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Résumé

La morphine, le principe actif de I'opium, est caenpour ses propriétés antalgiqgues mais
aussi pour ses propriétés toxicomanogenes. En &rémprise en charge des grandes douleurs fait
toute sa place a la morphine. Elle demeure aujburdé principal analgésique utilisé pour traiter
des douleurs séveres d'origine cancéreuse par deenMpalheureusement I'administration
prolongée de morphine entraine des effets secasd@mportants tels que la tolérance et la
dépendance. La connaissance des mécanismes condiisas phénomeénes constitue un enjeu
majeur non seulement pour 'amélioration des thémpctuelles, mais aussi dans le traitement de
la toxicomanie, réel probleme socio-économique dansonde.

Afin de mieux comprendre les adaptations cellutaineluites suite a une prise chronique de
morphine, son récepteur MOP a été surexprimé damsdllules de neuroblastome humain SH-
SY5Y. Dans cette lignée optimisée, nous avons raoqgtre la puissance et l'efficacité de la
morphine en termes d’inhibition aigué de I'adénylytlase (un effecteur de MOP), ainsi que de sa
sensibilisation lors d’'un traitement chronique ssighificativement augmentées.

Une stratégie de type protéomique différentiellembmant les techniques d’électrophorése
mono / bidimensionnelle pour les analyses du progdotal et du phosphoprotéome a été
entreprise afin de mettre en évidence les adaptatellulaires suite au traitement morphinique.
Ainsi, nous avons pu montrer, notamment, qu’urtdraent chronique a la morphine entraine la
downrégulation des protéines de signalisatifia, &3,, Gai,, Gaiz et Gy.. Plus particulierement, la
downrégulation des protéinef®t Gy, est due a leur dégradation par le protéasomelu3e mous
avons montré qu’il existe une corrélation tres iédrentre le niveau de dégradation d@ & le
niveau de sensibilisation de l'adénylyl cyclasegmimene impliqué dans la dépendance a la
morphine et dont le mécanisme est encore débdtitude plus globale des modifications induites
par la morphine sur le protéome total des cell8e5SY5Y a permis d’identifier environ 50
protéines dont I'abondance est modulée par la dro@es protéines sont impliquées dans des
processus tels que I'organisation du cytosquelletteafic vésiculaire, la dégradation des protgine
la signalisation cellulaire ou encore la régulatitenla transcription et de la traduction. Enfingun
étude différentielle du phosphoprotéome des cal@E-SY5Y révélé par le colorant fluorescent
Pro-Q Diamond a été initiée. Les premiers résuttaatrent que cette approche permet de révéler
spécifiguement un effet de la morphine sur uneateatde phosphoprotéines.

En conclusion, mes travaux ont non seulement pedmiproposer un nouveau mecanisme
moléculaire responsable de la sensibilisation dééhylyl cyclase mais surtout suggérent pour la
premiére fois que la voie ubiquitine-protéasomeimgliiquée dans les effets a long terme de la
morphine ouvrant ainsi un nouveau champ dans l&tigation des mécanismes moléculaires de la

dépendance aux opiaceés.






Abréviations

2-DE électrophorése bidimensionnelle

2D-DIGE differential in-gel electrophoresis

AC adeénylyl cyclase

ADNc acide désoxyribonucléique complémentaire
AGS activator of G-protein signaling

AMPA alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleprionic acid
AMPCc adénosine 5 monophosphate cyclique
APS persulfate d’'ammonium

ARNmM acide ribonucléique messager

ATP adénosine 5’ triphosphate

BRET transfert d’énergie de bioluminescence
CCK cholécystokinine

CHO chinese hamster ovary

CREB CAMP responsive element binding protein
CTOP D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2
CTX toxine cholérique

Cy cyanine

Da daltons

DADLE [D-Ala?, D-Lew]-enképhaline

DAG 1, 2-diacylglycérol

DAMGO [D-Ala?, N-Me-Phé, Gly>-ol]-enképhaline
DMSO diméthylsulfoxyde

DO densité optique

DOP delta opioide

DRG ganglions de la racine dorsale

DRM detergent resistant membrane

DTT dithiothréitol

EDTA acide éthylene diamine tétraacétique

ERK extracellular signal-regulated kinase

ESI electrospray

FRET transfert d’énergie de fluorescence

FSK forskoline

GABA acidey-amino butyrique

GAIP G alpha interacting protein

GAP GTPase activating protein

GDI inhibiteurs de la dissociation du GDP

GDP guanosine 5’ diphosphate

GIP GPCR interacting protein

GIRK G protein-activated inward by rectifying khannel
GPI glycophosphatidylinositol

GPR G-Protein Regulatory

GRK G protein-coupled receptor kinase

GST glutathione-S-transférase

GTP guanosine 5’ triphosphate

HEK human embryonic kidney

IBMX 3-isobutyl-1-méthyl xanthine

ICAT isotope coded affinity tags

IEF isoélectrofocalisation

IMAC immobilized metal affinity chromatrography
IP3 inositol-1, 4, 5-triphosphate
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. Introduction




Figure 1 : Fleur du pavot a Figure 2 : Capsules du pavoia opium. Les
opium. Le pavot a opium fait partie capsules sont les fruits du pavot.

de la famille des papavéracées

comme le coquelicot.
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Figure 3 : L’'opium exsude de la capsule. Figure 4. Le papyrus d’Ebers Le plus
Aprés quelques heures a l'air, 'opium brutncien traité médical connu. Il décrit des
s’oxyde. maladies, leurs diagnostics et leurs

traitements.



l. La morphine: le plus vieux reméde connu par I"Homme pour
traiter la douleur

La morphine est notamment connue pour ses proprétalgésiques mais egalement pour
d’autres effets tels que la suppression de la tlausedation, I'euphorie, I'effet antidiarrhéiquais
aussi pour ses effets indésirables comme la dépressspiratoire, les vomissements, le myosis et
surtout ses propriétés toxicomanogenes (Magistd€82). L'utilisation de la morphine a des fins
euphorisantes et pharmacologiques remonte a lalghtaine Antiquité puisqu’elle est le principe
actif de I'opium, constituant ainsi le plus vieuxmede connu par 'Homme pour lutter contre la

douleur.

A. Lamorphineest leprincipal agent actif del’opium

La morphine n’est synthétisée que par une seuldiéade plantes, les papavéracées. Les
papavéracéedu genrePapaver appelées plus communément pavots, regroupenepiasespéeces
dont fait partie le coquelicoP@paver rhoeas)Les pavots sont des plantes mesurant de quelques
dizaines de centimetres jusqu’a plus d’'un metrgs@dant quatre pétales dont la couleur peut aller
du blanc au rouge en passant par le rose et let\gelon la variété et 'espéce (voir figure 1). La
graine de pavot, quant a elle, est de petite tailbecouleur foncée et peut étre utilisée en aiisin
pour recouvrir certains pains ou encore pour obteme pate utilisée notamment dans la
gastronomie hongroise. Plusieurs especes de pag@edr contiennent un pourcentage non
négligeable de morphine mais c’est le pavot a omurapaver somniferum albuqui en présente
la plus forte concentration dans son latex. L'opigui étymologiqguement vient du grec « opos »
signifiant « jus » est en effet le suc exsudé pafrlit du pavot appelé capsule (voir figure 2)
(Brownstein, 1993). L’opium n’est en fait produitdésponible que seulement quelques jours durant
la vie de la plante, lors de la maturation de lpsa#e, environ une semaine apres la tombée des
pétales. Traditionnellement, le procédé de réatdtdopium brut débute en fin de journée par des
incisions superficielles de la capsule avec urt petil tranchant. Durant la nuit, un suc blanasei
des scarifications (voir figure 3) puis va s’oxydefair et se solidifier pour devenir une pategeu
— brunéatre soigneusement récupérée sous formetidespeoules pour former I'opium brut (Ray
and Ksir, 2002). La récolte dure quelques jourgyies épuisement du fruit, chaque plant de pavot
pouvant donner environ un gramme d'opium brut. Apt@itements, cette substance devient

I'opium contenant plus de vingt alcaloides diffésediont le plus abondant est la morphine avec une
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Figure 5: Une représentation du Figure 6: Une représentation de la

plaisir de fumer de Il'opium en premiére guerre de I'opium.
Chine.

Figure 7 : Structure moléculaire Figure 8: Structure moléculaire
de la morphine. Elle fut révélée de la diacétylmorphine ou
par le chimiste britannique héroine.

Robinson en 1925.

Figure 9: Bouteille d’héroine
commercialisee par la firme
Bayer au XIX®™siecle.




teneur de 8 a 20 % (Gilman et Goodman, 1985). Amgirincipal agent actif de I'opium est la
morphine.

Grace a ses facultés d’adaptation, le pavot a ojpient étre cultivé sur une large partie du
globe. Sa culture en Australie, Inde, France eqiier est destinée a l'industrie pharmaceutique
mais aussi a la production de graines. Cependgmiisiaa chute des Talibans, la culture du pavot a
opium, nécessitant peu d'eau et de soins, est devgrour les agriculteurs Afghans un
investissement rentable destinée a la productiopidm inondant le marché illégal dans le monde.

B. Premiéresutilisationsdel’opium en tant que drogue et remede

Le pavot a opium a probablement pour origine urspdnaud et sec du Moyen Orient (Ray
et Ksir, 2002). Son utilisation remonte a des ®emfli d’années (McCurdy et Scully, 2005). Des
inscriptions sur des tablettes datant de plus @@ @s mentionnent que les sumériens, vivant dans
ce qui est aujourd’hui I'lraqg, cultivaient le pavqu'ils appelaient « plante de joie » pour en
récupérer I'opium. Ainsi, dans un premier tempepium était probablement consommé en tant
gu’euphorisant lors de rites religieux par exen{Bewnstein, 1993). A I'époque des Pharaons, le
papyrus d’Ebers (voir figure 4), 1500 ans avanugé&shrist, mentionne probablement la premiere
utilisation de I'opium a usage médical pour « eng@des pleurs excessifs des enfants » (Ray et
Ksir, 2002). Les grecs connaissaient aussi l'usdgel’opium. Il apparaitrait dans I'Odyssée
d’Homeére (1000 ans avant Jésus Christ) en tanfNgpenthes versée dans le vin par Héléne, fille
de Zeus, permettant ainsi « 'oubli des maux ».pdgrate, pére de la médecine, utilise le « jus de
pavot » pour traiter I'hystérie. Galien, un desnilens grands médecins grecs, mentionne les
bienfaits de I'opium pour soigner les morsuresalpeants, les maux de téte, les vertiges, I'épitepsi
et les coliques mais raconte aussi la vente librgaleaux et bonbons a I'opium dans les rues.

Plus tard, dans le monde arabe, les drogues tpllede hashish et I'opium se développent
en raison de l'interdiction de I'alcool par le Cor&Pendant la période florissante du monde arabe,
le médecin arabe Biruni écrit vers I'an 1000 aplésus Christ dans un livre de pharmacologie ce
qui ressemble a une premiere description de la rdigpee a I'opium (Ray et Ksir, 2002).
L’expansion du monde arabe d’'un point de vue sifigué, culturel et commercant entraine la
diffusion du pavot & opium en Extréme - Orient. éirles écrits du VIf™ siécle témoignent de la
présence de culture du pavot en Chine. Pendantelomg la consommation d’opium en Chine fut
modérée et plutbt réservée a I'élite. Puis avatiVée du tabac en Chine, le plaisir de fumer s’est
fortement développé si bien que la consommatiorpidia par voie aérienne a supplanté sa
consommation par voie orale. Ce phénomeéne a éentecpar I'interdiction temporaire de fumer
| eme

du tabac en 1644 par I'empereur. Ainsi en Chine &AVII siecle, fumer de l'opium était
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largement démocratisé probablement puisque ceitedk@dministration résultait en un effet rapide
et accru de la drogue (voir figure 5). S’en sulara une consommation excessive d’opium par les
chinois poussant leur empereur a en prohiber laiséagréatif. Cette interdiction conduira en partie,
au XIX®™ siécle, aux deux guerres de I'opium motivées pes donflits commerciaux entre
I'occident et la Chine (voir figure 6). C'est aussi XIX*™siécle que le principe actif de I'opium

fut découvert.

C. Lamorphineaux XI1X®™ et XX*™ siécles

Méme si I'opium constitue I'un des plus vieux reregditilisés par ’'homme, son principe
actif, la morphine, ne fut isolé qu’en 1806 paplarmacien allemand Friedrich Wilhelm Sertlrner
qui le baptisa ainsi en référence a Morphée diea des réves. Mais ce n’est qu’un siéecle plus tard,
en 1925, que la structure de la morphine sera&évgar le chimiste britannique Robinson (voir
figure 7). Puis a partir de 1952, il fut possibke groduire chimiquement la morphine méme si sa
synthése n’est encore actuellement pas en meswandarrencer la morphine extractive sur le plan
de coUlt de production.

L’isolement en 1806 de la morphine, analgésiquas sauivalent a I'époque et dix fois plus
puissant que l'opium, va rencontrer en 1850 lirtiean de la seringue hypodermique par le
médecin lyonnais Charles Pravaz conduisant aibekglosion de son utilisation médicale. Pour la
premiére fois, le principe actif d’'une plante esjecté par voie intraveineuse. Ce mode
d’administration plus direct, rapide et efficaceequar voie orale facilitera son utilisation massive
sur les champs de batailles des guerres de Sétemsio USA (1861-1865) ou encore Franco-
allemande en 1870. De nombreux combattants rewendivec la « maladie du soldat », en
d’autres termes : dépendants a la drogue (Rayiet2092).

En 1874, le chimiste Alder Wright greffe deux grespacétyles a la morphine pour
synthétiser la diacétylmorphine (voir figure 8). t€enouvelle molécule sera reprise puis
commercialisée a partir de 1898 par la firme Baaur soigner de nombreuses pathologies telles
gue l'asthme ou la toux des tuberculeux pour lelsqgaecun traitement n’existe (voir figure 9).
Cette molécule trois fois plus efficace que la rhatp en raison de ses deux groupes acétyles
augmentant sa capacité a traverser la barriere tbémaéphalique sera baptisée héroine de
l'allemand « heroisch » signifiant « héroique »sguion la croyait plus efficace tout en étant moins
dangereuse que la morphine.

Au XXM siécle apparaissent aux USA les premiéres régletiems concernant les
drogues. En 1914, alors que la dépendance auxéspitca ses dérivés touche environ 200 000

américains (Ray et Ksir, 2002), I' « Harrison Ndic® act » régule et taxe l'importation, la
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production, la commercialisation des opiacés dadmcaine aux USA. En 1915, la Court Supréme
des Etats-Unis statue que la possession de droguepmescrite par un médecin est un crime.

Plusieurs lois suivront durcissant non seulementtmditions de délivrance des opiacés mais aussi
les peines a I'encontre des trafiquants pour fiaice a 'augmentation du marché illégal. En 1961,

la « convention unique sur les stupéfiants » reggpiaa plusieurs conventions internationales est
ratifiée par 'ONU. Son objectif est de limiter paoduction et le commerce de substances interdites
en établissant une liste de ces substances, @eslifle stupéfiants. En 1974 nait aux USA le

« National Institute of Drug Abuse » pour soutefar recherche contre les addictions, les

reconnaissant ainsi comme de véritables maladiesectesquelles des moyens financiers doivent
étre mis en place (Nestler, 2004).

En dépit de ces dispositions, la toxicomanie demewijourd’hui un réel probleme socio-
economique et de santé publique. En effet, elldaeshuse de nombreux crimes et délits perpétrés
pour inonder et dominer le marché illégal de lagdemais aussi pour assouvir le besoin impérieux
de drogue des toxicomanes. Qui plus est, la toxacoenest un vecteur de transmission d’infections
graves telles que les hépatites B et C ou le HBlorsJersy Vetulani (Vetulani, 2001), 'ensemble
des dommages liés a la toxicomanie colte par aB@@ealollars a chaque contribuable américain.
Plus généralement et pour donner quelques chiff@sanisation Mondiale de la Santé estime a
deux milliards le nombre de consommateurs d’alct@, milliards le nombre de fumeurs et 185
millions le nombre de consommateurs de droguesitdd. En 2001, la consommation de ces
drogues a contribué a 12 % des déces répertomésielanonde (Goldman et al., 2005).

En marge de ces ravages, la prise en charge dedegraouleurs fait toute sa place a la
morphine. C’est le cas notamment en France ou 88, Bernard Kouchner a mis en place un plan
de lutte contre la douleur afin que celle-ci ne ptis une « fatalité ». La morphine, en raison de
son efficacité, reste donc aujourd’hui le princimadalgésique utilisé pour traiter des douleurs
séveres aigués ou chroniques d’origine cancérearsexemple. Malheureusement I'administration
prolongée de morphine peut entrainer des effetsnsaires lourds, notamment la tolérance ou
accoutumance et la pharmacodépendance. La tolésartcaduit par une diminution progressive de
I'effet antinociceptif de la morphine nécessitaotiple malade d’augmenter les doses afin d’obtenir
le méme bénéfice thérapeutique. La pharmacodépeedauant a elle, se traduit par I'envie
irrésistible de se procurer de la morphine (dépecelgsychique) et par I'apparition du syndrome
de sevrage (dépendance physiqgue) au moment dét Iteerr’effet de la morphine, entre deux prises
par exemple.

Aujourd’hui, la prise de morphine dans un cadrerapéutique, selon des régles de
prescription bien maitrisées, permet seulemenédeire les risques d’apparition de tolérance et de
dépendance. En effet, des usages abusifs peuvégréniaut subvenir chez des patients traités par
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des opiacés pour soulager des douleurs chroniglegge,( 2005). Chez les maladatteints de
cancer, 'augmentation de la dose administrée t&sdhns la plupart des cas, de 'augmentation de
I'intensité douloureuse due a I'évolution de |la atké ou de I'angoisse du malade laissé seul face a
la douleur avant une nouvelle prise (Jage, 2005gistizetti, 1992). Malgré tout, chaque type de
douleur et son évolution sont tres variables d'atigmt a I'autre et il reste difficile d’établir sle
régles de prescription générales. Par ailleursisation de morphine ou de son dérivé I'héroine,
sur un organisme sain c’est a dire non mobilisé lpadouleur, transforme fréquemment le
consommateur en toxicomane. Ainsi, la connaissdesemécanismes conduisant aux phénomenes
de tolérance et de dépendance aux opiacés consfituenjeu majeur, non seulement pour
'amélioration des thérapies actuelles afin de t¥pmer des analgésiques aussi efficaces que la
morphine et dépourvus d’effets secondaires maitedgmt dans le traitement de la toxicomanie.
Cette recherche s’inscrit aussi de facon plus géaélans la lutte contre 'ensemble des addictions
comme celles liées au tabac et a I'alcool qui, depuril 2006, rentre dans le cadre de la deuxieme

phase du plan francais de lutte contre le cancer.

17



II. LesRécepteurs Couplésaux Protéines G

La survie d'une espéce tient, en particulier, daas capacité d’adaptation a son
environnement. Un organisme, qu’il soit pluri ouiaghlulaire n’existe pas de facon isolée mais
dans un milieu inconstant dont les fluctuationssdot étre percues puis intégrées afin de pouvoir y
répondre de maniére efficace et adéquate. Ainsicetiule doit étre capable de communiquer avec
son environnement ou encore avec d'autres celjpbes, par exemple, agir en synergie au sein
d’'un organe. Dans ce contexte, un récepteur meralbeapeut étre défini comme une protéine
capable de percevoir un signal extracellulaire eetcdtalyser sa transmission a l'intérieur de la
cellule. Le faible signal original est fortement@ifié par ce phénomeéne de transduction. Parmi ces
récepteurs membranaires, ceux a sept domainegniantranaires sont les plus nombreux, ils
constitueraient a eux seuls 1 a 3% du génome dé&&bwes constituant ainsi une des plus grandes
familles de protéines (Bockaert et al., 2002). dissurent la transduction de messages de la
communication cellulaire (hormones, neurotransmedtefacteurs de croissance...) ou sensoriels
(lumiére, odeurs et goQts). Au cours du tempsréespteurs ont su s'adapter pour reconnaitre des
messages de nature et structure trés variéesueldes peptides, lipides, photons, ions (Bockdert e
Pin, 1998) . Malgré cette diversité, cette graratrilie de protéines est connue pour transmettre le
message extracellulaire vers l'intériexia une protéine G de transduction du signal. Aines ¢
récepteurs sont-ils appelés Récepteurs Couplédfrmirines G ou RCPG méme s'il n'a pas été
montré pour la majorité d’entre eux qu’ils étaieapables d’interagir avec une protéine G (Schioth
et Fredriksson, 2005). Rodbell, un pionnier dansdeherche du mécanisme d’activation de
'adénylyl cyclase (AC) par des hormones, décriaitsi un modéle de « ménage a trois » avant
méme la découverte des protéines G. Selon luiédepteur était une sorte de discriminateur du
message, I’AC son amplificateur a I'intérieur decédlule et enfin le transducteur qui s’averera étr
plus tard les protéines G réalisait le lien eregedeux (Bockaert et al., 2002).

