n’est pas le seul
événement responsable de la désensibilisation. En effet,
Uintervention d’une protéine de la famille des arrestines
est nécessaire a ’inactivation du récepteur activé et phos-
phorylé. Cette famille de protéines est composée de quatre
membres dont les B-arrestines-1 et 2 sont impliquées
dans la régulation des RCPG et ce dans 3 événements en
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particulier(Fig. 1):

¢ la désensibilisation, puisqu’en se fixant au récepteur
phosphorylé par la GRK, la p-arrestine va provoquer le
découplage fonctionnel entre le récepteur et ses pro-
téines G;

o linternalisation, grace au recrutement de protéines
accessoires comme la clathrine et le complexe AP-2;

¢ le devenir post-internalisation du récepteur, qui peut étre
une dégradation dans les lysosomes ou un recyclage a la
membrane plasmique dans un état actif.

Des approches similaires a celles utilisées pour les GRK,
a savoir la surexpression d’une B-arrestine sauvage ou de
son mutant dominant négatif ont montré que ces protéines
étaient impliquées dans la désensibilisation des récepteurs
opioides [2] et cannabinoides [23]. In vivo, ’invalidation du
géne codant pour la B-arrestine-2 inhibe non seulement la
désensibilisation des récepteurs . suite a un traitement a la
morphine mais également la tolérance aux effets antinoci-
ceptifs [8].

La fixation de la B-arrestine au récepteur activé et phos-
phorylé va permettre l’internalisation (appelé également
séquestration ou endocytose). Cette internalisation a pu
étre observée dans des cellules transfectées avec les récep-
teurs opioides [24—26] ou cannabinoides [27] mais aussi
dans des cellules exprimant naturellement ces récepteurs
[28,29]. Lutilisation d’inhibiteurs plus ou moins spécifiques
de ’endocytose a montré que les récepteurs opioides et can-
nabinoides étaient internalisés majoritairement par la voie
de la clathrine [30,31]. Il est important de noter qu’il existe
des différences dans la capacité des agonistes a induire une
internalisation des récepteurs. Ainsi, de nombreuses études
ont pu montrer que la morphine contrairement aux ligands
peptidiques endogenes ou au Tyr-D-Ala-Gly-Me-Phe-Gly(ol),
analogue stable des enképhalines (DAMGO) est incapable de
provoquer une internalisation du récepteur w, a la fois in
vitro [24] et in vivo [32]. Plus récemment, des études ont
montré que dans d’autres conditions, la morphine indui-
sait une endocytose des récepteurs . dans des cultures de
neurones striataux [33]. Cela pourrait s’expliquer par des
différences quantitatives et qualitatives dans les protéines
régulant Uinternalisation comme par exemple les GRK, les
arrestines ou plus récemment la phospholipase D2 [34].

Une fois le récepteur internalisé, il peut étre dirigé vers
les lysosomes pour y étre dégradé augmentant ainsi la désen-
sibilisation par réduction du nombre total de récepteurs
actifs. Mais, le récepteur peut aussi étre dirigé vers des
endosomes de recyclage pour y étre déphosphorylé puis relo-
calisé a la surface cellulaire dans un état actif, freinant ainsi
la désensibilisation [35]. Divers paramétres vont influer sur
le devenir post-internalisation des récepteurs. On peut par
exemple citer la nature de ’agoniste, puisqu’en présence
d’un agoniste alcaloide, |’étorphine, le récepteur § est pré-
férentiellement recyclé alors qu’en présence d’agonistes
peptidiques, ce récepteur est dégradé dans les lysosomes
provoquant ainsi une désensibilisation plus importante [36].
Le cas de la morphine est ici tres intéressant puisque les
travaux de Whistler et al. ont pu montrer que bien que
cet alcaloide induisait une forte tolérance et une absence
d’internalisation du récepteur w, la co-administration de
DAMGO a faible concentration induit une internalisation des

récepteurs p et réduit la tolérance [37]. Plus récemment,
cette méme équipe a démontré que des souris, chez les-
quelles s’exprime un récepteur p. capable d’étre internalisé
et recyclé en présence de morphine [38], présentaient une
tolérance aux effets analgésiques de la morphine moins
importante comparée a des souris exprimant le récepteur
sauvage [39].

L’interaction du récepteur avec des protéines acces-
soires peut aussi moduler son devenir aprés internalisation.
En effet, le récepteur CB1 activé par le WIN55-512,2 est
capable de se lier a une protéine, dénommée G-protein-
coupled receptor-associated sorting protein 1 (GASP1),
qui va diriger le récepteur vers les lysosomes pour y
étre dégradé [40]. De plus, Uinhibition de l’interaction
GASP1/récepteur CB1 réduit la tolérance aux effets analgé-
siques suite a un traitement au WIN55-512,2 en redirigeant
le récepteur vers le recyclage [41] et donc probablement
vers la resensibilisation.

Conclusions

Cette revue montre combien les mécanismes de la tolé-
rance sont complexes, méme en ne décrivant que ceux qui
concernent directement le récepteur. En effet, d’autres pro-
cessus existent, probablement bien plus complexes, comme
la modification des niveaux d’expression de certaines pro-
téines de signalisation (protéines G ou adénylate cyclase),
la mise en jeu de systémes opposants (systémes glutamater-
giques, systémes «anti-opioides ») qui vont aussi contribuer
a la mise en place de la tolérance. Cependant, il faut
souligner les nombreux progrés réalisés depuis une dizaine
d’années dans la compréhension des mécanismes de régula-
tion des récepteurs opioides notamment, et en particulier
le lien entre le trafic du récepteur et sa fonctionnalité, qui
pourra a terme permettre de proposer de nouvelles voies
thérapeutiques. Ainsi, on peut trés bien imaginer une co-
administration de morphine avec des molécules permettant
Uinternalisation/recyclage des récepteurs pour limiter la
tolérance aux effets antinociceptifs. Enfin, on peut regret-
ter le peu d’étude sur les mécanismes moléculaires de
régulation des récepteurs cannabinoides, mais il y a fort
a parier que ce manque va se combler rapidement au vu
des intéréts grandissants de la médecine pour le «cannabis
médicament », entre autres pour le traitement de la douleur
[42].
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