La connaissance du mode de fonctionnement des R&IP@apitale, notamment dans le
domaine pharmaceutique, puisque l'on estime que%®Qde tous les médicaments utilisés
actuellement ont pour cible un protagoniste deole de transductionia les RCPG. Il existe deux
raisons principales a cela : d’'une part le nombmeartant des membres de cette famille et d’autre
part la grande variété de processus physiologiquesces récepteurs régulent (Bockaert et Pin,
1998). Enfin, il est a noter que des mutationscadiet les RCPG sont impliguées dans plusieurs
maladies génétiques (Bockaert et al., 2002).

La morphine et plus généralement les opiacés ont pible cellulaire des récepteurs

appartenant a la grande famille des RCPG. Il cartvdenc avant de présenter le systéme opioide
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de décrire dans un premier temps comment un RCPGapable de percevoir un signal puis de le
transmettre. Je m’appuierai d’abord, sur une redeieJoél Bokaeret al détaillant le mode de
fonctionnement d’'un RCPG (Bockaert et al., 2002).

A. Lesdiffé&rentesfamillesde RCPG

L’ensemble des RCPG présente des caractéristiquetusales communes. lls possédent
tous un cceur hydrophobe comprenant sept hélicesniembranaires de 25 a 35 acides aminés. Ces
sept hélices sont reliees entre elles par troilesuintracellulaires et trois extracellulaires. La
plupart des RCPG possede aussi deux résidus aystéas conservés dans les boucles
extracellulaires 1 et 2 formant un pont disulfusmduisant & une contrainte au sein du récepteur
(voir figure 10). Au contraire, les parties N tenalie extracellulaire, C terminale intracellulaite e
les boucles intracellulaires son tres variablesgétant qu’elles assurent la spécificité de la
reconnaissance du message et de la réponse quuiéBockaert et Pin, 1999).

Plusieurs études se sont attachées a classer IB& R@ différentes familles aboutissant a
des résultats variés. Une comparaison des séquencasides aminés des RCPG provenant de
plusieurs espéces a révelé I'existence de six liesmielon Bockaert et Pin (Bockaert et Pin, 1999)
pour étre plus tard étendue a huit familles (Bodkekal., 2002). Fredrikssaat al (Fredriksson et
al., 2003) ont, quant a eux, plus récemment réaliweanalyse phylogénétique de la majorité des
RCPG du génome humain pour aboutir & une autreifitagion comprenant cing familles. En
2005, I'Union Internationale de Pharmacologie aligubne nomenclature des RCPG qui considere
leur pharmacologie, leur structure prédictive, kygiologie et les pathologies dans lesquelles ils
sont impliqgués (Foord et al., 2005). L'objet deteeintroduction n’étant pas de réaliser une
description précise des différentes familles de &CRutiliserai la classification donnée par Joél
Bockaert et Jean-Philippe Pin (voir figure 10),dmasur I'analyse des séquences en acides aminés,
et comprenant six groupes {Bockaert et Pin, 1999).

La famille 1 correspond a celle de la rhodopsinaetda structure cristalline compléte
résolue en 2000 est la seule connue a ce jourydoRCPG (Palczewski et al., 2000). Cette famille
peut étre caractérisée d’'un point de vue de laes@mpuen acides aminés par trois signatures
cruciales pour le couplage et l'activation des @ras G. D’abord, un résidu aspartate dans la
deuxieme hélice transmembranaire, ensuite un tripiERY situé dans la deuxiéme boucle
intracellulaire et enfin des résidus basiques fflysiou arginine) dans la troisieme boucle
intracellulaire (Bockaert et al., 2002). Cette piene famille est la plus nombreuse et peut étre
subdivisée en trois sous-groupes en fonction daille et du lieu du site de liaison des ligands :

Al) les récepteurs aux petits ligands comme lenaétiles molécules odorantes ou les petits
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Figure 11: Site de liaison des catécholamines sur le récept B,-adrénergique.
L’adrénaline et l'isoprotérénol possedent troisemd’interactions communes réparties
entre les hélices transmembranaires (TM) 3, 5 et 6.



peptides, ce sous-groupe comprend notamment leptetos opioides, A2) les récepteurs aux
peptides dont le site de liaison se situe surda fxterne du récepteur et A3) les récepteurs aux
hormones glycoprotéiques.

La famille 2 lie des hormones peptidiques relatigatngrosses comme le glucagon ou la
sécrétine. Leur liaison implique majoritairemergxtrémité N-terminale relativement longue (une
centaine d’acides aminés).

La famille 3 comprend les récepteurs métabotrogiqde glutamate, des récepteurs
sensibles au calcium ou encore les récepteurs GARBGide y-amino butyrique). Les sites de
liaisons de ces récepteurs se situent au nivedaongudomaine N-terminal possédant une structure
a deux lobes pouvant s’ouvrir et se fermer pouueitla le ligand.

Les dernieres familles 4, 5 et 6 sont moins connles récepteurs de la famille 4 sont
sensibles a certaines phéromones. La famille 5 cemdpdes récepteurs connus pour contréler le
développement embryonnaire, la prolifération etd&termination cellulaire. Enfin la derniere
famille est constituée de récepteurs a 'AMPc daérses uniquement cheByctiostelium
discoideunret impligués dans la chimio attraction.

La comparaison des séquences en acides aminésapgedrs appartenant a deux familles
distinctes ne révele aucune similarité suggérantaps récepteurs ont convergé vers une structure
commune, efficace pour transduire un message eXukgre a l'intérieur de la cellule (Bockaert et
al., 2002).

B. Basesstructuralesdel’activation des RCPG

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe précétentRCPG forment une grande
famille hétéroclite en termes de séquence en a@desés, structure et domaine de liaison du
ligand. Cette hétérogénéité est particulieremean lilustrée au sein méme de la famille 1 des
RCPG puisque trois grands sites de liaison du igaeuvent étre discriminés : liaison au coeur des
hélices transmembranaires, liaison a la fois aeauvdes boucles extracellulaires et du domaine
transmembranaire et enfin liaison principalemericda partie N-terminale extracellulaire. Malgré
cette diversité, quelques mécanismes communs hdictn des RCPG peuvent étre dégagés. Je
m’appuierai notamment sur des exemples précis peoted’études structurales de la famille 1, la

plus étudiée.

1- Liaison du ligand au récepteur a travers quelques exemples

L’identification des régions et résidus impliqué&mnd I'interaction ligand / récepteur et dans
la sélectivité des RCPG envers leurs ligands a@ti@#Emment réalisée par des techniques classiques
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d’'ingénierie des protéines (construction de chimerautagénese dirigée) et par marquage par
photoaffinitt combinée a la modélisation molécelaiiGether, 2000; Minami et al., 1995;
Mouledous et al., 2000)

De facon générale, la liaison d’'un ligand sur sécepteur implique un réseau complexe
d’interactions impliqguant de nombreuses liaisonsyge hydrogéne, ionique ou hydrophobe. Ainsi,
le récepteuf,-adrénergique possede un certain nombre d’acid@séarbien conserveés et répartis
entre les hélices 3, 5, 6 et 7 du domaine transmamabye pour former une poche de liaison ou
vient se nicher le ligand. L'adrénaline et l'isogn@nol, deux agonistes du réceptdiy
adrénergique partagent 3 zones d’interactions cammgvoir figure 11) : i) une liaison ionique
entre la fonction amine chargée et I'aspartatedel Bhélice 3 ii) deux liaisons hydrogéne entre les
hydroxyls du cycle aromatique du ligand et lesre&i204 / 207 de I'hélice 5 iii) une interaction
hydrophobe entre les noyaux aromatiques des ligankdsphénylalanine 290 de I'hélice 6 (Gether,
2000). D’autres résidus situés également dans getthe de liaison sont, quant a eux, plus
spécifiques d’'un ligand. D’ailleurs, de subtileff&tiences chimiques et / ou structurales entre deux
ligands peuvent étre a l'origine de nouvelles et&ons ou d’encombrements stériques pouvant
changer drastiquement leur affinité envers leuepéeur. Ainsi, méme s'il est parfois possible de
définir un certain nombre d’interactions communesesun récepteur et différents ligands, il existe
autant de réseaux d’interactions que de couplesdig récepteur. Cela est particulierement bien
illustré par les récepteurs aux peptides (commedlespteurs opioides) qui sont capables de lier des
peptides endogénes mais aussi toute une sérietidles paolécules naturelles ou synthétiques de
structures tres diverses.

La complexité des bases moléculaires de la recssamace d’'un ligand par son RCPG
s’accroit encore plus avec I'étude du role des dio@sadu récepteur qui ne sont pas directement
impliqués dans l'interaction entre les deux protagies. La famille des récepteurs opioides permet
d’illustrer cette complexité. Le r6le des domaimasracellulaires des récepteurs opioides dans la
reconnaissance de leurs ligands a principalemantétidié par construction de chiméres de
récepteurs. Le DAMGO ([D-Afa N-Me-Phé&, Gly>-ol]-enképhaline) est un ligand peptidique
sélectif envers le récepteur opioide de type mu PYQAlors que la délétion de la partie N-
terminale de MOP n’affecte en rien la liaison duNdMBO, son remplacement par celle du récepteur
delta (DOP) diminue par un facteur 10 I'affinité BAMGO pour le chimére MOP / DOP (Wang et
al., 1995). La construction de toute une combimaide chiméres de récepteurs opioides suggere
gue le DAMGO distingue respectivement les récept®®P de DOP et MOP de KOP (récepteur
kappa opioide) grace a la premiére boucle extidegk dans le premier cas et la troisieme boucle
extracellulaire dans le second (Minami et al., 19980gi et al., 1995). Ces résultats pointent

clairement du doigt le réle critique des domaindsaeellulaires dans la sélectivité du ligand. &elo
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Metzer et Ferguson les boucles extracellulairesteragissent pas forcément spécifiguement avec
les ligands mais joueraient plutdt un réle de diljermettant d’en exclure certains (Metzger et
Ferguson, 1995).

2-  Activation du récepteur : mouvement des hélices transmembranaires.

Une fois que le ligand interagit avec le récepteette information doit étre en quelque sorte
transmise par le récepteur afin que le signal spaye. Méme s'il est difficile de proposer un
mécanisme général d'activation du récepteur emomaite la diversité de la famille des RCPG, il
apparait que le mouvement des hélices transmeniteaimaduit par la liaison de I'agoniste joue un
réle capital (voir figure 12) (Bockaert et Pin, 890n peut des lors se demander quels sont les
mécanismes mis en jeu conduisant a ces mouvememtpublication de la structure a haute
résolution de la rhodopsine de bovin sous sa fonaetive montre que sa région transmembranaire
est stabilisée par de nombreuses liaisons hydrodgmirophobe et ioniqgue mettant en jeu des
acides aminés bien conservés. Ces nombreuses ctidesE moléculaires maintiennent la
rhodopsine sous un état particulierement contr@aiczewski et al., 2000). L'absorption d’un
photon par le 11-cis-retinal, le ligand lié condfitement de facon covalente a la rhodopsine, va
entrainer son isomérisation en trans-rétinal. Qattetoactivation s’accompagne d’'un changement
de structure du ligand qui va se propager a laapside. Un élément clé, commun aux autres
RCPG de la famille 1, implique la protonation despartate ou glutamate du motif D/ERY. Deux
modeles ont été proposés pour souligner le réléraleoué par I'arginine dans I'activation des
RCPG. Dans le premier, I'arginine est maintenuesdatat inactif du récepteur notamment par une
liaison ionique avec un aspartate de la deuxientieehd.a protonation de I'aspartate ou glutamate
casserait cette interaction libérant ainsi 'angengui établirait de nouvelles liaisons pour staéil
la forme active du récepteur. Selon le second nepdlarginine est, cette fois, stabilisée dansat'ét
inactif du récepteur par une liaison ionique avaspartate ou glutamate adjacent. Leur protonation
entrainerait la libération de I'arginine qui étadii une interaction avec l'aspartate de la deuriem
hélice stabilisant, cette fois-ci, la forme actoie récepteur (Bockaert et al., 2002). La structlee
la rhodopsine est en faveur de la seconde hypottésenontre que sous la forme inactive du
récepteur, un pont salin existe entre le groupemenioxylate du glutamate 134 et le guanidium de
larginine 135 de la séquence ERY (voir figure IBplczewski et al., 2000). Ainsi la simple
mutation d’'un acide aminé impliqué dans I'activatipeut libérer un RCPG de sa contrainte, le
rendant par conséquent constitutivement actif (Bedket al., 2002).

Quoi gu’il en soit, de fagon générale, a des imtégmas moléculaires stabilisant la forme

inactive d'un RCPG vont se substituer de nouvehigsractions aprés liaison du ligand libérant le
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Figure 12: Mouvement des hélices accompagnant 'activatiodes RCPG de la famille

de la rhodopsine. L'activation du récepteur provoque le mouvement delices
transmembranaires 3 et 6. D’aprés Gether, 20Q@cepteur inactif), R* (récepteur actif).
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Figure 13: Interactions mises en jeu au niveau du motif ER¥e la rhodopsine a I'état
inactif. Le motif ERY se situe sur la deuxiéme boucle cehalaire de la rhodopsine a
I'extrémité cytoplasmique de I'hélice transmembren@. Un pont salin lie le glutamate
134 al'arginine 135 a I'état inactif. D’apres Paduwskiet al, 2000.



récepteur de sa contrainte et conduisant au mouvemhes hélices transmembranaires. Des
techniques spectroscopiques comme le marquage idedsprésidus cystéines ou la mesure de
I'absorbance UV du tryptophane témoignent de tedsvements (Gether, 2000). L'utilisation de la
structure de la rhodopsine comme modele pour |&tes relations structure / fonction d’autres
RCPG montre que I'écartement des hélices transnaralves 3 et 6 est un dénominateur commun
a l'activation des RCPG de la premiére famille {fajure 12) (Karnik et al., 2003, Gether, 2000).
Pour les RCPG de la famille 1 reconnaissant lesogiyotéines au niveau de leur domaine
extracellulaire N-terminal, la question de l'actiea du corps central du récepteur se pose. Il
semblerait cependant, que le mécanisme d’activagopase sur un principe similaire, a savoir que
le domaine de liaison extracellulaire serait capat® contraindre le corps central et que la liaison
de I'agoniste libererait le récepteur de ces camta (Bockaert et al., 2002). Dans tous les @as, |
réorientation des hélices transmembranaires pemaitete libérer 'espace ou encore de démasquer
des domaines nécessaires aux contacts avec |&npotG. Dailleurs, les mouvements d’hélices
sont répercutées aux niveau des boucles intraaielal essentielles dans I'activation des protéines
G.

3- Couplage aux protéines G

Dans la plupart des cas, une fois active, le RCRGt mouplé qu’a un nombre limité de
protéines G. De nombreuses études utilisant, entires, des hybrides de récepteurs couplés a des
protéines G distinctes ont tenté d’éclaircir lese d’interaction RCPG / protéines G et les bases
moléculaires de la spécificité du couplage (GetB6QO; Wess, 1997). L'idée générale qui s’en
dégage est que si les trois boucles internes mdrkte C-terminale du récepteur sont nécessaires a
un couplage maximal avec les protéines G, ce ssnbducles intracellulaires 2 et 3 qui jouent le
premier réle (Bockaert et Pin, 1998). Ce résulfgiaaait somme toute logique puisqu’elles sont
connectées aux hélices 3 et 6 qui subissent leggeh@ents conformationnels les plus importants
lors de l'activation du récepteur. Plus précisémdat boucle intracellulaire 2 serait plutot
responsable de l'activation de la protéine G tagdesla boucle intracellulaire 3 serait, quantl@, el
impliquée dans la spécificité de couplage (GetB€Q0). Ainsi le récepteur m3 muscarinique,
normalement couplé a la protéine Gqg devient cowpl&i si lui est substitué sur la boucle
intracellulaire 3 quatre résidus appartenant aept@ur m2 muscarinique qui, lui, est couplé a Gi
(Bockaert et Pin, 1998En plus de la séquence en acides aminés du récegésumodifications
post-traductionnelles (phosphorylation, palmitagia} affectant ce dernier sont aussi capables de
modifier la spécificité du couplag@Vess, 1998). Malgré tout, cette spécificité neemébpas

seulement du récepteur mais aussi de I'hétéroteérderla protéine G. Par exemple, une protéine
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Figure 14: Cycle d'activation des protéines G hétérotrimeérigqies. Aprés
stimulation par I'agoniste, le RCPG stimule I'écharGDP-GTP sur la sous-uniié
L’activitée GTPasique de la sous-unii¢ stimulée par RGS (Regulators of G protein
Signaling), permet le retour a I'état trimériquadtif.



Gag chimere dans laquelle ont été remplacés seulequertite ou cing résidus C-terminaux par leur
équivalent en @; sera activée par le récepteur m2 muscarinique alement non couplé adg.
Méme si ces études montrent I'importance de cextadsidus tres précis pour la spécificité de
couplage, il nexiste en général pas de séquennseosus entre différents récepteurs pourtant
couplés a la méme protéine G. Ainsi, il est possijule la spécificité de couplage soit régie par des
motifs structuraux (Bockaert et al., 2002) ou qlaeittes protéines participent a cette spécificité.

Une fois la protéine G reconnue, le mécanismegaprd| le signal d’activation du récepteur
lui est transmis reste encore relativement flou. sémble que ['écartement des hélices
transmembranaires 3 et 6 permettrait I'insertio’edrémité C-terminale de la protéinenGans
interaction directe avec le site de liaison au GDPpendant, les nouvelles interactions imposées
déclencheraient des réarrangements structurausntiarau site de fixation du nucléotide provocant
la baisse d’affinité du GDP au profit du GTP (Boekeet Pin, 1998; Gether, 2000).

C. LesprotéinesG

Comme nous venons de le voir dans le paragrapleggeat, les RCPG ne possedent pas
d’activité enzymatique propre mais sont en quelperte des « senseurs » de signaux
extracellulaires dont le message est transmisndtieur de la cellule grace a leur capacité a
catalyser I'échange GDP / GTP au niveau de la pr@t@&. Malgré la grande diversité des RCPG et
les milliers de molécules avec lesquelles ils scapables d’interagir, il existe un nombre
relativement restreint de protéines G. Aprés awdcrit brievement le cycle d’activation des
protéines G, ce chapitre présentera les grandefidame protéines G en se focalisant uniquement

sur les protéines G hétérotrimériques.

1- Cycled'activation des protéines G hétérotrimériques.

Les protéines G hétérotrimériques couplées auptéaes a sept hélices transmembranaires
sont constituées d'une sous-unité @t d’'un dimére @y indissociablein cellulo, fixés a la
membrane par des lipides. La sous-uniteggsseéde un site de liaison et d’hydrolyse du G/o# (
figure 14). La protéine G ne peut exister sous @dua trimere que sidest liée au GDP. Lors de
la liaison d’'un agoniste, le RCPG et la protéinedat s’associer et le récepteur va agir en tant que
facteur d’échange de GDP. Cette association vaui@aomme nous l'avons vu, a un changement
de structure de &conduisant a I'expulsion du GDP et son remplacérmpanle GTP. La liaison du
GTP entraine a son tour un réarrangement struatésaltant en la dissociation dex@vec Gy.

Les sous-unités & et By, libérées, vont pouvoir interagir avec leurs dfecs respectifs.
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Tableau 1: Diversité et fonctions des différentes sous-udis de protéines G
hétérotrimériques. Seuls certains effecteurs des protéines G soifuéd. Certaines sous-
unités peuvent étre ADP ribosylées par la toxingugsique (PTX) ou cholérique (CTX).

D’aprés Milligan et Kostenis, 2006 et Bockaert @i, PL998 BARKinases B-adrenergic receptor
kinase), Pfkinases (phosphoinositides 3-kinases), Ras-GR#jme d’échange GDP/GTP de la petite protéine
G Ras), RhoGEF (protéine facteur d’échange GDP/@3 R protéine Rho).

Sous-unité Sous-type Toxine Effecteurs Effet

Os Os(s),(L),(xL) + Qoif CTX Adénylyl cyclase +
Src tyrosine kinase +

Oy, O cGMP-phosphodiestérase +

CTX,
Olgust PTX ?
Gt oy, a3
PTX

ca Oo1,002 Adénylyl cyclase -
Canaux C& -

a, Canaux K +

Og/ 011 |Og, O11, O14, O15, O16 - Phospholipases C +
Canaux K (0g) +

Echangeur NaH" +

Phospholipase & D +

O12713 | Q12 O13 - Protéine Phosphatase 5| +
RhoGEF +

Phospholipase A +

Phospholipase [€ +
Bis Adénylyl cyclase +/-

GIRK +

Canaux CH (N, P/Q, R) -

BARKinases +

GBy - Src kinases +
c-jun N-terminal kinase +

Pls-kinases +

Yi-12 Ras-GRF +

RhoGEF +




L’hydrolyse du GTP en GDP permet, par la suitered®nstituer le trimére bouclant, ainsi, le cycle
d’activation (Milligan et Kostenis, 2006). MémeGi possede une activité GTPasique intrinséque,
'hydrolyse du GTP est finement contrblée par lestgines RGS (Regulators of G protein
Signaling) capables d’interagir avec plusieurs syge protéines

Ce mécanisme général de transduction du signehvars I'association des sous-unités G
et G3y pour former un trimere, suggere qu’il existe aim skune cellule un ratio bien précis entre
Ga et Q3y. Dans le cas contraire, on pourrait penser qpedsence d’'un excés dex@ar rapport a
GBy ou l'inverse puisse résulter en I'activation ngédfique d'effecteurs cellulaires. C’est ainsi
gu'’il a été montré par surexpression de tout urepbda protéines & ou 3 (Lee et al., 2003) ou
par leur extinctiorvia une approche utilisant des ARN interférence (Kngret Gilman, 2006) que
les quantités de ces sous-unités étaient finenoemtionnées.

En 2003, le modele classique d’activation des preg2 G a été mis en question par des
expériences de FRET (Fluorescence Resonance Emexggfer) entre les sous-unitést @t By
fusionnées a des protéines fluorescentes. De fagbiendue, les auteurs montrent que I'activation
du récepteuf,-adrénergique par la noradrénaline provoque unenantation de FRET indiquant
gue les sondes fluorescentes se rapprochent (Bummeetal., 2003). Méme si ce résultat n’est pas
forcément en contradiction avec une séparatiorrichete, les auteurs suggerent que I'activation
des protéines G résulterait, au moins dans certaigsd’'un réarrangement conformationnel entre
Ga et Q3y plutdt que d’'une dissociation (Bunemann et alQ2XKlein et al., 2000). Il est aussi
possible que les deux mécanismes d’activation entistt que selon le ligand ou le couple RCPG /

protéine G (Frank et al., 2005), I'un ou l'autresadeécanismes soit mis en jeu.

2- Lesdifférentesfamillesde protéines G.

Selon Milligan et Kostenis, alors que plus de 8@has codent pour des RCPG, les
protéines G humaines dérivent, quant a elles, dlersent 35 genes : 16 codant pour les sous-unités
a, 5 pourf3 et 14 pour (Milligan et Kostenis, 2006).

Les sous-unités & peuvent étre classées en quatre familles en tonde la similarité de
leurs séquences (Bockaert et al., 2002) :a¥Gi) Gai/o iii) Gag/11 et iv) Gx12/13 (voir tableau
1). Ces protéines different autant par leur spediexpression tissulaire que par leur spectre
d’activité envers leurs effecteurs. Notons par eengue les protéinesabet Goo sont capables
d’inhiber I'activité de I'adénylyl cyclase (AC) tdis que @is la stimule.

On pensait traditionnellement que le dimefgy@tait un simple partenaire dex@eécessaire a son

ancrage membranaire et a la terminaison du si@egdendant, il apparait aujourd’hui que le dimere
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GBy est capable de moduler I'activité d’'une gammefd@eurs aussi variée que celle régulée par
Ga. Il existe au moins cing sous-unitéf @t douze @ La structure cristalline du dimerg3gn a
montré que les deux protéines interagissent stie fadongueur de la sous-unit¢ (Bondek et al.,
1996).

La formation de I'hétérotrimerafy n'est pas régie par le hasard mais est probablemen
contr6lée par des mécanismes qui nous échappeoteerRar ailleurs, un récepteur ne reconnait
que certaines combinaisons d’hétérotrimen@y (Robishaw et Berlot, 2004). Ainsi, a I'heure
actuelle les diverses combinaisons possibles dtiéideres afy couplées a un récepteur
particulier, la spécificité de répartition tissueaides hétérotriméres et enfin I'importance de ces

combinaisons particulieres dans le mécanisme dedtection du signal restent en partie inconnues.

3- Modifications post-traductionnelles des proténes G et leurs implications
fonctionnelles

a) Isoprénylation et acylation

Malgré I'hnydrophobicité du dimére [y, il s’avere que la thio-isoprénylation en C-teraiin
de la sous-unité fsest nécessaire non seulement pour son ancragéveaurde la membrane
plasmique mais aussi pour la régulation de sestefies (Milligan et Kostenis, 2006).

Les protéines &, quant a elles, sont relativement hydrophiles.eddgant, leur présence au
niveau de la membrane plasmique est nécessairel@mupermettre d’interagir avec un RCPG.
Pour ce faire, les sous-unitésaGont acylées permettant, par conséquent, leuragaca la
membrane. On distingue deux types d’acylation géar. i) une N-myristoylation au niveau du
résidu glycine N-terminal des protéines de tyme/&ii) une thio-palmitoylation pour I'ensemble
des sous-unitésdsau niveau d’'une cystéine en N-terminal (MilligarKestenis, 2006). D’un point
de vue fonctionnel la palmitoylation est partictdient importante puisque, contrairement a la
myristoylation, il s’agit d'une modification révépge. Ainsi, I'état de palmitoylation d’'une sous-
unité Qx peut étre modulé par la liaison d’'un agonistessur récepteur (Chen et Manning, 2000;
Wedegaertner et Bourne, 1994). Cela peut avoir pomséquence le renforcement et / ou la
diminution du pouvoir catalytique deoGenvers son effecteur (Kleuss et Krause, 2003nacore la
translocation de la sous-unitéaGoour aller réguler un effecteur vers un autre cantiment
cellulaire (Chen et Manning, 2001). D’ailleurs, sikurs études suggérent que les acylations sont
déterminantes pour cibler les protéines @ers des microdomaines membranaires appelés rafts
dont 'importance dans la signalisation sera évecae paragraphe II-E-4 (page 38) (Moffett et al.,
2000; Zacharias et al., 2002).
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b) Phosphorylation

Les protéines de la familled®o furent les premiéres sous-unités dont la phoggétion a
été démontrée. Depuis, il a été montré que d’apir@®ines G, appartenant aux sous-uratés et
y sont elles aussi des substrats phosphorylablesm point de vue fonctionnel, la phosphorylation
des sous-unités de protéine G est capable d’augmentde diminuer leur affinité envers leurs
partenaires tels que les effecteurs cellulairekesyprotéines RGS (Milligan et Kostenis, 2006). On
comprend dés lors I'implication des phosphoryladiates protéines G dans le mécanisme de
transduction du signal. Pour illustrer cela paredemple prenons le cas de la phosphorylation de
GpB suite a un traitement chronique par la morphines travaux de Chakrabarti et Gintzler ont
montré que cette phosphorylation d@ @minuait son association avec la protéine GRKZ33
protein-coupled Receptor Kinase) augmentant, selon la durée du signal et la rendant plus libre
pour interagir avec ses effecteurs (Chakrabardl.e2001). Pour I'un d’eux, 'AC2, ils ont par la
suite montré que son activité était potentialiseeme protéine & phosphorylée (Chakrabarti et
Gintzler, 2003) certainementia une interaction entre I'AC2 et {5 favorisée suite a la

phosphorylation de cette derniere (Chakrabarti.e2@05b).

) Ubiquitinylation

L’ubiquitine est un peptide d’environ 70 acides aés qui est lié de fagcon covalente a une
lysine de la protéine cible suite a trois réactisnscessives dont la derniere est catalysée par une
Enzyme 3 Ubiquitine Ligase. La poly-ubiquitinylati@’une protéine peut, selon la lysine ciblée,
entrainer sa dégradation par le protéasome ou erétoe le signal pour activer un facteur de
transcription ou pour réparer 'ADN (Nandi et &006). La mono-ubiquitinylation, quant a elle,
peut jouer un réle dans la localisation sub-cellalau I'activité d’'une protéine (DiAntonio et
Hicke, 2004).

A T'heure actuelle, on ne connait qu'un nombre regst de sous-unités de protéines G
capables d’étre ubiquitinylées. L'ubiquitinylatid@ mieux caractérisée est probablement celle de
Gpal, I'équivalent de & chez la levure, dont la lysine liée a l'ubiquitineété identifiée par
spectrométrie de masse (Marotti et al., 2002). Gbsznammiferes, I'ubiquitinylation des sous-
unités Gy, et Gy de la transducine a été montrée de fagon diaivéro (Hamilton et al., 2003; Obin
et al., 2002), celle des sous-unitéso3Busconi et al., 2000) etd (Ogasawara et al., 2004) sont,
guant a elles, plus élusives. Dans tous les castgléte devenir de la sous-unité G poly-
ubiquitinylée est sa dégradation par la voie dugasome (Hamilton et al., 2003; Obin et al., 2002;

Wang et al., 2005d). Dés lors, le probleme qui ssepest de comprendre la conséquence
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Tableau 2 : Régulation des adénylyl cyclases par les protéines G et ldaam. Les adénylyl
cyclases (AC) 1 a 9 sont stimulées parsGLes AC1 a 8 sont aussi toutes stimulées par la
forskoline. L’AC soluble a été initialement caratdée dans les testicules mais est aussi
exprimée dans des cellules somatiques (Buneeyl, 2004), elle est stimulée par le
bicarbonate. L’inhibition de I’AC8 par & a été mise en évidence récemment (SteinetrdD,
2006). D’'aprés Sunahara et Taussig, 2@@0activation, (-) inhibition, Cd/CaM (calmoduline activée

par le calcium).

Famille Isoforme  Distribution tissulaire Régulation par  Effet du calcium
les protéines G
AC1 Cerveau, médullo surrénale  Gos (+) Qo (-)  C&'/CaM (+)
GBy (-)
1 AC3 Cerveau, épithélium olfactif Gas (+) cd’/CaM (+)
AC8 Cerveau, poumons, testicules, Gas (+) @y () ca&/CaM (+)
utérus, coeur
AC2 Cerveau, muscle squelettique, Gas (+) @By (+)
poumons, cceur
2 AC4 Cerveau, ceeur, reins, foie, Gas (+) @By (+)
poumons, utérus
AC7 Ubiquitaire Gas (+) Py (+)
AC5 Cceur, cerveau, reins, foie, Gas (+) Gai () c&* ()
3 poumons, utérus GBy ()
AC6 Ubiquitaire Gas (+) Gui (1) ca&* (-)
GBy ()
4 ACY Cerveau, muscle squelettique, Gas (+)

poumons, coeur

5 AC soluble

Testicules et autres tissus
somatiques

Non régulée par
les protéines G




fonctionnelle de la dégradation des protéines Geparoteasome. Ainsi, sans montrer directement
leur ubiquitinylation, il a été prouvé que la détaton des protéines G par le protéasome était non
seulement impliqguée dans la régulation de leur tatracellulaire (Johansson et al., 2005; Lee et
al., 2003) mais aussi dans des cascades de sajmmalishezSaccharomyces cerevisi@dadura et
Varshavsky, 1994) et chez les mammiferes (Botioalet2001). Par conséquent, a l'instar des
acylations et phosphorylations, l'ubiquitinylatiodes protéines G apparaitrait comme une
modification post-traductionnelle pouvant régular dignalisation suite a la dégradation par le

protéasome des protéines ainsi modifiées.

En conclusion, il s’avere que les modifications tgesductionnelles sont des processus
dynamiques et réversibles affectant les protéineauGcours de leur cycle d’activation. Elles
conduisent, comme nous l'avons vu, a un degré mupéte complexité dans la compréhension des

mécanismes de la transduction du signal par ldgipes G hétérotrimériques.

D. Effecteursdesprotéines G hétérotrimériques

Une fois activées, les protéines G hétérotrimésgant capables de moduler I'activité d’'un
grand nombre d’effecteurs, rendant compte des neumbprocessus physiologiques dans lesquels
les RCPG interviennent. Les effecteurs modulédgsaprotéines G sont soit des enzymes soit des
canaux ionigues. Je m’attarderai sur I'adénylyllase (AC), le premier effecteur connu pour étre

régulé suite a I'activation d’'un RCPG.

1- Adénylyl cyclase

Il est connu depuis les années 50 que certaingsdm@s comme le glucagon sont capables
d’activer I’AC pour produire de 'AMPc (adénosineonmophosphate cyclique), un second messager
cellulaire, a partir d’ATP (adénosine triphosphatdjacellulaire. On pensait alors qu’une unique
protéine était capable de reconnaitre 'hormone plei produire de 'AMPc. Dans les années 70,
Rodbell et Birnbaumer ont montré que I'activatianld\C passait par une protéine G (Bockaert et
al., 2002) décrivant un modele relativement singpteois composantes. Depuis, la signalisatian
'AC s’est particulierement complexifiée puisque’igapparait que cette enzyme est capable
d’intégrer et d’interpréter différents signaux peaant de différentes voies de signalisation (Rstel
al., 2001).
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a) Les différentes isoformes d' adénylyl cyclases

A I'heure actuelle, on connait chez les mammiféresf géenes codant pour des isoformes
membranaires de ’AC et un gene pour une isoforohgbte (voir tableau 2). Ces dix isoformes de
'AC peuvent étre classées en cing familles en tioncdes similitudes entre leurs séquences en
acides aminés et leurs profils de régulation :ai)pfemiére famille regroupe les AC1, 3 et 8,
régulées par le calciuwia la calmoduline ii) les AC2, 4 et 7 stimulées pantéraction avec @y
iii) les AC5 et 6 inhibées par le calcium et legi®) AC9 qui est I'isoforme membranaire la plus
divergente v) I'AC soluble, I'isoforme la plus digente de toute et qui n'est pas régulée par les
protéines G mais par le calcium et le bicarbon@ten@hara et Taussig, 2002).

La distribution tissulaire des isoformes de I'’AQaténinée selon la présence de leur ARNm
est résumée au tableau 2. Il est a noter que mémas soformes membranaires de I'AC sont
distribuées spécifiquement dans différentes régihinserveau, elles sont toutes exprimées dans ce
tissu, les AC1 et 3 semblant étre les plus spémfgle cet organe (Sunahara et Taussig, 2002). Les
autres isoformes, quant a elles, sont exprimédagba plus largeAlors que jusqu’a réecemment on
pensait que I'AC soluble n’était exprimée que dbasstesticules (Patel et al., 2001; Sunahara et
Taussig, 2002), elle est aussi retrouvée dansealkeges somatiques ou elle serait la source despool
locaux d’AMPc (Bundey et Insel, 2004). Globalemeéatlarge distribution des AC suggere qu’'au
sein d'une méme cellule existent différentes isoes d’AC n’appartenant pas a la méme famille.
Dés lors, apparaissent la multiplicité et la comipéede la voie de signalisation de I'AMPc du fait
de I'existence de nombreuses isoformes d’AC réguthféremment mais pouvant coexister au

sein d’'une méme cellule.

b) Régulation des adénylyl cyclases membranaires par les protéines G

Les propriétés régulatrices des AC ont été étudiéesipalementn vitro et sont résumeées
tableau 2. Toutes les AC membranaires sont stiraylée I'interaction avec les protéinesi$s La
forme active de @s liée au GTP est dix fois plus efficace que lattiée au GDP pour activer les
AC. La forskoline (FSK), un diterpene extrait dglanteColeus Forskohliest capable de stimuler
'ensemble des AC a I'exception de I'isoforme 9t@Pa&t al., 2001; Sunahara et Taussig, 2002). Il
s’agit, quasiment, des seules propriétés réguisttommunes puisque méme au sein d’'une famille,
il existe une hétérogénéité de régulation vis-adeis protéines G.

Les protéines Gi/o sont capables d’inhiber les AC mais de facams@élective que &

n'est capable de les activer. Les sous-unitégdzet Gos ne sont pas en compétition directe pour
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moduler l'activité des AC puisque leurs sites dnaiction avec I'AC sont situés a I'opposé I'un de
'autre (Sunahara et Taussig, 2002).

Le dimere @y est, lui aussi, capable de moduler I'activité A€s La régulation des AC par
GPy est plus complexe qu’aveai@o et Gos puisque By est capable, par exemple, de stimuler les
AC2, 4 et 7 et d’'inhiber les AC1 et 8. D’ailleuf3fy est le plus puissant inhibiteur des AC1 et 8 ce
qui est particulierement important dans le cervpaisque ces deux isoformes y sont fortement
exprimées. Ainsi, alors gu’il y a quelques annéesodle régulateur de [§y était sous-estimé, il

apparait depuis quefig est un puissant modulateur des AC (Sunahara efsiggl2002).

C) Quelques mots sur la structure des adénylyl cyclases membranaires

Les AC sont des protéines dont la masse avoisifekD&, composées de deux domaines
chacun constitué par six hélices transmembranairasme grande boucle cytosolique. Les deux
boucles cytosoliques portent les régions catalgtigfurégulatrice de I'enzyme (voir figure 15). Leur
expression sans les domaines membranaires réaulteeecAC tronquée possédant la méme activité
gue I'AC native, tout aussi sensible a ses régutateomme la forskoline ou les protéinea G
(Sunahara et Taussig, 2002).

Le site actif des AC se partage entre les deux dwwacytosoliques dont les structures
cristallines ont été résolues (Tesmer et al., 199ang et al., 1997). De ce fait, toute altératien
la conformation de ces deux domaines modifieratdactire du site actif et ainsi I'activité de
'enzyme. La forskoline se lie aux AC dans une moblydrophobe située a linterface des deux
domaines cytosoliques. La liaison de la forskofseemet donc en quelque sorte de coller les deux
domaines dans une orientation propice a la liathosubstrat dans le site actif. Il est a noterlgae
acides aminés de la poche hydrophobe sont consawésin des AC1 a 8 alors que de subtiles
substitutions chez lisoforme 9 I'empéchent d’étenulée par la forskoline (Hurley, 1999). De
facon similaire a la forskoline, & interagit avec les AC au niveau des deux domaiyiesoliques
a la fois permettant de les orienter vers une camtion active de I'enzyme (Sunahara et Taussig,
2002). Au contraire, l'interaction des AC avec festéines @i, modifierait la structure du site

actif de telle sorte que la liaison du substrasmeplus possible.

2- Lesautreseffecteurs enzymatiques

Outre I'adénylyl cyclase, d’autres classes d’enzyrost été identifiées comme cibles des

protéines G (voir tableau 1). Seules certainesteglles sont énoncées :
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Figure 1E: Structure schématique des adénylyl cyclases mendmaires Les
adénylyl cyclases sont composées de deux domalreesuie constitué par six hélices
transmembranaires (M1 et M2) et une grande bougi®sclique (Cl1 et C2).
L’expression des domaines Cla et C2a joints pdinkar reconstitue I'activité de 'AC
stimulée par la forskoline et la protéine$scouplée au GTP. D’apres Padedl, 2001.



Les phospholipases @, activées par les sous-unitésifGet par plusieurs dimeresf@
(Clapham et Neer, 1997), entrainent la libératidnoditol-1,4,5-triphosphate (IP3) et de 1,2-
diacylglycérol (DAG) a partir du phosphatidylinadi4,5-diphosphate (PIP2). L'IP3 stimule la
libération de calcium intracellulaire alors que DAG active plusieurs isoformes de protéines
kinases C (PKC) (Landry et al., 2006).

La GMPc-phosphodiestérase, responsable de la aramsion du GMPc en GMP, est
activée par la sous-unitéogdes cellules en cénes et batonnets de la rétipesée a la lumiere
(Seno et al., 2001).

Les isoformes de phosphatidylinositol 3-kinasestyj®e y sont activées par interaction
directe avec les dimére{3¢ Elles produisent du phosphatidylinositol-3,4 jpHiosphate a partir de
PIP2 (Landry et al., 2006).

Enfin, il est a noter que la stimulation des RCR@Aduit aussi I'activation de la voie des
MAP kinases (Mitogen-Activated Proteins) de fagodiriecte par I'intermédiaire des PKC, PKA ou
encore des petites protéines G (Qi et Elion, 200%illeurs, les protéines @&, Gaiziz sont
capables de stimuler les facteurs d’échange du @daBssaires a I'activation des petites protéines
G (Landry et al., 2006).

3- Leseffecteurs canaux ioniques

Les protéines G peuvent moduler les conductancesbmamaires en potassium, sodium,
chlore et protons (Clapham, 1994; Schneider efl@87). Seuls certains exemples sont mentionnés
(voir aussi tableau 1) :

Les sous-unités @ activent notamment les canaux potassiques de®PB& (G protein
Inwardly Rectifying K channel). Cing canaux de ce type ont été clonéstretuvés dans le cceur,
cerveau ou pancréas (Landry et al., 2006). Leura@in conduit a une hyperpolarisation des
cellules par sortie de potassium.

Les sous-unités @ inhibent les canaux calciques de type N, P/Q €MRligan et Kostenis,
2006). Les eéchangeurs ioniques sodium / protonlssntibles des sous-unitésifz13 (Bockaert et
Pin, 1998).

E. Versun modéecomplexedelatransduction du signal vialesRCPG

La spécificité, la sélectivité et l'efficacité avdesquelles sont transmis les signaux
cellulaires ne peuvent étre expliquées par un neosiéhple a trois composantes faisant intervenir

uniguement un RCPG, une protéine G et un effectistiibués au hasard au sein de la membrane
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Figure 16 : Mécanisme d’internalisation d’'un RCPG par la voe dépendante de
l'arrestine. La phosphorylation et [linteraction avec IR-arrestine induisent la
désensibilisation. L’endocytose et la dégradatiartigipent a la « downrégulation » du

RCPG mais aussi a son recyclage et a sa resessiiioifi.(GRK, G protein-coupled receptor
kinase).



plasmique. La question est de savoir comment laleeést capable d’intégrer et de transmettre
spécifiqguement I'ensemble des signaux qu’elle tegdiout instant puis de formuler une réponse
coordonnée sans interférence. L'une des explicatipn émerge depuis quelques années est qu'il
existe une compartimentation spatiale et fonctidenges voies de signalisation au sein de la
membrane plasmique incluant des unités multipragsgprganisées autour d’'un ou plusieurs RCPG
(Bockaert et al., 2004; Bockaert et al., 2003; @stet Insel, 2004).

1- Leconcept de «réceptosome »

L’idée selon laguelle un RCPG interagit uniqguemavrgc une protéine G pour transmettre
un signal spécifique est désormais révolue. Il egdpadepuis quelques années maintenant, que les
RCPG interagissent de facon directe ou indirecéz am nombre important de protéines possédant,
elles méme, de multiples sites d’interactions al/aatres protéines. De ce fait, il existe en quelqu
sorte autour d’'un RCPG tout un réseau complexeatéipes formant une plateforme fonctionnelle
de signalisation qualifiee de « réceptosome » (Bewnket al., 2004). A donc émergé l'idée selon
laquelle chagque RCPG établit tout autour de lui desnexions qui lui sont propres. En
conséquence, mieux appréhender l'organisation deéseau est probablement l'une des clés
permettant de comprendre les bases moléculairEsspecificité de signalisation d’'un RCPG.

Les approches de double hybride et de type protpmniBecamel et al., 2002) notamment
ont permis de décortiquer petit a petit ce résagractionnel. On dénombre, aujourd’hui, plus de
cinquante protéines GIP (GPCR interacting prot@dgckaert et al., 2003). Les GIP peuvent étre
des protéines membranaires telles que d'autres RGIP@Ees canaux ioniques ou encore des
protéines solubles du cytosquelette ou des factiutsanscription. Elles interviennent dans leidraf
cellulaire des récepteurs, dans leur adressage desrscompartiments sub-cellulaires ou encore
directement dans les mécanismes de signalisatiockéert et al., 2004). A travers gquelques
exemples ayant fait I'objet de revues par Bockaeral (Bockaert et al., 2004; Bockaert et al.,
2003), jessaierai de souligner comment les GIR@pent activement a la spécificité du signal.

Les arrestines font partie des premieres GIP agsntcaractérisées. Elles constituent une
famille de protéines solubles participant au phésrmernde désensibilisation. Elles interagissent avec
de nombreux RCPG phosphorylés notamment par les &RJérticipent au découplage récepteur /
protéine G diminuant ainsi I'efficacité de la tramssion du signal a I'intérieur de la cellule (voir
figure 16). Elles permettent aussi I'internalisatidu récepteur dans des vésicules d’endocytose de
type puits de clathrine. Le récepteur internaliaéalors pouvoir étre recyclé et resensibilisé a la
membrane ou étre dégradé. Cette dégradation faite pdu phénomene de downrégulation,

caractérisé par une diminution du nombre de RCPfbmanaires apres une exposition prolongée a
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un agoniste. Les arrestines sont par ailleurs guopgks dans l'activation de la voie des MAP
Kinases en jouant un réle de protéines adaptatenge des membres de cette voie et les RCPG
(Bockaert et al., 2004).

De nombreux RCPG expriment en leur extrémité Ceata un motif de liaison PDZ
reconnaissant un domaine PDZ existant chez plissfaurilles de protéines. Parmi ces protéines, je
mentionnerai la protéine NHERF (pour NaH" Exchangeur Regulatory Factor) qui fournit un
exemple explicite montrant I'implication des GlPhdda spécificité du signal. NHERF est capable
d’interagir avec le récepteur aux hormones paraildgs de type 1 (PTH1) et de I’ « orienter » vers
I'activation ou non de différents effecteurs. Pfwgcisément dans les cellules polarisées tubulaires
proximales rénales, au sein de membranes ou estmirBIHERF, le récepteur PTH1 sera orienté
vers I'activation de la Phospholipase C (PLC) et ners celle de I'adénylyl cyclase tandis dans
gue si NHERF est absent I'inverse se produira (Bedket al., 2004; Bockaert et al., 2003). Des
lors, en fonction du tissu ou au sein d’'une méntielleele méme récepteur peut activer différentes
voies de signalisation selon la présence ou noned@IP dans son environnement.

Enfin, je citerai l'interaction existant entre larfie C-terminale du récepteur GAB/At le
facteur de transcription CREB2 (cCAMP Responsiventelet Binding 2). L’activation du récepteur
GABAg induit la translocation de CREB2 vers le noyaurpoduire la transcription de genes cibles
(Bockaert et al., 2003). Ainsi, il est possible dagroximité constitutive entre le récepteur &t le
GIP qui pour certains sont des effecteurs des R@E@et, en plus d’accroitre la spécificité,
d’augmenter I'efficacité / rapidité de la transnussdu signal.

Les trois exemples de GIP que je viens d’évoquiragissent avec la queue C-terminale
des RCPG. En effet, sur la cinquantaine de GlPtifilsgs, une quarantaine a été identifiée comme
se liant sur cette partie C-terminale. A cela, deaisons peuvent étre proposées. La premiére
d’ordre biologique veut que la séquence la moinsseovée des RCPG, méme entre deux sous-
types de récepteurs, soit la partie C-terminalasidlie fait que différents GIP lient les récepteems
C-terminal peut rendre compte de la spécificitésiinal pour chaque sous-type de RCPG. La
seconde raison, d'ordre méthodologique, veut gsealgproches employées pour identifier de
nouvelles GIP sont plus performantes avec la p@rierminale du fait de sa solubilité et de sa plus
faible structuration (Bockaert et al., 2004; Boakat al., 2003).

En raison de leur implication dans la spécificit ld transduction du signal, les GIP se
révelent comme des cibles thérapeutiques partrenfiéent prometteuses (Bockaert et al., 2004;
Bockaert et al., 2003). Il serait envisageable ggample de cibler uniguement un sous-type de
récepteur, ou encore un récepteur mais seulemest uta type de tissu réduisant ainsi les effets
indésirables.
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Dans le prochain chapitre j'évoquerai, plus enitgtdeux familles de protéines accessoires
impliquées elles aussi dans la transduction duasigrais identifiées d’abord comme interagissant
avec les protéines G.

2- Lesproténesaccessoires atraversdeux exemples

Les protéines accessoires peuvent étre définiesnedensemble des protéines autres que les
RCPG, les protéines G ou les effecteurs classiqapables de réguler la force, I'efficacité et la
spécificité d’'un signal transféré par une protémhéSato et al., 2006). Dans ce chapitre, j'aboldera
deux exemples de protéines accessoires : les RGS®t

a) Les protéines RGS (Regulators of G-protein Signaling)

La premiere breche dans le modéle a trois déciginellement par Rodbell provient
probablement de la découverte des protéines RGablespde reguler négativement le signal recu
par un RCPG. Cette atténuation du signal a notamgténmise en évidence en montrant I'effet
inhibiteur de la surexpression des RGS sur lessvdéesignalisation (De Vries et al., 2000). Chez
les mammiferes, il existe une trentaine de prog2RES dont la distribution varie en fonction des
tissus méme si la plupart est exprimée dans leeaer{De Vries et al., 2000). Elles se caractérisent
par une activité GTPasique et la présence d’'un d@mRGS de liaison aux protéines de typmeG
et Goqg (Bockaert et al., 2002; De Vries et al., 2000)ysiqu’'une seule RGS interagirait avec la
sous-unité @s (Zheng et al., 2001). Les protéines RGS sont diedares variables, pourvues
souvent de plusieurs domaines fonctionnels suggépanr elles de multiples fonctions et
interactions.

Le signal induit par un stimulus doit étre finemeggulé non seulement dans I'espace mais
aussi dans le temps. Cette régulation de la durésgaal peut se faire au niveau des protéines G en
modulant le temps de demi-vie de leur forme activ&@mme indiqué dans le paragraphe II-C-1
(page 24), la terminaison du signal transduit pargdrotéines G nécessite I'hydrolyse du GTP en
GDP par l'activitée GTPasique de la sous-unité. @ependanin vitro, cette activité GTPasique
intrinseque parait trop faible pour rendre comptdadrapidité de la terminaison du sigimalvivo
(Bockaert et al., 2002). C'est dans ce contexteintprviennent les protéines RGS qui
raccourcissent la durée d’un signal induit partimslation d'un RCPG en inactivant la protéine G
grace a leur activité GTPasique. Ainsi, les RGS des GTPase Activating Protein (GAP), famille
déja connue pour intervenir dans l'inactivation gesites protéines G. L'activité GAP des RGS

permet non seulement d’'inactiver directement lssamité Gx mais aussi indirectement le dimere
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Tableau :: Propriétés des protéines AGS Il est a noter que AGS1 est capable d’interagir

avec Gxo de méme que le motif GPR des AGS de la deuxiamdlé. D’aprés Blumeet al,

2005. AGS (Activator of G-protein Signaling), GEF (Guagimucleotide Exchange Factor), GDI (Guanine
nucleotide Dissociation Inhibitor), GPR (G-Prot&agulatory), ND (Non Déterminé), +/- interaction man chez
la levure.

Famille AGS Sélectivité envers certaines protéines Autres propriétés
Gi2 Gi3 Gs G16
Famille 1 (GEF AGS 1 + + - -
AGS3 + + - - 4 motifs GPR
. AGS4 + + - - 3 motifs GPR
Famille 2 (GD) pgss ND ¥ ND ND 3 motifs GRP
AGS6 ND + ND ND 1 motif GPR
AGS?2 + + + + lie GBy
Famille 3 AGS7 + + + + lie GBy
AGS8 + + + + lie GBy




GBy par la reformation de I'hétérotrimerea@y inactif. Cependant, la propriété inhibitrice des
protéines RGS ne se limite pas a leur activité @ARgu’en interagissant avec la sous-unitg G
elles la séquestrent, 'empéchant de lier sestefies pour les moduler ou encore 'empéchant de se
coupler a nouveau avec le récepteur (De Vries.e2@D0). C’est ainsi que Garzehal (Garzon et
al., 2005) ont récemment montré dans le cadre sligéisye opioide que I'activation du récepteur a la
morphine s’accompagnait rapidement de la rétentienplusieurs sous-unitésaGpar RGS9-2,
phénomene qu'ils corrélent a la désensibilisatiométepteur.

A I'heure actuelle, les RGS ne sont plus uniquervees comme des protéines atténuant le
signal des protéines @a leur activité GAP. Par exemple, les travaux dééiist al (Fischer et al.,
2003) suggerent que la protéine RGS-GAIP (pour ®hAl Interacting Protein) est capable
d’adresser la sous-unitéég vers une E3 ubiquitine ligase proposant ainsiale d’adaptateur pour
cette RGS. Plus généralement, les RGS sont augables d'interagir avec des RCPG ou des
effecteurs. Les RGS12 et 14 possedent aussi demaides d’interaction avec les protéines.G
Par ces interactions multiples les RGS pourraieartigiper a [I'échafaudage d’unités

multiprotéiques de signalisation (Abramow-Newetiak, 2006).

b) Les protéines AGS (Activators of G-protein Signaling)

De méme que les RGS, les protéines AGS peuvent lerothi cycle d’activation des
protéines G en interagissant directement avec sceillePlus précisément, les AGS ont été
identifiées en tant que protéines activant lesgmes G indépendamment d’un RCPG. Il existe huit
AGS capables de reconnaitre spécifiguement cestaiaes-unités de protéines G. Ces huit AGS
sont classées en trois familles en fonction de tea@canisme d’activation des protéines G (voir
tableau 3) (Blumer et al., 2005).

In vitro, AGS1 augmente la liaison du GTP sur des protéBugs purifiées (Blumer et al.,
2005). Ainsi, a l'instar des RCPG, AGS1 est undactd’échange du GDP provoquant I'activation
des protéines G de facon dépendante du GTP (Sadb, €006). Au contraire, les AGS2 a 8
activent les protéines G sans promouvoir I'échaBb® / GTP sur la sous-unitéoGLes AGS3 a 6
lient préférentiellement Gtandis que les AGS2, 7 et 8 lient plutG@yEBlumer et al., 2005).

Les AGS de la famille 2 possédent un ou plusieorsaines GPR (G-Protein Regulatory)
responsables de la liaison spécifique avec unewaités de type @i couplée au GDP (Blumer et
al., 2005). Le motif GPR des AGS est capable déedéher activement la dissociation du trimére
Gofy (Ghosh et al.,, 2003) mais aussi de stabiliser daswnité @&i-GDP empéchant la
réassociation du trimére (Peterson et al., 200DysiAles AGS de la famille 2 sont des inhibiteurs

de la dissociation du GDP (ou GDI). La faculté deaines AGS de se comporter en tant que GDI
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introduit de nouveaux concepts quant au cycle Waibn des protéines G. De facon non
exhaustive, citons d’abord le fait que la dissaoratdu trimere @y par les AGS puis la
stabilisation de @i-GDP peut entrainer spécifiquement une activaties effecteurs modulés par
GBy (Blumer et al., 2005). Ensuite, I'inhibition de feconstitution du trimére peut potentialiser la
signalisation dépendante dgdyzen fonction de la demi-vie du complexe AG8+&DP (Lanier,
2004). Enfin, de la méme facon que les RGS, ipessible d'imaginer que la séquestration et/ la
stabilisation des sous-unitésxi@3GDP empéche le couplage du trimera3@ avec son récepteur
(Natochin et al., 2000; Peterson et al., 2000).

A souligner, un autre point commun entre certalRE&S et les AGS3, 4 et 5 de la famille 2
provient de la présence dans leurs séquences sieynsidomaines d’interaction avec des protéines.
Plus précisément, les AGS3, 4 et 5 possedent phssieotifs GPR chacun capable d’interagir avec
une sous-unité @. On peut dés lors suggérer pour les AGS une immctle protéine
d’échafaudage participant a l'assemblage de coreplegupramoléculaires de protéines G

impliqués, par exemple, dans la formation de muétas de RCPG (Lanier, 2004).

3- Oligomérisation des RCPG

Jusgu’a présent les RCPG n’ont seulement été égaguién tant qu’entités monomeériques.
Seulement, depuis une dizaine d'années de nomlsréusges ont révélé la présence de RCPG sous
formes dimérique et oligomérique non seulement dasssystemes d’expression hétérologues mais
eégalementin vivo (Kroeger et al., 2003). Plus particulierementxisgence d’hétérodimeres /
oligoméres, c'est a dire l'association entre deuxptusieurs RCPG différents, a suscité un
engouement du fait que de telles entités peuvesséuer des propriétés pharmacologiques et
fonctionnelles originales. La possibilité d’intetiac entre des récepteurs appartenant méme a des
familles distinctes révéle un nouveau niveau deerdité fonctionnelle jusqu’a récemment
insoupconné, chaque combinaison pouvant correspaaidine nouvelle cible pharmacologique.

Dans les paragraphes qui suivent, je n’évoqueriadimérisation des RCPG.

a) Mise en évidence de la dimérisation

L’existence de RCPG sous forme dimérique a été mdergar des techniques biochimiques
englobant la co-immunoprécipitation, le cross-limtkiou encore le western-blot mais aussi par des
techniques biophysiques : FRET ou BRET (Biolumieese Resonance Energy Transfer) (Hansen
et Sheikh, 2004). La majorité de ces travaux ayaétréalisée dans des systemes d’expression

hétérologue, il a été dans un premier temps sugpérda dimeérisation était un artefact généré par
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la surexpression des récepteurs. Puis dans undéemps, la dimérisation a été mise a jour dans
des systémes exprimant les RCPG a des taux phgsjoks et pour des récepteurs exprimés de
facon endogéne (Kroeger et al., 2003). Les dimédeshodopsine ont par exemple été observés
directement par microscopie a force atomique (Bdtiet al., 2003). Aujourd’hui, la preuve étant
faite que de nombreux récepteurs existent sousefaimérique incite a penser qu’il s’agit d’'une

caractéristique commune a I'ensemble de la fardéee RCPG (Kroeger et al., 2003).

b) M écanismes moléculaires de ladimérisation

Il existe plusieurs modeles décrivant les basesoutdires de la dimérisation des RCPG.
On peut cependant citer trois types d’interacti@iabord des ponts disulfures reliant les domaines
extracellulaires de deux monomeres. C’est le cas @ plupart des RCPG de la famille 3 qui
n'existent que sous forme dimérique (Hlavackova akt 2005). Ensuite, des interactions
intracellulaires notamment au niveau de la queuer@inale des RCPG qui est entre autres
impliquée dans I'homodimérisation du récepteuralelpioide (Cvejic et Devi, 1997). Enfin, des
interactions au niveau des hélices transmembranaoet impliquées dans I’'homodimérisation de
la rhodopsine. Il est trés probable que chaque rdiraik trouvé sa propre solution pour se constituer
en utilisant, par exemple, une combinaison de r@s types d’interactions (Kroeger et al., 2003).
Comme indigué précédemment, il est aussi enviségepte la dimérisation des RCPG se réalise
par l'intermédiaire de protéines G solidarisées pae protéine accessoire telle qu'une AGS
(Lanier, 2004). En accord avec cette idée, Letwal ont montré que I'hétérodimérisation des
récepteurs opioides MOP et DOP nécessite I'intenacécepteur / protéine G (Law et al., 2005).

) Régulation de ladimérisation des RCPG

Alors que certains RCPG comme la rhodopsine ourdegpteurs meétabotropiques du
glutamate sont des diméres constitutifs (Hlavackewal., 2005; Terrillon et Bouvier, 2004), la
formation ou dissociation de certains autres serdhie modulée par le ligand (Kroeger et al.,
2003). Les résultats de ces travaux sont cepesdanent difficiles a interpréter puisque la liaison
d’un ligand peut induire seulement un changementocmationnel des RCPG se traduisant par une
modulation de I'accessibilité d'un antigene paramticorps lors d’une immunoprécipitation ou par
une variation du transfert de fluorescence / bioh@scence (Kroeger et al., 2003; Terrillon et
Bouvier, 2004). Aussi, il existe des résultats cadittoires concernant les effets des ligandsasur |
dimérisation en fonction de I'approche expérimanttreprise (Hansen et Sheikh, 2004; Kroeger
et al., 2003). Ainsi, selon Hansstl al, tous les RCPG existent sous forme homodimériguiacbn

constitutive probablement des leur synthése auaniwau réticulum endoplasmique alors que la
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formation et la dissociation des dimeres induitesr pes ligands ne sont qu’artefacts

d’expérimentation (Hansen et Sheikh, 2004).

d) Implications pharmacologique et thérapeutique de I'hétérodimérisation des
RCPG atravers |’ exemple des récepteurs opioides mu, delta et kappa

L’observation que le knock-out d’un récepteur oggospécifique chez une souris entrainait
l'altération du fonctionnement des récepteurs stésis a fortement conduit a penser que les
récepteurs opioides étaient capables de former hiérodimeres ayant des propriétés
pharmacologiques spécifiques (Kroeger et al., 2003)

I a été montré que les récepteurs opioides MOPP D& KOP sont capables
d’hétérodimériser pour former les dimeres MOP / O0GBmes et al., 2000), MOP / KOP (Wang et
al., 2005a) et DOP / KOP (Jordan et Devi, 1999% @aeuvelles entités sont pourvues de profils
pharmacologiques distincts des récepteurs exprseeéls (Kroeger et al., 2003). Pour illustrer ces
propos, je citerai les travaux Waldhatral montrant que I'agoniste 6’-guanidinonaltrindoleiee
spécifiquement les hétérodiméres DOP / KOP et estnalgésique uniquement s'’il est administré
dans la moelle épiniére (Waldhoer et al., 2005)teC&tude suggeére, ainsi, que les hétérodimeéres de
récepteurs opioides existent vivo spécifiquement dans certains tissus. Encore pitésessant
d’'un point de vue thérapeutique, il a été montré tpidesign de ligands bivalents ciblant des
hétérodimeres permet d’obtenir de nouveaux anajgési aussi puissants que la morphine
n’induisant ni tolérance ni dépendance (Danielalgt2005). D’autres travaux montrent, quant a
eux, qu’il existe une coopération entre les réaat®OP et DOP d’'un hétérodimere résultant en
une potentialisation non seulement des voies deabksation (Gomes et al., 2004; Gomes et al.,
2000) mais aussi de l'effet analgésique (Gomes. ,e2@04) permettant d’entrevoir des traitements
combinant plusieurs ligands.

L’ensemble de ces travaux souligne le potentietaip€utique énorme qu’ont les ligands
ciblant les dimeres de RCPG. La découverte de eesials permet denvisager de nouvelles
stratégies de traitements a partir de ligands di#jaés et le développement de molécules inédites
présentant de nouvelles propriétés pharmacologigiugspourvues d’effets secondaires.

4- Compartimentation membranair e des voies de signalisation : lesrafts

Dans les chapitres précédents, nous venons deavoavers quelques exemples que des
plateformes de signalisation, constituées paruouteseau de protéines interagissant les unes avec
les autres de facon dynamique, convertissent umukis en une réponse physiologique adaptée.
Jusqu’a présent, nous n’avons pas tenu compte itligde de nombreux protagonistes de la
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transduction du signal sont intimement associéa enémbrane plasmique. La complexité et la
variété de lipides composant la membrane plasmsuggérent que son réle ne se limite pas
simplement a une frontiére entre milieux externéntdrne (Munro, 2003). En accord avec cette
idée, il a été montré que la composition lipidigleecette membrane peut influencer l'activité des
RCPG (Baenziger et al., 2000; Lagane et al., 20ROk largement, la question est donc de savoir si
la membrane plasmique possede un réle actif damaramission du signal. Dans les années 90, un
premier élément de réponse a été apporté aveopmgition que la membrane plasmique était en
partie composée de microdomaines enrichis en splyndes et en cholestérol impliqués dans le

transport de protéines membranaires (Brown et R&89).

a) Les rafts : une nouvelle architecture de la membrane plasmique

Depuis pres de trente ans, on considérait la merebptasmique comme une mosaique
fluide et homogene a l'intérieur de laquelle lestfines se comportaient comme des icebergs
flottant librement dans un océan de lipides (Sirgjedicolson, 1972). En réalité, ces dix derniéres
annees, de nombreux travaux ont montré que la naralpiasmique ainsi que d’autres membranes
intracellulaires possedent une organisation congpiegluant des microdomaines protéo-lipidiques
fonctionnels appelés rafts ou radeaux lipidiquélse(FR2003; Pike, 2004).

La capacité de ces régions membranaires a forngemderodomaines viendrait de leur
composition lipidique distincte du reste de la meamk plasmique. En effet, les rafts seraient des
régions enrichies notamment en cholestérol et gplipides composés d’acides gras a haut degré
de saturation. Ces différences de propriétés pbyiamiques conduiraient a une séparation de
phases entre des rafts plutét rigides et le resta cthembrane plasmique plus fluide (Pike, 2003).

Cette nouvelle architecture membranaire des csllaleemis en cause la vision que I'on
avait de la membrane plasmique notamment d’'un pdentvue fonctionnel. Méme si elle préte
encore a débat (Douglass et Vale, 2005; Lin et SR&A5; Munro, 2003), I'implication des rafts
dans la signalisation (Pike, 2003), le transpomideines (Dessy et al., 2000) ou encore I'erdee

pathogenes dans la cellule (Rosenberger et al0) 208té relayée par plusieurs travaux.

b) Isolation des rafts par des techniques biochimiques

En raison de leurs propriétés physico-chimique$édihtes du reste de la membrane
plasmique, les rafts ont été traditionnellemenaci#risés par leur insolubilité et leur faible degns
a basse température dans 1 % du détergent Trith@OXBrown et Rose, 1992). Cette propriété
permet d’isoler du reste de la membrane plasmiguelfracentrifugation a I'équilibre sur gradient

de densité une fraction DRM (pour Detergent ResislMembrane) qui flotte a I'interface des
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gradients 5 % et 30 % de sucrose. Malgré I'abseleceonsensus (Munro, 2003), cette fraction
DRM est trés généralement assimilée aux rafts.

Depuis, d'autres méthodes de préparations avecans détergent (Macdonald et Pike,
2005) ou utilisant de plus faibles pourcentage3rion X-100 ont été mises en ceuvre pour isoler
les rafts. Cependant la composition protéo-lipidigie la fraction purifiée varie selon le procédé
choisi. Cela suggére soit qu'il existe différenfaspulations de rafts (Pike, 2004) soit que les
fractions purifiées ne sont pas représentativesrdesodomaines existant au sein de la membrane

plasmique (Munro, 2003).

C) Caractéristiques biochimiques des rafts
) Composition lipidique des rafts

Comme indiqué précédemment, les rafts sont tramtigébement connus pour étre enrichis
en cholestérol et sphingolipides. Cependant, laposition lipidique des rafts dépend de la fagon
dont ils ont été isolés biochimiquement. Par exemlglur préparation a I'aide de détergents semble
extraire plus sélectivement des lipides caractgues du feuillet externe de la membrane
plasmique que sont le cholestérol et les sphinglagp (Munro, 2003; Pike, 2003). Malgré tout,
comme le montre une récente étude de type lipidoenrgalisée sur des cellules CHO (Chinese
Hamster Ovary), méme si la composition lipidique dadts est sensible a leur mode de préparation,

dans tous les cas le cholestérol et les sphingelipy sont enrichis (Pike et al., 2005).

i) Composition protéique

Plusieurs études de type protéomique se sont adadh déterminer la nature des protéines
retrouvées dans les rafts apres leur isolationhmaique (Foster et al., 2003; Li et al., 2003; von
Haller et al., 2001). Méme si la composition prgt& varie en fonction du type cellulaire, les rafts
sont notamment enrichis en protéines a ancres @&ur (GlycosylPhosphatidolnositol), en
protéines du cytosquelette et de signalisatiortjquéierement les protéines G. Des protéines telles
gue la phosphatase alcaline (protéine a ancre @P#8 flotilline sont couramment utilisées en tant
gue marqueurs caractéristiques des rafts (Butoat.,e2004; Eckert et al., 2003). Les cavéolines,
guant a elles, sont propres aux cavéoles qui sestimaginations de la membrane plasmique

considérées comme une sous-famille de rafts (Ra3).

Les premieres étapes de la transduction d’'un sgmaléroulant au niveau de la membrane
plasmique et I'enrichissement des rafts en protedee signalisation suggerent un rdle fonctionnel

40



de ces microdomaines dans la transmission du sidealaierai d'illustrer ces propos a travers les

signaux recgus par les RCPG.

d) Raft et signalisation des RCPG

L’équipe de Paul Insel s’est intéressée au réleralés dans la signalisation dépendante des
récepteurgl etf32 adrénergiques couplés positivement a I'AC (Osteatral., 2004; Ostrom et al.,
2001). Lors de leur activation par un agonistedisue le réceptefgl adrénergique reste confiné
dans les rafts, le réceptefdi2 adrénergique est, quant a lui, délocalisé hossrdfts. Suite a la
surexpression de I'AC6 qui se localise alors pefféellement dans les rafts, la stimulation du
récepteuf31l adrénergique induit une plus forte activation’d€6 par rapport a la stimulation du
récepteu32 adrénergique qui, sortant des rafts, se décaipleartie de son effecteur (Ostrom et
al., 2001). Ainsi, dans le cas du récept@lradrénergique les rafts peuvent étre considémdsneo
des plateformes de signalisation permettant de ogabser » I'ensemble des protagonistes
indispensables a la transduction du signal. Cetteiére se ferait alors plus efficacement grace a |
proximité spatiale des « acteurs » protéiquesifactl leurs interactions pour transmettre le signal
(Pike, 2003). Par ailleurs, il apparait aussi cagerhfts permettraient d’augmenter la spécificué d
signal puisque dans le cas présent, la voie actigéte réceptesl adrénergique est privilégiée.

L’activation de la rhodopsine par la lumiére, quardle, n’induit pas de modification de sa
localisation membranaire. Cependant, la lumiéreagme une translocation drastique vers les rafts
de la transducine, de la protéine RGS9-1 et deNHP& phosphodiestérase (PDE) un effecteur
impliqué dans la phototransduction (Nair et alQ205eno et al., 2001). L'importance fonctionnelle
de ces translocations n’est pas encore bien défiaie selon Senet al les premiéres étapes de la
transmission du signal visuel pourraient avoir lau sein des rafts. Des lors, il est possible de
proposer que dans certains cas la séparation Igpdéa différents protagonistes de la transduction
du signal empéche I'activation non spécifique derdee de signalisation en I'absence de ligand
(Pike, 2003).

Enfin, la translocation de certains RCPG vers E$srsuite a leur activation pourrait
entrainer leur séquestration puis éventuellementitdernalisation et donc étre la premiere étape
dans le processus de désensibilisation. C’est desgmble étre le cas pour le récepteur

muscarinique a I'acétylcholine (Dessy et al., 2000)

De facon générale, ces précédents exemples moguinn’existe pas de modele commun
définissant le rble des rafts dans la transdudatiosignal. Encore une fois il est possible que ghaq

cellule, chaque voie de signalisation ait sa prapraégie de compartimentation afin de transmettre
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le signal le plus efficacement et fidelement pdssiknfin, méme s’il n'existe toujours pas de
consensus concernant I'implication des rafts dassriécanismes de transduction du signal, il est
communément admis gu'il existe au sein de la mengb@asmique une architecture dynamique

des voies de signalisation (Munro, 2003).

En conclusion, la spécificité, l'intégrité, la ferc’un signal recu par un RCPG ou un autre
type de récepteur sont assurées par le profil désgion et la stoechiométrie dans une cellule des
différents protagonistes de la transduction duai@recepteurs, transducteurs, effecteurs, praéine
accessoires) mais aussi par la structuration stdaegation des voies de signalisation en plusieurs

unités distinctes (Sato et al., 2006).

F. Lesrécepteursopioides sont des RCPG

Les récepteurs opioides sont activés a la foislpailigands endogénes peptidiques tels que
les endorphines et par des ligands exogenes coenmerphine. Ces derniers sont connus pour étre
non seulement de puissants analgésiques mais desssubstances particulierement addictives
(Waldhoer et al., 2004). De part ces proprietagyd’ des questions fondamentales qui est posée
dans le domaine de la biologie des addictions essaloir pourquoi des substances exogenes
comme la morphine ou I'héroine ont une forte prepmna induire les phénomeénes de tolérance et
la dépendance chez leurs usagers. Une premiére éteqs la compréhension des mécanismes de
tolérance et de dépendance a été franchie avémnlage de ces récepteurs opioides dans les années
90 (Chen et al.,, 1993; Evans et al., 1992; Yasudal.e 1993). Il a été ainsi montré que ces
récepteurs font partie de la grande famille desepR@urs Couplés aux Protéines G et plus
précisément de la famille de la rhodopsine. Dés, lon torrent d’informations sur leurs propriétés
pharmacologiques, sur leur structure, sur les vdeesignalisation activées par ces récepteurs est
devenu disponible. Dans la deuxieme partie derd@duction, je présenterai plus en détails le

systeme opioide.
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I[Il. Lesystéme opioide

La morphine et plus généralement les opioides ereteurs effets pharmacologiques sur le
systeme nerveux central et périphérique par I'mégtiaire de récepteurs membranaires
spécifiques : les récepteurs opioides. Ces réamptmt été caractérisés dans les années 70 en
fonction de leur spectre de sélectivité pharmadqlag pour un répertoire de ligands. Depuis,
guatre récepteurs opioides ont été clonés : leptéars MOP (poumu), DOP (pourdelta), KOP
(pour kappg et NOP (poumaocicepting (Waldhoer et al., 2004). Dans ce chapitre je grtegai
d’abord brievement les propriétés pharmacologiqiesette famille de récepteurs puis certains
effets aigus des opioid@s vivo et au niveau cellulaire. Enfin, je m’attarderaigplonguement sur
les effets chroniques des opioides plus parti@rii@nt sur les bases moléculaires et cellulaires de

la dépendance a la morphine.

A. Pharmacologie des récepteurs opioides

1- Ladécouvertedesrécepteurs opioides: introduction historigue

Les premiéres observations suggérant I'existenqaudgeurs récepteurs opioides datent des
années 60. A cette époque deux équipes ont montod grétraitement chez des souris par la
nalorphine, le premier antagoniste opioide conmaif €apable d’inhiber les effets analgésiques
induits uniguement par certains opioides (Cox eindfeck, 1964; Veatch et al., 1964). En 1973,
les groupes de Pert et Snyder (Pert et Snyder,)1%ifon (Simon et al.,, 1973), et Terenius
(Terenius, 1973) ont montré pour la premiére fpew, des expériences de liaison spécifique de
ligands opioides radiomarqués de haute affinigXistence de récepteurs opioides dans le cerveau.
Dans la méme année, il a été montré que les réospigentifiés ne possédaient pas la méme
distribution dans le cerveau suggérant une nout@bd’existence de plusieurs récepteurs opioides
(Brownstein, 1993). Enfin en 1976, les travaux dartii et al (Martin et al., 1976) ont clairement
mis en évidence cette multiplicité en montrant usyndrome de sevrage chez des chiens rendus
dépendants a différents groupes d'opioides étgiprémé par la prise d'un agoniste du méme
groupe. A cette époque, I'existence de trois réaaptopioides a été proposée en fonction de leur
spécificité de ligands : le réceptemu pour morphinekappapour ketocyclazocine etigmapour
N-allylnormetazocine.

La présence dans des tissus animaux de récepteuéonspecifiques a des molécules
d’'origine végétale telles que les opiacés, a amdaés Kosterlitz a penser que les récepteurs
opioides avaient des ligands endogénes. En 195 qadpe a de ce fait isolé a partir d’extraits de
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Tableau 4: Affinités de quelques ligands opioides pour legcepteurs p (MOP),d (DOP)
etk (KOP).

10" 10 10 1d 16
Opioides endogenes //
Leu-enképhaline o M K
Met-enképhaline o M K
[B-endorphine - —— ( —
Dynorphine A K — ) —
Endomorphine 1 - 0 K
Endomorphine 2 - /K
Opioides exogenes
Non sélectifs
Diprénorphine K e S

=

Brémazocine — |p—

—_pe. - -
Sélectifs
M
Morphine — | b— ——Ke— 0
DAMGO - /K
Naloxone — )
CTOP - /K
0
DPDPE — | — MK
DSLET — ) — - K
DADLE 0 U K
Naltindrole — ) |— — | —
K
U-50 488 —— — e
Nor-BNI ——— K —




cerveau de porc les deux premiers ligands endogdaas pentapeptides, la Met-enképhaline et la
Leu-enképhaline (enképhaline venant du grec « thaméte ») (Hughes et al., 1975). C’est alors
gu’'un autre récepteur opioide, ayant une plus faff@ité pour la Leu-enképhaline que pour la
morphine et moins sensible a I'effet de la naloxan&é caractérisé pour la premiere fois dans le
canal déférent de la souris et baptisé ainsi récepelta (Hughes et al., 1975). Ainsi a la fin des
années 70, les études pharmacologiques avaientidiemiifié quatre types de récepteurs opioides
potentiels : mu, delta, kappa et sigma Aujourd’hui, alors que le réceptewigma n’est plus
considéré comme un récepteur opioide, un dermeptéur opioide atypique, NOP, a été découvert
en 1994 par homologie de séquence avec les aatregteurs (Mollereau et al., 1994).

Concernant I'hypothése originale de Kosterlitz dyaontribué a la recherche de ligands
opioides endogenes, il est intéressant de notedejuds plus de vingt ans la présence de morphine
dans des tissus mammiféres a été mise a jour (Ralkstel988). Or récemment, il a été établi que
des cellules humaines en culture sont capablesadieiipe de la morphine (Poeaknapo et al., 2004).

A I'heure actuelle, le r6le éventuel de cette marplendogéne n’est pas défini.

2- Lesligandsopioides

a) Ligands peptidiques endogenes

Depuis la découverte des deux premiers ligandsgémas des récepteurs opioides en 1975,
plus d’'une vingtaine de peptides endogenes auxiptép opioidergiques sont aujourd’hui connus
(Brownstein, 1993). La plupart des peptides endegéont synthétisés sous forme de précurseurs
inactifs codés par difféerents genes : i)plmenképhaline dont sont notamment dérivés les Met-
enképhalines et la Leu-enképhaline ii) paodynorphine dont sont notamment dérivés les
dynorphines A, la dynorphine B iii) laroopiomélanocortine dont sont notamment dérivés Igs
endorphines iv) lapronociceptine dont dérive la nociceptine (Nestler et al., 20016gs
précurseurs sont maturés par des endopeptidaseprdi@ines convertases 1 et 2) et des
exopeptidases (aminopeptidases et carboxypeptidgers générer les plus petits fragments
biologiqguement actifs précédemment évoqués. Biee gqunthétisés a partir de différents
précurseurs, I'ensemble de ces peptides endogaresede un motif commun en N-terminal
Tyr/Phe-Gly-Gly-Phe nécessaire a leur reconnaissqrar les récepteurs opioides (Law et al.,
1999).

Plus récemment, d’'autres peptides endogenessidemorphines consistant en de plus
petits peptides (quatre acides aminés) particutieérg affins pour le récepteur MOP ont été isolés
mais aucun précurseur n’a été identifié pour eual(\oer et al., 2004).
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Figure 17: Comparaison des séquences des récepteurs opioidé®P, DOP, KOP et NOP
humains. Les acides aminés identiques sont représentésasn §vl, hélice transmembranaire; e,
boucle extracellulaire; i, boucle intracellulaitees extrémités N et C-terminales extramembranaires
ne peuvent pas étre alignées.



De méme que les ligands exogenes, ces ligands emeegprésentent un spectre de
sélectivité pour les récepteurs opioides (voireabl4). Ces différents peptides endogénes sont
largement distribués dans le cerveau mais sonbueds également dans plusieurs organes
périphériques (Mollereau et al., 1996; Pastern@8). Ainsi, d’un point de vue physiologique, ces
ligands endogenes sont impliqués dans des fonctioss variées que la douleur, la cognition, les
voies motrices, la régulation de fonctions autor®r(systémes cardiaque, respiratoire, digestif,
endocrine) etc. (Pasternak, 1988). Enfin, il eabter que la structure de base de certains ligands

endogenes a éteé utilisée pour la synthese de bgaxwmhenes comme le DAMGO.

b) Ligands exogenes

De fagcon générale, il existe deux catégories agmtlg exogenes : les ligands peptidiques et
les ligands non peptidiques. Le tableau 4 répertoertains des ligands exogénes des récepteurs
MOP, DOP et KOP.

Mis a part la morphine, I'héroine et la méthadomet $es ligands exogénes les plus connus
du récepteur MOP. D’ailleurs, a l'instar du fenthey de la morphine, la méthadone est aussi
utilisée cliniguement. Le DAMGO, un dérivé d’enkéfihe est I'agoniste peptidique de synthése le
plus sélectif du récepteur MOP. Le CTOP et la nathax sont, quant a eux, des antagonistes
respectivement spécifique et sélectif du réceP.

Le DADLE est un agoniste peptidique du récepteurPDié2aucoup plus stable que ses ligands
peptidigues endogénes comme la Met-enképhalinendl&rindone et le ICI174864 sont des
antagonistes sélectifs du récepteur DOP.

L’U-50-488 et la nor-binaltorphimine (Nor-BNI) sonéspectivement agoniste et antagoniste non
peptidiques du récepteur KOP.

Le récepteur NOP possede plusieurs agonistes hatidigees, des agonistes partiels et
antagonistes peptidiques mais aussi des agoniséegagionistes non peptidiques dont certains sont
communs avec d’autres récepteurs opioides comingelganil (Zaveri, 2003).

A partir des années 90, le clonage des réceptgiotdes puis leur expression hétérologue dans des

cellules mammiféres ont permis de définir plus @&oent leurs propriétés pharmacologiques.

B. Clonage desrécepteurs opioides

L’expression de la banque d’ADNc de cellules NG188de souris, lignée exprimant une
forte densité de récepteur DOP, a permis le clodagson géne aprés un screening par des ligands
radiomarqués spécifiques (Evans et al., 1992; &iedf al., 1992). Le récepteur DOP de souris est

ainsi le premier récepteur opioide a avoir été &€ldbe premier clonage a permis celui d’autres
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récepteurs opioides. En effet, le récepteur MORatl@ été cloné par homologie a l'aide d’une
sonde d’ADNc de rat correspondant au récepteur B®8ouris (Chen et al., 1993). En cherchant a
cloner de nouveaux récepteurs a la somatostatiasiyidéet al ont cloné le géne KOP de souris
(Yasuda et al., 1993). Le récepteur NOP a été cdpnés amplification PCR d’'une banque d’ADNc
humains et de souris avec des amorces codant psugédions conserveées du récepteur DOP et de
la somatostatine (Mollereau et al., 1994).

Il est a noter que les profils pharmacologiqunesgivo des récepteurs opioides suggerent que
pour chacun d’eux plusieurs sous-types existenaillBurs, plusieurs variants d’épissage du
récepteur MOP ont été clonés. Cependant il appquaitces variants ne rendent pas compte des
différences de profils pharmacologiques observées vivo (Waldhoer et al., 2004).
L’hétérodimérisation des récepteurs opioides pdu&tee une explication alternative.

Le clonage des récepteurs opioides a mis en éwdgmds appartiennent a la famille des
RCPG de la rhodopsine. Les récepteurs opioidescemmposés d’environ 400 acides aminés a 60
% identiques avec la plus forte homologie au nivdas hélices transmembranaires et des trois
boucles intracellulaires et la plus grande divérgibur les extrémités N et C-terminales ainsi que
pour les boucles extracellulaires (voir figure 1F3r ailleurs, ces quatre récepteurs possedent deux
résidus cystéines dans la premiere et deuxiemddexntracellulaire formant probablement un pont
disulfure. De méme, le motif DRY trés conservé denfamille des RCPG de la rhodopsine est
retrouvé chez les quatre récepteurs. Enfin, cewowrt également glycosylés sur plusieurs résidus
asparagine au niveau du domaine N-terminal et pdess@les sites de palmitoylation en C-terminal
(Law et al., 2000; Waldhoer et al., 2004).

C. Distribution desrécepteurs opioides dans le systéme nerveux

Comme indiqué précédemment, l'utilisation de ligamddiomarqués spécifiques a rendu
possible des les années 70 la localisation deptetas opioides dans le cerveau. Le clonage des
récepteurs opioides a permis d’affiner leur locaiisy a I'aide d’anticorps dirigés contre les
récepteurs clonés et de la visualisation de leuN#Rpar hybridatiorin situ. De facon générale,
bien gu’ils co-localisent dans de nombreux tissaslistribution de chaque récepteur opioide dans
le systeme nerveux central est spécifique suggéeamsi pour chacun deux des roles
physiologiques a la fois croisés mais aussi difftxel’objectif de ce paragraphe est uniqguement de
donner un apercu tres général de la distributia rédeepteurs opioides dans le systéme nerveux
central de rongeurs. Des descriptions plus détsiltint fait I'objet de revues (Mansour et al., 1995
Meunier, 1997; Satoh et Minami, 1995).
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1- Récepteur MOP

La distribution du récepteur MOP montre qu’il estgent dans presque toutes les régions du
cerveau avec cependant une préférence pour leégleale (noyau accumbens, noyaux latéraux et
médians de I'amygdale), le thalamus,léeus coeruleusl’aire tegmentale ventrale (VTA), la
substance grise périaqueducale.

Au niveau de la moelle épiniére, le récepteur MGPsartout concentré dans la couche Il et

plus discretement dans les couches lll, IV et V.

2- Récepteur DOP

Le récepteur DOP est largement distribué dansrilgtsin dorsal, le noyau accumbens, les
couches |, Il et IV du cortex cérébral ou encommlygdale. En revanche, il est en plus faible
guantité dans le thalamus, I'’hypothalamus, la sulast grise périaqueducale eldeus coeruleus

Dans la moelle épiniére, le récepteur DOP se retromtamment dans les couches Il et lII.

3- Récepteur KOP

Le récepteur KOP est majoritairement distribué damoyau accumbens, le striatum dorsal,
'amygdale, I'hypothalamus, 'aire tegmentale vaidret dans la couche Il de la moelle épiniére.

4- Récepteur NOP

Le récepteur NOP est, entre autres, abondant danaires corticales et cortico-limbiques,
I’hypothalamus ou dans le tronc cérébral et auauwees couches superficielles de la corne dorsale

de la moelle épiniere.

Enfin, il est a noter que d’autres tissus tels lggentestins, le coeur, les reins expriment les
récepteurs opioides au niveau des terminaisoneumseg (Mollereau et Mouledous, 2000; Pugsley,
2002). lls sont également retrouvés au niveau dains globules blancs (Sharp, 2006). Ainsi cette
large distribution des récepteurs opioides daggdeEme nerveux central et les tissus périphériques
rend compte de limplication du systéme opioidesdde nombreuses fonctions biologiques de

'organisme évoquées au paragraphe lll-A-2-a (pEbe
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Figure 18: Le circuit principal de la douleur. Une douleur active un neurone
afférent nocicepteur qui transmet l'informationraneurone relais de la corne dorsale
de la moelle épiniere en libérant des neurotrartsomest excitateurs. La voie
ascendante aboutit au tronc cérébral et au thalamiusnervent différentes régions
du cortex cérébral impliguées dans la sensatiododoeuse. La voie descendante

passe notamment par la PAG et la RVM. D’aprés Bjed04.ACC (cortex cingulaire

antérieur), DRG (ganglion de racine dorsale), Hpilralamus), PAG (substance grise périaqueducale),
RVM (médulla rostroventrale), T (thalamus).



D. Effetsd un traitement aigu a la morphine

L’activation des récepteurs opioides conduit a détiptes conséquences d’'un point de vue
physiologique : analgésie, dépression respirat@uvphorie, inhibition du transit gastro-intestinal
etc. (Waldhoer et al., 2004). Ainsi, méme si I'g@sie n'est pas l'unique effet produit par un
traitement aux opiacés, ceux-ci et plus particaetiggnt la morphine sont connus et utilisés
cliniguement pour leur capacité a soulager desedwsliséveres chroniques ou aigués. De ce fait,
dans ce chapitre, jévoquerai uniquement les pétgsi analgésiques des opiacés en me focalisant
sur les agonistes du récepteur MOP. En effet, Qienl’ensemble des récepteurs opioides soient
impliqués dans la modulation de la sensation doalae, les plus puissants analgésiques agissent
en activant le récepteur MOP (Fields, 2004).

1- L’analgésie
a) Le circuit principal de la douleur

Selon 'Association Internationale de I'Etude deDlauleur, « la douleur est une expérience
sensorielle et émotionnelle désagréable associge dbmmage tissulaire présent ou potentiel, ou
décrite en terme d'un tel dommage ». Cette dédinifllustre le caractere subjectif de la douleur
puisque selon elle la douleur dépend du vécu éetit actuel de chaque individu. Cette définition
de la douleur évoque aussi son caractére pluridimenel puisqu’une douleur psychogéene est
associée a une douleur réelle. De cette défindémoule également le réle protecteur de la douleur
pour l'individu puisqu’elle signale qu’une blessyreut intervenir ou doit étre traitée.

La douleur trouve son origine dans la stimulatiendifférents nocicepteurs correspondant
aux extrémités des neurones sensoriels afférents ldocorps cellulaire est localisé dans les
ganglions de racine dorsale (DRG) (voir figure 18jctivité de ces neurones afférents est corrélée
a l'intensité du stimulus. Il existe trois grandgds de nocicepteurs : thermique, mécanique et
« pluripotents », ces derniers sont capables difilemplusieurs types de stimuli (Kandel et al.,
2000). L'ensemble de ces nocicepteurs sont stimaul@artir d’un certain seuil afin de détecter
sélectivement des stimuli potentiellement dommalgsatour I'individu.

Les neurones sensoriels afférents qui transmdttefitix nociceptif (fibres A5, AB et C)
aboutissent majoritairement au niveau de la coorsale de la moelle épiniere ou ils libérent en
particulier du glutamate et des neuropeptides @bstance P). Ces neurotransmetteurs vont alors
activer des neurones relais qui vont a leur taamgmettre I'information nociceptive a travers cing
voies ascendantes possibles notamment les voiesotlspilamique, spinoréticulaire et
spinomesencéphalique (Kandel et al.,, 2000). Aingir p’intermédiaire d’interneurones,
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Figure 19: Schématisation de l'implication des celluleon / off dans le

circuit de la douleur. Les celluleson /off de la RVM respectivement activent
(+) et inhibent (-) la transmission du message alanélux au niveau de la corne
dorsale. Un traitement & la morphine conduit a désnhibition des cellules
off et une inhibition des cellulesn et donc contribue a diminuer l'intensité

douloureuse. D’aprés Fields, 2004.(neurone relais de la corne dorsale), RVM
(médulla rostroventrale).




information nociceptive remonte au niveau supmsbjusqu’au thalamus lui-méme en relation
avec le cortex cérébral.

Il existe aussi des voies descendantes de comtedle douleur. La mieux caractérisée passe
par la substance grise périagueducale (ou PAG)yvaaepar I'hypothalamus, le cortex ou encore
'amygdale. La PAG est a son tour capable de modal@ociception par des connexions avec la
médulla rostroventrale (RVM) qui innerve la corrershle de la moelle épiniére bouclant ainsi le
circuit (Nestler et al., 2001b).

b) L’ analgésie induite par la morphine

Le récepteur MOP est présent dans tous les campigués dans la modulation du signal
nociceptif : la corne dorsale, le cortex, 'amyggathypothalamus, la PAG ou encore la RVM
(Fields, 2004). De fagon générale, la morphine iindlanalgésie a travers linhibition pré /
postsynaptique des neurones impliqués dans lantiasion de I'influx nerveux aussi bien au
niveau spinal que supraspinal. L'inhibition prégytigue consiste en particulier a diminuer la
libération de neurotransmetteurs comme le glutamatda substance P tandis que linhibition
postsynaptique consiste a élever le seuil d’extit@lo’'un neurone.

Au niveau spinal, la morphine est capable d'inhileetransmission de la douleur a travers
l'inhibition des neurones sensoriels afférents €t deurones relais de la corne dorsale (Fields,
2004).

Au niveau supraspinal, la morphine agit notammanin@ibant les neurones de la PAG et
de la RVM (voir figure 18). Ainsi, le sectionnemetds axones de la RVM qui projettent vers la
corne dorsale réduit le pouvoir analgésique de daphine (Fields, 2004). Plus précisément, la
RVM possede notamment deux populations de neurexergant une modulation bidirectionnelle
de la nociception en innervant directement la codwsale : les celluleon et off qui
respectivement activent et inhibent la transmisslanmessage nociceptif au niveau de la corne
dorsale (voir figure 19). Des doses analgésiquesiaiphine induisent I'inhibition des cellules
parallelement a la désinhibition des celludé&gFields, 2004).

Ainsi, la morphine et plus généralement les agesistu récepteur MOP exercent leur
pouvoir analgésique en agissant sur différentstpain circuit de la douleur aussi bien au niveau de
la voie ascendante (ex : neurones relais) que @ei¢adescendante (ex : cellules/ off). L'effet
analgésique des agonistes du récepteur MOP pesit &us appréhendé au niveau cellulaire en se
penchant par exemple sur le mécanisme d’inhibipoé / postsynaptique des neurones par la

morphine.
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Figure 20 : Principales voies de signalisation modulées par lecepteur MOP dans les
cellules eucaryotesAC (adénylyl cyclase), CCVD (canaux calciques voltaggendants), CREB (CAMP
responsive element binding protein), GIRK (G pnotactivated inward by rectifying potassium chanpels

MAPK (mitogen-activated protein kinases), PLA2 (ppbolipase A2), PLC (phospholipase C), PKA (protéine
kinase A), PKC (protéine kinase C).



2- Effetscedlulairesd’un traitement ala morphine

Les récepteurs opioides sont couplés majoritairemex protéines G hétérotrimériques de
type Gy bien que des travaux montrant leur couplage aatepres de type GChakrabarti et al.,
2005a; Szucs et al., 2004) et (Barzon et al., 1998) ont été publiés. Par coredgla régulation
des effecteurs cellulaires suite a un traitemert @piacés est efficacement bloquée par la toxine
pertussique qui inhibe l'activation des protéings & ADP-ribosylant spécifiquement leurs sous-
unités Gx (Law et al., 2000).

Comme pour de nombreux RCPG, l'activation des ricep opioides conduit a la
modulation de la concentration intracellulaire deasds messagers tels que 'AMPc et le calcium.
Les principaux effecteurs des récepteurs opioidas [AC, les canaux potassiques et calciques et
la voie des MAP kinases (voir figure 20 et tabléau

a) Inhibition de I’ adénylyl cyclase

Les récepteurs opioides sont majoritairement négatnt couplés a I'AC faisant ainsi
diminuer le taux intracellulaire d’AMPc. En effés, liaison d'un opioide sur son récepteur conduit
a l'activation des sous-unitésofz et 3y toutes deux capables d’inhiber plusieurs isoforahes
I'AC (Patel et al., 2001; Sunahara et Taussig, 2002

Au niveau cellulaire, la diminution de '’AMPc conida l'inhibition d’'un courant entrant de
cations dépendant du voltage appeje (Wiliams et al.,, 2001). Ce courant contribue a
I'établissement du potentiel membranaire de repas l&ctivité électrique spontanée de neurones
ou de cellules cardiaques. Ainsi, I'inhibition dedonductance, Iréduit I'excitabilité électriqgue des
neurones et pourrait étre impliquée dans le pousmaalgésique des opiacés (Ingram et Williams,
1994).

Une deuxieme conséquence de l'inhibition de I'A€ mebablement une diminution de la
libération de neurotransmetteurs normalement séegar I'AMPcvia la PKA (Protein Kinase
AMPc dépendante) (Bonci et Williams, 1997; Williagtsal., 2001).

Enfin plus généralement, la diminution du tauxan#ilulaire d’AMPc s’accompagne d’une
baisse de l'activité¢ de la PKA ce qui module I'éts phosphorylation et donc l'activité de
nombreuses cibles protéigues dont certaines resteanactériser.

Il est & noter qu’'une augmentation de I'activité'd& a été révélée dans certains tissus comme le
bulbe olfactif apres un traitement opioide (Lavalket2000). Ce phénomene peut s’expliquer par un
couplage préférentiel des récepteurs avec la p@i@& ou encore par I'expression dans ces tissus

d’'un pool d’AC (isoformes 2 et 7) stimulable pgB\G
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b) Régulation calcique

Tout comme I'AMPc, le calcium est un second messaipgs neurones dont le taux

intracellulaire peut étre régulé par les opioides.

) Inhibition des canaux calciques

L’activation des récepteurs opioides réduit lesraots calciques en inhibantia la sous-
unité @y, l'activité des canaux dépendants du voltage eticpéer de types N et P/Q (Law et al.,
2000). L'augmentation du taux intracellulaire ddcitan est indispensable a I'exocytose des
vésicules synaptiques (Sudhof, 2004). En effet,narteau de la zone active présynaptique
'association des synaptotagmines 1 ou 2 avec de®ipes du complexe SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment proteiceptor) induit la formation d’'un intermédiaire
de fusion entre une vésicule d’exocytose et la nmang plasmique. Un flux entrant de calcium
déstabilise cet intermédiaire, aprés complexatiorcacium a la synaptotagmine 1 ou 2, ce qui
conduit a la libération du contenu vésiculaire ($fd2004). Par conséquent, une inhibition de
'entrée de calcium au niveau de la zone activedaoina une diminution de la libération de
neurotransmetteurs au niveau présynaptique. D’umt pie@ vue physiologique, la conséquence est

encore une fois une réduction de l'efficacité dedasmission synaptique de l'influx nerveux.

i) Mobilisation du calcium intracellulaire

Un traitement opioide est capable de stimuler lée vile signalisation de [inositol
triphosphate (IP3) et du diacylglycérol (DAG) suétd’activation de la phospholipaseCpar la
sous-unité @y. Cette voie de transduction conduit, entre autéeda mobilisation de stocks
intracellulaires de calcium dans la cellule (Lawakt 2000; Williams et al., 2001). Le calcium
possede a son tour des cibles protéiques comnanteduline ou la phospholipase A2 (Landry et
al., 2006). De plus, de facon similaire & 'AMPcupdes PKA, le calcium et le DAG modulent
I'activité des PKC (Protein Kinase Calcium deperi)lgni régulent a leur tour, par I'intermédiaire

de phosphorylations, I'activité de leurs protéinddes.

Comme nous venons de le voir, 'administration tBops est capable de réguler en
particulier des voies majeures de la transductiansdnal : la voie de 'AMPc et les voies
dépendantes du calcium. Ainsi, lactivation des epdeurs opioides influence les taux
intracellulaires de deux seconds messagers ce#lsla’AMPc et le calcium, qui a leur tour

modulent respectivement I'activité des kinases RKARKC. Il s’ensuit un contrble au niveau de la
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phosphorylation d’'un large panel de protéines etlede activite. On comprend des lors la

complexité et la variété des modifications cellidaiinduites par les opioides.

) Activation de la conductance potassique

Au niveau postsynaptique, les opiacés induisentauggnentation du flux potassique vers
I'extérieur de la cellule en activant différentshaax potassiques (Law et al., 2000; Williams et al.
2001). Cela se traduit par I'hyperpolarisation @enembrane plasmique réduisant I'excitabilité des
neurones. Parmi ces canaux potassiques, les GliRilés par @y sont certainement les plus
importants d’'un point de vue physiologique puistpi@ouvoir analgésique des opiacés est réduit
chez des souris knock-out pour GIRK2 (lkeda et28102).

d) Activation de lavoie des MAP Kinases

La voie des MAP kinases est encore une autre \@&ghalisation activée par les opioides
a travers la sous-unitég (Law et al., 2000; Williams et al., 2001). Celieest capable d’activer la
petite protéine G Ras qui a son tour active laginet Raf conduisant a l'activation des MAP
kinases (Qi et Elion, 2005). Au niveau cellulaites MAP kinases sont impliquées dans des
processus trés divers allant de la prolifératidiagoptose cellulaire en passant par la morphologie
cellulaire ou encore I'expression de géenes (QilieinE2005). D’'un point de vue neurologique, les
MAP kinases sont impliquées dans la plasticité gifgae (Sweatt, 2004). La cascade des MAP
kinases conduit a la phosphorylation de facteursatescription, de protéines du cytosquelette, du
métabolisme etc. (Qi et Elion, 2005). Ainsi, lea&s complexe de signalisation des MAP kinases
offre, encore une fois, au systéme opioide de nenses opportunités pour réguler tout un panel

fonctions cellulaires.

La transduction du signal opioide apparait donc menun phénomene complexe. Cette
complexité franchit un degré supérieur lors d’uaittment chronique puisque l'organisme va
chercher a s’adapter a la prise d’opiacés. Au nicedlulaire cela va se traduire par des adaptation
des voies de signalisation afin de contrecarrdfefeaigu de la drogue. L’adaptation cellulaire la
mieux caractérisée est la sensibilisation de & & '’AMPc, phénomene impliqué notamment
dans la dépendance mais aussi dans la tolérarecenarphine (Maldonado et al., 1996; Nestler,
2004; Waldhoer et al., 2004).
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E. Latolérance et la dépendance aux opiacés

Méme si la morphine reste un analgésique de choix raiter les douleurs séveres, une
limitation majeure de son utilisation a long terrest le développement des phénomenes de
tolérance et de dépendance. La tolérance et landapee résultent d’'une adaptation de I'organisme
a la prise de drogue. Par exemple, le corps s’@p@osine action prolongée de l'opiacé en
diminuant sa capacité a y répondre : c’est le pim&me de tolérance (Meunier, 1992). Le degré de
la tolérance varie en fonction de I'opiacé admngigBailey et Connor, 2005) et ne se développe
pas pour tous les effets physiologiques des opi&iisapparait pour I'analgésie d’ou la nécessité
d’augmenter les doses pour obtenir la méme effi€acontre la douleur, pour la dépression
respiratoire mais pas pour le miosis et la constpgMagistretti, 1992).

La dépendance a la morphine a deux composante®péndance physiquetl'addiction .

La dépendance physique se manifeste lorsque |l piesdrogue est interrompue ou lors de
'administration d’'un antagoniste. L'organisme drpg alors un état de dépendance physique par
un syndrome d’excitation caractéristique : le spnui# de sevrage ou de manque dont les
principaux symptémes (tremblements, vomissemernigsrheées, agitation, irritabilité) (Meunier,
1992) sont globalement opposés aux effets aigubiiatirs des opiacés. La dépendance physique
est donc un état latent et réversible qui résuks dhangements adaptatifs de l'organisme
développés au cours de I'administration prolong&&dirogue (Meunier, 1992).

L’addiction (ou dépendance psychique) est un émsigtent correspondant a un besoin
impérieux de se procurer de la drogue et a sa comstion compulsive malgré les conséquences
néfastes qui s’en suivent (Hyman et al., 2006). K&l existe parfois une confusion entre
'addiction et la dépendance physique, ces deuxobagies sont bien distinctes. L'une des
meilleures illustrations est probablement 'usagecdcaine qui induit chez ses consommateurs une
puissante addiction sans provoquer de véritabldreyme de sevrage (Nestler, 2004). De plus, des
héroinomanes ou morphinomanes ne présentant pleymtkEome de manque restent cependant
exposés a un fort risque de rechute sur des péridel@lusieurs années (Nestler, 2001a; Waldhoer
et al., 2004). Pour rendre compte de sa persistéaddiction doit donc résulter de changements
moléculaires, cellulaires voire anatomiques extr@erd stables (Nestler, 2001a).

Comme nous le verrons dans les prochains chapitedépendance physique implique
essentiellement la voie noradrénergique et notarhiedacus coeruleuglLane-Ladd et al., 1997;
Maldonado, 1997; Meunier, 1992; Nestler et Aghaanil997) tandis que l'addiction implique
principalement la voie dopaminergique mésocortimblgue (Hyman et al., 2006; Nestler, 2005).

La tolérance et la dépendance physique partageabaplement des meécanismes

moléculaires communs puisque la sévérité du sewrtbjimtensité de la tolérance corrélent bien
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vivo (Way et al., 1969). Aussi, I'acquisition de la dégance physique et la tolérance est atténuée
en présence d’'un antagoniste du récepteur NMDA @thyl-D-Aspartate) au glutamate, récepteur
impliqué dans la plasticité synaptique (Trujill@0®; Trujillo et Akil, 1991). L'un des mécanismes
moléculaires communs pourrait bien étre la sensdtibn de I’AC qui contribue a 'augmentation
de la libération de neurotransmetteurs au niveaaggigue (Nestler et Aghajanian, 1997; Williams
et al., 2001). Malgré ces probables similitudegplérance et la dépendance physique peuvent étre
découplées comme par exemple chez les souris kmdcgeur laB-arrestine 2 (Bohn et al., 1999)
suggérant qu'ils engagent des circuits neuronadpetdes mécanismes moléculaires différents.
Dans tous les cas, le premier événement molécuhapkqué dans ces effets a longs termes
de la morphine est sa liaison sur son récepteureftet, des souris knock-out pour le récepteur

MOP ne développent ni analgésie ni dépendancendiphine (Matthes et al., 1996).

F. Mécanismes moléculaires et cellulaires de la tolérance aux opiacés

Comme indigqué dans le paragraphe IlI-D (page 4&)algésie engendrée par la morphine
résulte notamment de linhibition de la libératide neurotransmetteurs de la douleur et de la
diminution de I'excitabilité des neurones apparteénau circuit de la douleur. La tolérance a la
morphine serait due non seulement a une augmemtedimpensatrice de l'activité excitatrice de
neurones du circuit de la douleur chroniguemenbédpar la drogue mais également a une perte
du pouvoir inhibiteur de la drogue (Varga et aDP3). Ce dernier phénomene correspondrait en
particulier a des adaptations moléculaires au mnivea récepteur MOP : désensibilisation,
internalisation et downrégulation (Bailey et Conn@005; Waldhoer et al., 2004). Dans les

prochains chapitres je m’intéresserai majoritaineinael récepteur a la morphine.

1- Adaptations au niveau du r écepteur

a) Désensibilisation du récepteur : découplage du récepteur avec les protéines G

Un découplage du récepteur avec ses protéines (Budnait I'efficacité de la transmission
du signal du récepteur vers les effecteurs rédusiasi la capacité inhibitrice de la morphine sur
I'activité neuronale (Nestler, 1997).

La désensibilisation du récepteur MOP n’affecte pastes les régions du cerveau.
Cependant, les régions présentant une désendibitissoncernent celles du cerveau impliquées
dans la nociception (Sim-Selley et al., 2000; Waéttet al., 2004).

La phosphorylation des récepteurs opioides paiGIR& puis leur séquestration par les
arrestines est I'une des voies de découplage lexntiaractérisée (voir figure 16 paragraphe Il-E-1
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page 32) (Bailey et Connor, 2005). Cette voie alldias été impliguée dans la tolérance a la
morphine puisque chez des souris knock-out poy-darestine 2, le pouvoir analgésique de la
morphine est augmenté et la tolérance diminuée r(Bxhal., 2000). Malgré tout, un lien directe

entre la désensibilisation du récepteur MOP eblérance reste a définir puisque d’autres RCPG
peuvent étre séquestrés par la voie dépendantardestine.

D’autres mécanismes peuvent expliquer un découglagécepteur MOP : la diminution du
nombre de protéines Gi (Meunier, 1992) ou encow fquestration par des protéines RGS
(Garzon et al., 2005). Dans ce dernier cas, leatrale Garzoret al montre que dans la PAG, la
protéine RGS9-2 diminue l'efficacité de couplageréicepteur MOP avec les protéines;gen les
séquestrant une fois activées. Ce résultat estenhavec le knock-out de RGS9-2 chez des souris
puisque chez elles le pouvoir analgésique de lgphoe augmente tandis que le phénomeéne de
tolérance diminue (Zachariou et al., 2003). Cependaeste difficile a montrer, tout comme chez
les souris knock-out pour [Brarrestine 2, que la diminution de la toléranceeold®e n’est pas due
en réalité au plus fort pouvoir analgésique dertagde observé chez ces animaux transgéniques
(Waldhoer et al., 2004).

b) Internalisation du récepteur

Les RCPG et plus particulierement les récepteuisiadgs peuvent étre internalisés par une
voie dépendante de l'arrestine et de la clathriogr (paragraphe II-E-1 page 32). Ainsi a-t-il été
d'abord suggéré que linternalisation du récept®P pouvait conduire a la diminution du
nombre de récepteurs a la surface cellulaire &i aonduire a une diminution de I'efficacité d’'un
traitement morphinique. Cependant, il est appare ¢u morphine n’induit en général pas
d’internalisation du récepteur MOR cellulo (Waldhoer et al., 2004). Or, chez l'animal la
morphine induit une tolérance a I'analgésie supéei@ d’autres agonistes du récepteur MOP et ce
pour des doses équi-analgésiques (Bailey et Co@008). Afin d’expliquer cette contradiction, la
faculté de la morphine a induire le phénomene Bgance a alors été attribuée a sa faible capacité
a deéclencher linternalisation du récepteur MOP sddes modeles cellulaires contrairement a
d’autres ligands comme le DAMGO ou la méthadoneilléBaet Connor, 2005). Ainsi, selon la
théorie RAVE (Relative Activity Versus Endocytosi®ndocytose du récepteur induite par un
ligand aurait un roéle protecteur contre le dévetopent de la tolérance (Waldhoer et al., 2004;
Whistler et al., 1999). Deux hypotheses, pouvapiaggitre a la fois complémentaires (Whistler et
al., 1999) et contradictoires (Bailey et ConnorQ20 soutiennent cette théorie. La premiere
considére que I'absence d’endocytose du réceptepéehe son recyclage et sa resensibilisation a
la membrane. Le récepteur resterait par exempleesé@ et désensibilisé a la membrane par la
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voie GRK / arrestine (voir figure 16). La secondggere que le signal généré par la morphine se
propage de fagon disproportionnée a l'intérieur lalecellule puisque le récepteur reste a la
membrane. La tolérance résulterait alors d'une tatiap rendue nécessaire par l'activation

continue du récepteur MOP (Finn et Whistler, 200hjstler et al., 1999).

Cependant, ces hypothéses reposent principaleraenles observations effectuées sur des
modéles cellulairedn vivo, le trafic cellulaire du récepteur MOP est plumptexe. Ainsi, il a été
montré que la morphine est capable d’'induire I'exytluse du récepteur MOP de fagon dépendante
de l'arrestine dans des cultures primaires de masralu noyau accumbens (Haberstock-Debic et
al., 2005) ou encore sa redistribution au niveas dkndrites des neurones du noyau accumbens
(Haberstock-Debic et al., 2005).

) Downrégulation des récepteurs

La downrégulation des récepteurs opioides corres@ota diminution du nombre de ces
récepteurs. Ainsi, la diminution des cibles de larphine conduirait a réduire son influence au
niveau cellulaire (Waldhoer et al., 2004). La diation du nombre de récepteurs opioides a la
surface cellulaire peut étre due a une baisse dnacription / traduction du récepteur (Nestler,
1997) ou a son internalisation suivie de sa dédiatpar la voie lysosomale (Marie et al., 2003)
ou du protéasome (Chaturvedi et al., 2001).

Cependant, bien que la downrégulation du réceDP ait été mise en évidence dans
plusieurs modéles cellulairag,vivo elle n’est que rarement observée (Harrison eL888). Ainsi,
la downrégulation du récepteur MOP suite a un dmaéint chronique par la drogue, n’est

probablement pas un événement déterminant damgil&ton de la tolérance a la morphine.

Dans tous les cas, la désensibilisation, l'intésagibn et la downrégulation du récepteur a la
morphine ne permet pas par exemple d’intégrerle dé récepteur NMDA au glutamate (Trujillo
et Akil, 1991) dans I'acquisition de la toléranaeancore le fait que I'administration de tres fegol
doses d’antagonistes est capable d’empécher Idopgenent de cet effet secondaire (Crain et
Shen, 1995; Wang et al., 2005b). Ainsi, la toléeaaux opiacés ne résulte pas uniguement d’'une
diminution de leur pouvoir inhibiteur sur I'actigineuronale. Des effets compensatoires excitateurs

sont aussi a I'origine de I'apparition de la tolare.
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2- Exemplesd’effets compensatoir es excitateurs

a) Couplage du récepteur MOP avec la protéine Gs

Tout comme d’autres analgésiques la morphine gstbda d’exercer sur les neurones des
ganglions dorsaux un double effet a la fois inkiit(comme nous I'avons précédemment vu) et
excitateur (Crain et Shen, 1996). Cet effet exeitaest absent lorsque la morphine est administrée
en présence d’'une dose picomolaire d’antagonigt@r{@t Shen, 1995). Encore plus intéressant, un
tel co-traitement augmente le pouvoir analgésiqgeelad morphine et empéche I'apparition du
phénomene de tolérance. Waag al ont montré par co-immunoprécipitation qu’un traignt
chronique a la morphine augmente le couplage deptéar MOP avec la protéine @ans la moelle
épiniére de rats (Wang et al., 2005b). Ce transtiertouplage de la protéing.Grers G n’est plus
observé lors d’'un co-traitement morphine / trébléadose de naloxone. De ce fait, si I'on considére
gue I'antagoniste a tres faible dose cible séleatient les récepteurs MOP couplésd\@aldhoer
et al., 2004), il est possible de proposer queolevpir excitateur de la morphine est di au couplage
partiel du récepteur MOP avec la protéing Ge pouvoir excitateur serait dans un premier temp
« noyé » par la prépondérance du pouvoir inhibiteita morphine puis se révelerait au fur et a

mesure que la durée du traitement s’allonge camdribpar conséquent au phénomene de tolérance.

b) Sensibilisation delavoie del’AMPc

La sensibilisation de la voie de 'AMPc permet @enpenser I'inhibition chronique de 'AC
par la morphine avec comme conséquence le retaarrdveau contréle, voire 'augmentation du
taux intracellulaire d’AMPc.

La sensibilisation de la voie AMPc est I'adaptatéonn traitement chronique a la morphine
la mieux caractérisée (Nestler et Aghajanian, 198ii)effet, elle a été déecrite dans de nombreuses
régions du cerveau commelteus coeruleusle noyau accumbens, 'amygdale, la VTA mais aussi
dans la corne dorsale de la moelle épiniere (Nesfi@0la; Waldhoer et al., 2004) et est
directement impliquée dans le phénomeéne de dépeagdnysique a la morphine (Lane-Ladd et al.,
1997; Meunier, 1992; Nestler et Aghajanian, 1997).

La sensibilisation de la voie AMPc est aussi impdig dans I'acquisition de la tolérance
(Nestler, 2001a). En effet, elle est capable deer@liser la libération de neurotransmetteurs
(Bonci et Williams, 1997), en particulier au codfan traitement chronique a la morphine dans des
régions du cerveau impliguées dans le circuit domgax comme la RVM (Bie et Pan, 2005).

Il est & noter que I'expression de nombreux gers¢seus la dépendance de la voie de
AMPc en particulier suite a I'activation des PKdont l'une des cibles est le facteur de
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transcription CREB (CAMP Response Element Bindingtétn) (McClung et Nestler, 2003). Il est
donc possible que la sensibilisation de la void’AkIPc, via la protéine CREB, contribue a la
plasticité synaptique, phénoméne impliqué dansl&rdnce aux opiacés (Bailey et Connor, 2005;
Trujillo, 2000; Zachariou et al., 2003).

3- Implication des systemes anti-opioides dans le phénomeéene de tolérance

Certains peptides endogenes sont connus pour eddaieffets physiologiques des opioides.
Ces systemes appelés anti-opioides comprennerdréougier, la cholécystokinine (ou CCK), le
neuropeptide FF (NPFF) et plus paradoxalement daseociceptine (Mollereau et al., 2005).
Toujours de facon paradoxale, plusieurs peptidéisopioides sont doués a la fois d’'un potentiel
analgésique et anti-analgésique en particulieroation du site d’administration (Harrison et al.,
1998). La nociceptine est par exemple capable dierHes cellule®ff de la RVM provoquant ainsi
un effet pronociceptif supraspinal et d’inhiber Edlules relais de la moelle épiniére provoquant
cette fois une analgésie spinale. Une augmentdtactivité des systemes anti-opioides lors d’'un
traitement chronique a la morphine pourrait repréesseun effet compensatoire impliqué dans le
phénomeéne de tolérance. Ainsi, il a été montré miraitement chronique a la morphine éléve le
niveau de NPFF dans le fluide cérébrospinal etatdisorps dirigés contre NPFF sont capables de
restaurer le pouvoir analgésique de la morphinez ates rats devenus tolérants a la drogue
(Harrison et al., 1998).

Aujourd’hui, de nombreuses adaptations moléculastgte a une activation chronique du
récepteur MOP sont connues et corréléees a lapparide la toléerance. Méme si elles
n‘apparaissent pas toujours avoir de liens enties,eklles semblent toutes converger vers une
adaptation du circuit neuronal de la douleur a Bombition chronique par I'analgésique. Par
ailleurs, une inhibition de l'acquisition de la éohnce peut s’accompagner d’'une diminution de
l'intensité de la dépendance (Crain et Shen, 199jllo et Akil, 1991; Zachariou et al., 2003),
suggérant ainsi des mécanismes moléculaires e garnmuns. Cependant, les symptémes, les
réseaux neuronaux, les adaptations impliquées ldapilsénoméne de tolérance ne permettent pas
d’expliquer par exemple I'état de manque ou leppétés addictives des drogues. Les prochains

chapitres chercheront a éclaircir ces deux points.

G. Circuitsneuronaux impliqués dans la dépendance a la morphine

La dépendance a la morphine et, plus généraleraantdrogues résulte de I'adaptation de

plusieurs régions du cerveau exposées de facotéeepda drogue. L’ensemble de ces adaptations
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Figure 21: Projections noradrénergiques dulocus coeruleus. Le locus coeruleus, situé
dans le tronc cérébral, est le principal noyau d@@ergique du cerveau. Ces neurones
projettent vers de nombreuses régions du cerveaiajmmes sont indiquées sur cette figure.



conduit a des manifestations et des comportement®logiques tels que le syndrome de sevrage
ou la consommation et la recherche compulsivesalgue, symptébmes caractéristiques de I'état de
dépendance (Nestler et Aghajanian, 1997). L'idexifon des régions du cerveau engagées dans la
mise en place de ces symptdmes est une nécessitélgpa@ompréhension des meécanismes
moléculaires et cellulaires liés a la dépendangedangues. C’est ainsi que la voie noradrénergique
et plus particulierement son noyau principalloleus coeruleysest le circuit majeur responsable de
la dépendance physique révélée lors du syndronsedage (Lane-Ladd et al., 1997; Maldonado,
1997; Meunier, 1992; Nestler et Aghajanian, 1997@ddiction, quant a elle, implique notamment
la voie dopaminergique mésocorticolimbique quium&n particulier la VTA, le noyau accumbens,

'amygdale, I'hippocampe et le cortex préfrontal(han et al., 2006; Nestler, 2005).

1- Lavoienoradrénergique et la dépendance physique ala morphine

Afin de clarifier la suite de I'exposé, il est ataoque l'intensité de la dépendance physique
induite par la morphine (ou une autre drogue) &Ess@muement mesurée a travers l'intensité de
plusieurs symptomes révélés chez I'animal apréesenrage spontané ou induit par un antagoniste.
Ces symptdmes sont en particulier : fréquence dass,stremblements du corps et des pattes,
reniflements ou encore diarrhées et perte de Mdilonado et al., 1996; Punch et al., 1997).

a) Implication de la noradrénaline dans |a dépendance physique ala morphine

La noradrénaline ou norépinéphrine est a la fois bormone et un neurotransmetteur
appartenant a la famille des catécholamines tootno® la dopamine. La premiére indication de
'implication de la voie noradrénergique dans lgeattdance provient des travaux de Vogt qui a
observé une diminution du taux de noradrénalines darcterveau de chats chez lesquels une forte
dose de morphine avait été administrée (Vogt, 19B4)s tard, des études ont révelé qu'une
administration aigué de morphine conduit a une wmirtion du taux d’adrénaline dans plusieurs
régions du cerveau. Ce taux tend a retourner \g&nmsolmale suite a un traitement chronique
suggérant un phénomene d’adaptation (Maldonadd;)199

Autre indication, 'administration de clonidine gdiminue la libération présynaptique de
noradrénaline atténue le syndrome de sevrage (Meuwf92). Encore plus explicite, un syndrome
de sevrage précipité par la naloxone induit dart®teex préfrontal une augmentation rapide de la
concentration extracellulaire en noradrénaline t@indre un pic aprés 30 minutes tout en restant
élevée durant 90 minutes. Cette cinétique se saperavec l'intensité des symptdmes du sevrage

suggérant que ces derniers sont déclenchés pareunesécrétion accrue de noradrénaline (Rossetti
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et al., 1993). Ainsi ces travaux suggerent quiddes coeruleusla source majeure d’'innervation

noradrénergique du cerveau, est impliqgué dansdafipn des signes somatiques du sevrage.

b) Le locus coeruleus joue un rdle majeur dans I’ expression des signes somatiques
du sevrage

Le locus coeruleugst un petit noyau du tronc cérébral composé den\i2 500 neurones
chez les humains (Nestler et al., 2001b). Il cpwesl a plus de la moitié des neurones
noradrénergiques du cerveau (Nestler et al., 1998)gré sa petite taille les neurones Idaus
coeruleugpossedent de nombreuses projections vers I'ensataldgstéme nerveux central : cortex
cérébral, hippocampe, hypothalamus, cervelet, magiiniere etc. (voir figure 21) (Nestler et al.,
1999; Rasmussen, 1995). De fagcon généralecles coeruleugst connu pour jouer un role, entre
autres, dans la régulation de Il'attention, de Igilamce et dans l'activité du systéme nerveux
autonome (Nestler et Aghajanian, 1997; Nestlet.e1899). Enfin, il est important de noter que le
locus coeruleugxprime une forte densité de récepteurs MOP (Mansbal., 1987; Rasmussen,
1995).

Plusieurs travaux suggérent un r6le prépondéranbalis coeruleusians les effets de la
morphine. Un traitement aigu par cet opiacé dimiramivité neuronale diocus coeruleusCette
activité retourne a la normale aprés un traitensdmonique reflétant une tolérance a la drogue
(Maldonado, 1997). Cependant lors du sevrage dainrendu dépendant a la morphine, une
hyperactivité des neurones thcus coeruleugst observée avec une augmentation de la libaratio
de noradrénaline au niveau des zones innervéds jpaus coeruleugRasmussen, 1995). Aussi, la
région du cerveau la plus sensible pour I'inductitum syndrome de sevrage aprés une injection
locale d’'un antagoniste chez des rats dépenddatmarphine est llocus coeruleugMaldonado et
al., 1992). Enfin, la diminution et l'augmentati@pécifique de I'activité neuronale docus
coeruleusrespectivemenatténue et aggrave lintensité de plusieurs sighesevrage (Han et al.,
2006).

Malgré tout, le rble précis docus coeruleuslans la dépendance aux opiacés reste encore
débattu (Christie et al., 1997; Delfs et al., 20Q0activité dulocus coeruleugst contrblée par des
projections afférentes libérant des neurotransmmesttexcitateurs (Christie et al., 1997; Meunier,
1992; Rasmussen, 1995). Ainsiléeus coeruleusie pourrait étre qu’un relais du circuit neuronal
impliqué dans la révélation du sevrage. Aussijdttion localisée d’antagonistes dans des régions
voisines du cerveau comme la PAG déclenche égatemenintense syndrome de sevrage
(Maldonado et al., 1992). Enfin, tous les signeaa@ristiques du sevrage ne sont pas atténués par

I'inhibition de l'activité électrique dipcus coeruleugHan et al., 2006; Lane-Ladd et al., 1997).
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) Les autres régions de contrdle potentiel du sevrage

L’hyperactivité dulocus coeruleusbservée lors du sevrage pourrait étre la conseguee
sa stimulation par des neurones afférents lib&tastacides aminés excitateurs (Maldonado, 1997;
Meunier, 1992). D’ailleurs, la libération de glutai®a et d’aspartate au niveau ldgus coeruleus
augmente lors du sevrage (Rasmussen, 1995). Del'pljection d’antagonistes des récepteurs aux
acides aminés excitateurs au niveaulaltus coeruleudiminue son activité tout en atténuant
l'intensité du sevrage (Maldonado, 1997; Rasmusk@®5). Plus précisément, le noyau réticulaire
paragigantocellulaire (ou PGi) faisant partie d&kMM est la source afférente principale d’acides
aminés excitateurs vers lecus coeruleusAinsi la lésion du PGi atténue I'excitabilité thcus
coeruleugMaldonado, 1997; Rasmussen, 1995).

La PAG a elle aussi été impliquée dans l'expressies signes somatiques du sevrage
(Maldonado et al., 1992; Punch et al., 1997). L&R&t une région afférente de la PGi et pourrait
par conséquent jouer un role indirect dans I'exicitadu locus coeruleusévélée lors du sevrage
(Christie et al., 1997). D’ailleurs selon Christieal, la PAG serait la région du cerveau responsable
de l'initiation de I'expression de plusieurs sigroes sevrage (Bagley et al., 2005; Christie et al.,
1997).

Enfin certains travaux, moins nombreux, suggérem l@ noyau accumbens contribue lui
aussi a I'expression des signes somatiques dugeeykarris et Aston-Jones, 1994; Zachariou et
al., 2006).

En conclusion méme si le role thcus coeruleuslans la dépendance physique aux opiacés
reste aujourd’hui controverseé, il est indéniable des neurones noradrénergiques du cerveau y
compris ceux dilocus coeruleusont hyperactifs lors du sevrage (Christie etl®97; Delfs et al.,
2000). De ce fait, ldocus coeruleusa été abondamment utilisé comme une région madi¢le
cerveau pour comprendre les adaptations molécslamesées par un traitement chronique a la
morphine. Aujourd’hui nombre des ces adaptationtamment la sensibilisation de la voie AMPc,

ont depuis été identifiees dans d’autres régionsetveau (Nestler, 2004).

2- Lavoiedopaminergigue mésocorticolimbique et I’ addiction

a) L’ addiction est une forme pathologique de I’ apprentissage et de la mémoire:
implication du circuit de la récompense

La récompense est une expérience émotionnelle eqtiiagluit par une sensation positive

percue par un animal. Ainsi, I'activation du citcaeuronal de la recompense produit du plaisir
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Emotions naturelles indispensables aux
comportements motivationnels pour la survie de
I'animal et de I'espéce
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Figure 22 Les systemes émotionnel et motivationnel contritant a la survie de
'espece. Les drogues agissent sur le systeme limbique enupant des émotions
positives et négatives. Elles affectent durablemientcomportement animal par
l'intermédiaire d’adaptations neuronales comparableelles de I'apprentissage et de la
mémoire. D’apres Kelley, 2004.



(émotions positiveg et initie un apprentissage permettant d’assoder plaisir avec une
circonstance, un stimulus, un environnement etccéntraire, I'inhibition de ce circuit conduit a
des émotionmégativesqui sont elles aussi associées a un contexte (Ryahal., 2006; Kelley,
2004).

Dans des conditions normales, le circuit de lamgmnse est impliqué dans les phénomenes
motivationnels indispensables aux comportemengixitfin d’optimiser les chances de survie de
'animal (Kelley, 2004). Plus précisément, le citcde la récompense a travers I'apprentissage
contribue a motiver I'animal vers la recherche @aemple de nourriture, d’eau ou d’opportunités
d’accouplement (émotions positives) ou vers laefdil danger, de la douleur (émotions négatives).

La plupart des drogues (opiacés, cocaine, nicaaimghétamines, alcool etc.) sont capables
d’altérer de fagon persistante le circuit de laordpense conduisant ainsi a des comportements
pathologiques durables. En effet, a linstar degte est appelé les récompenses naturelles
(nourriture, eau etc.), les drogues exercent uet effrenforcant » positif sur le circuit de la
récompense (Hyman et al., 2006). L'une des conséggesur I'animal est un comportement
motivé majoritairement par le désir compulsif deérér I'expérience de la récompense et donc de
la drogue. La mémorisation de la récompense auresil@ motivation a rechercher et a vouloir de la
drogue sont révélées chez le rat et la sourisgppaladigme de la préférence de place conditionnée.
Concrétement, un rongeur rendu dépendant a la drpgssera plus de temps dans un lieu qu'il a
associé avec une présence de drogue plutét quaudaangre lieu tout autant accessible (Hyman et
al., 2006). Des paradigmes d’autoadministratiomettent aussi d’appréhender ces phénomenes.

Parallelement, les drogues exercent aussi un effenforcant » négatif sur le circuit de la
récompense. Cela se traduit par une volonté démana éviter les effets néfastes de la drogue
(dysphorie, anxiété, irritabilité, douleur, syndmihe sevrage) dévoilés lors de I'arrét de la miese
drogue (Kelley, 2004). Cet état est révelé chaatest la souris par le paradigme de I'aversion de
place conditionnée. Le rongeur rendu dépendantdaolgue passera moins de temps dans un lieu
gu’il a associé avec la précipitation du syndromeesdvrage que dans un autre lieu tout autant
accessible (Delfs et al., 2000).

La dangerosité de la récompense géenérée par laaisgxplique d’abord du fait qu’elle
devient surévaluée par rapport aux récompensesetiatl De ce fait, la vie du toxicomane se
résume a trouver les moyens pour obtenir de laudr@g ce malgré les conséquences sociales qui
peuvent en découler. D’'autre part, contrairement edcompenses naturelles, la récompense
générée par les drogues ne contribue pas a laesdevilespece (se nourrir, se défendre, se
reproduire) et de surcroit est délétere pour l&ésd@ I'individu (Hyman et al., 2006).

En conclusion, l'addiction est notamment la consége de deux phénomeénes se

superposant (voir figure 22). D’'une part un effeerforcant »positif de la drogue qui contribue a
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Tableau 5 Cibles pharmacologiques directes ou indirectes deprincipales
drogues. D’'apres Nestler, 2001 et Hymash al, 2006.DOP (delta opioid receptor),
GABA (acidey-amino butyrique), NMDA (N-Méthyl-D-Asparate), MOPn( opioid receptor).

Drogue Récepteur Ciblé Action
Opiacés Opioides MOP et DOP Agonistes
Cocaine Dopamine (D1 et D2) Inhibiteur du transporteur

de dopamine (inhibe la
« recapture »)

Nicotine Nicotinique a l'acétylcholine Agoniste

Alcool GABA et NMDA Agoniste GABAa et
antagoniste NMDA

Cannabis Cannabinoide 1 Agoniste

Striatum dorsal

Cortex préfrontal

Substance noire

"

}) Aire tegmentale
ventrale

Noyau accumbens-—*

Figure 23 Principales projections dopaminergiques impliqués dans la
dépendance aux droguesles noyaux dopaminergiques de l'aire tegmentale
ventrale projettent en particulier vers le noyacuaebens et le cortex préfrontal. La
substance noire est la source dopaminergique @ustr dorsal. D’aprés Hymaet

al, 2006.



motiver le comportement vers la recherche de lamgense induite par la drogue et d’autre part un
effet « renforcant »négatif du sevrage qui contribue au désir d’échapper dietsenéfastes
consécutifs a l'arrét de la prise de drogue (Kell2§04). L'apprentissage, la mémoire et la
plasticité neuronale participent a l'installatiofoag terme de cet état pathologique. Le glutaraate

la dopamine joueraient un role clé dans la misplace de ces phénoménes. Ainsi, des neurones
glutamatergiques et dopaminergiques sont largentistitbués dans plusieurs régions du cortex et
du systeme limbique (Kelley, 2004).

b) Effets d'un traitement aigu par une drogue sur le circuit dopaminergique
meésocorticolimbique

)] Les propriétés addictives des drogues résulteniagticulier d’'une action
commune sur la voie aire tegmentale ventrale- n@@umbens

Les drogues sont des substances chimiques de mtdreulierement diverses. De ce fait,
elles agissent sur le systeme nerveux central rggh@tique sur des cibles moléculaires distinctes
(voir tableau 5) ce qui explique en partie lesatghts comportements observés suite a la prise de
ces drogues (Nestler, 2005).

Malgré cette disparité pharmacologique, toutesdtegues convergent vers l'activation du
circuit de la récompense et notamment le circupamoinergiqgue mésocorticolimbique (Nestler,
2001a; Nestler, 2005). Ce réseau est formé encpheti par des neurones dopaminergiques de la
VTA qui projettent notamment vers le noyau accunsbenle cortex préfrontal (voir figure 23). La
majorité des travaux concernant I'addiction se gooalisés sur le réseau formé par la VTA et le
noyau accumbens puisqu’il s’agit d'une cible p#éugiée des drogues qui rend compte de leur
capacité a induire une récompense (Nestler, 2086%i, une administration aigué de toutes les
drogues augmente la transmission de dopaminee@®syiu accumbens (voir figure 24) (Hyman et
al., 2006; Nestler, 2005).

Le message codé par la dopamine au niveau du rem@umbens n’est pas précisément
connu. Il ne semble pourtant pas que la dopamiitenéoessaire pour ressentir le plaisir lié a la
prise de drogue ni pour mémoriser cette recompgunisgue des souris incapables de synthétiser de
la dopamine continuent de manifester une préféereecplace apres un traitement chronique a la
morphine (Hnasko et al., 2005). Cependant, la daparserait nécessaire pour motiver I'animal
vers I'obtention / la recherche de la récompensedButres termes, en absence de dopamine un
animal peut toujours aimer quelque chose mais n#& pee vouloir. Ainsi la transmission
dopaminergique vers le noyau accumbens feraiefedntre le plaisir associé a la prise de drogue et

la motivation qui conduit au comportement pathalogi (Hyman et al., 2006).
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Figure 24: Mécanisme d’action simplifié de la morphine, de Blcool, de la nicotine, des
stimulants, des cannabinoides sur le circuit de laécompensel’ensemble des drogues
augmente la transmission de dopamine de la VTA leensoyau accumbens (NAc). La
morphine agit & deux niveaux du circuit de la récenge. La morphine inhibe I'activité des
interneurones GABAergiques conduisant a désinhibenéesones dopaminergiques de la
VTA. La morphine inhibe aussi directement les naeasodu NAc exprimant le récepteur
MOP. Les stimulants (cocaine, amphétamines) indtisae accumulation de dopamine
dans I'espace synaptique VTA-NAc. La nicotine aetigs neurones de la VTA en se liant
sur le récepteur nicotinique a I'acétylcholine (NAQhLa nicotine et I'alcool activeraient
également le systéme opioide endogéne. Le mécaniSamtion de I'alcool et des
cannabinoides est plus complexe, ils agiraient desiau niveau de la VTA que du NAc.

D’aprés Hymaret al, 2006 et Nestler, 200BA (dopamine), D1R (récepteur & la dopamine de type
1), D2R (récepteur a la dopamine de type 2), NMDARMEéthyl-D-Aspartate Receptor), VTA (aire
tegmentale ventralej (récepteur MOP).



i) Mécanisme d’action de la morphine sur la voie VT4au accumbens

La morphine agit a deux niveaux de la voie VTA-noyaccumbens (voir figure 24).
D’abord au niveau de la VTA, la morphine est capablinhiber des interneurones GABAergiques
qui inhibent de fagon tonique l'activité des new@smopaminergiques. Ainsi, la morphine entraine
la désinhibition des neurones dopaminergiques AéTiA ce qui provoque l'augmentation de la
libération de dopamine en particulier au niveaundyau accumbens (Hyman et al., 2006; Nestler,
2005).

Par ailleurs, les neurones du noyau accumbensnegptiaussi le récepteur MOP (voir
figure 24). La morphine est donc capable d’agiectement sur ces neurones ce qui permettrait
d’'induire une récompense indépendamment de la dopa(hinasko et al., 2005; Hyman et al.,
2006). Cette dopamine va se lier sur les receptlircouplés Gs) et D2 (couplés Gi) exprimeés a

la surface des medium spiny neurones du noyau dumnsn

) Effets d’ un traitement chronique ala morphine

Un traitement chronique a la morphine mais ausss généralement a d’autres drogues
induit des adaptations au niveau des circuits meuno précédemment décrits contribuant au

phénomene d’addiction. Certaines de ces adaptatmmigprésentées dans ce chapitre.

)] Sensibilisation de la voie dopaminergique par wtément chronique a
la morphine
A linstar des psychostimulants (cocaine et amph#ta) un traitement chronique a la
morphine provoque une sensibilisation de la voipatiminergiqgue (Hyman et al., 2006; Nestler,
2005). Cette adaptation se manifeste par une tibéraccrue de dopamine suite a une prise de
drogue ou a un stimulus associé a la drogue (Neg095). De ce fait, il est suggéeré que la
sensibilisation de la voie dopaminergique contriGdueugmenter la motivation de I'animal a
chercher de la drogue. D’ailleurs chez le rongeatte sensibilisation se manifeste en particulier
par une élévation de [l'activité motrice (Carlezoh a., 1997). Paralléelement a la voie
meésocorticolimbique, la sensibilisation de la vdagaminergique nigro-stiggoir figure 23) serait
egalement impliqguée dans 'augmentation de l'atgiwmotrice observée chez le rongeur suite a un
traitement chronique a la morphine (Volpicelli &t 4999). De plus cette sensibilisation apparait
étre une adaptation durable puisqu’elle peut seifesar chez I'animal plusieurs mois aprés un
sevrage (Hyman et al., 2006; Wiliams et al., 200A)nsi, la sensibilisation de la voie
dopaminergique pourrait étre impliquée dans I'egpi@n du besoin compulsif du toxicomane de se

procurer de la drogue et ce méme apres une lorgniap d’abstinence (Nestler, 2005).
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Figure 25 Activation de la boucle de régulation négative NA-VTA aprés un traitement
chronique a la morphine. Un traitement chronique a la morphine sensibilisevdée de
TAMPc dans les neurones du noyau accumbens (NAchtecant des projections
GABAergiques vers la VTA. Ainsi, I'activité de la ggne CREB augmente. L'une de ses
cibles est le gene codant pour la prodynorphinelilération de dynorphine au niveau des
terminaisons GABAergiques inhibent I'activité des roes de la VTA qui expriment le

récepteur KOPK). D’aprés Nestler 2004. CREBAMP Responsive Element Binding protein), DA
(dopamine), DYN (Dynorphine) (récepteur MOP).



i) Activation d’'une boucle de régulation négative

Un traitement chronique a la morphine (mais audsi éocaine) induit I'activation d’'une
boucle de régulation négative entre le noyau acems\let les neurones dopaminergiques de la
VTA (voir figure 25) (Nestler, 2004; Nestler, 200B)es neurones du noyau accumbens possédant
des projections GABAergiques vers la VTA sont cégmlde libérer au niveau des neurones
dopaminergiques de la VTA de la dynorphine dorgylathese augmente au cours d’un traitement
chronique a la morphine. La dynorphine est alopabbke d’inhiber les neurones dopaminergiques
de la VTA qui expriment le récepteur KOP. La cons¥ge qui S'apparente a un phénomene de
tolérance conduit donc a diminuer la libératiorddpamine vers le noyau accumbens et s’oppose a
la sensibilisation des neurones de la VTA (Hymailgt2006). Cette inhibition du circuit de la
récompense pourrait contribuer aux aspects aversifsne la dysphorie révélés lors d’'un sevrage
(Hyman et al., 2006; Nestler, 2005).

1)) Un traitement chronique a la morphine induit unagticité structurale

Le comportement pathologique persistant d’'un taxiaoe reflete trés vraisemblablement
des adaptations durables voire irréversibles aeanivdes réseaux neuronaux impliqués dans la
dépendance aux drogues (Nestler, 2004; Nestlerp)20Bffectivement, il apparait qu’une
exposition chronique a la morphine conduit a ursssttité structurale au niveau de la voie VTA-
noyau accumbens (Robinson et Kolb, 2004; Spigd.eR@05) mais aussi dans d’autres régions
impliquées dans la mémoire comme I'hippocampe (kizal., 2005).

Un traitement chronique a la morphine réduit ldeales neurones dopaminergiques de la
VTA. Ce phénoméne pourrait contribuer a la dimiowitde la libération de dopamine lors du
sevrage au méme titre que l'activation de la bouderégulation négative présentée dans le
paragraphe précédent (Nestler, 2001a).

Un traitement chronique a la morphine conduit adssine diminution de la densité en
épines dendritiques des neurones du noyau accunmbaissaussi du cortex préfrontal (Nestler,
2005; Robinson et Kolb, 2004). Ce phénoméne esbiitapt d’'un point de vue de la force de
transmission du signal nerveux puisque la majat#g® connexions synaptiques neuronales se font
au niveau des dendrites et de leurs épines (Liaal.eP005; Robinson et Kolb, 2004). De tels
changements structuraux peuvent persister au mwin®ois apres l'arrét de I'administration de
drogue chez I'animal. De plus, une récompense ellducomme la nourriture ne produit pas de
telles modifications au niveau du noyau accumbemgérant que les adaptations structurales

durables sont spécifiques aux drogues toxicomaresg@Robinson et Kolb, 2004).
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Les réarrangements structuraux au niveau synaptigqu&rent une nouvelle fois que le
développement de la dépendance aux drogues pattyenécanismes communs avec ceux de
'apprentissage et de la mémoire qui sont peutrésponsables des effets persistants de I'addiction

Dans ce chapitre jai cherché a montrer commeriémdifts circuits neuronaux pouvaient
rendre compte des différents symptomes de la dépeedaux drogues. Ainsi, les symptdmes
somatiques du syndrome de sevrage impliqueraiemdtpla voie noradrénergique tandis que ceux
de l'addiction la voie dopaminergique mésocortizidique (Nestler, 2004). Ceci permettrait
d’expliquer pourquoi certaines drogues comme laitee peuvent étre addictives sans induire de
dépendance physique. Cependant cette dichotomiewste au fait que la voie noradrénergique
possédent aussi des connexions avec la voie dopajitjne evice versamais aussi au fait que les
circuits neuronaux sont connectés entre eux denfagmplexe. Ainsi il n’est pas surprenant que
des travaux montrent que le noyaux accumbens gdiginé dans la dépendance physique (Harris et
Aston-Jones, 1994; Zachariou et al.,, 2006) ou régipement que la voie noradrénergique est
vraisemblablement impliquée dans I'addiction (Delfsl., 2000).

Apres ce descriptif des circuits neuronaux respaesade la dépendance a la morphine, le
prochain chapitre présentera certains mécanisméscuaires impliqués dans lI'adaptation a un

traitement chronique.

H. Mécanismes moléculaires de la dépendance a la mor phine

1- Adaptations moléculaires a un traitement chronigue par la morphine dans le locus
coeruleus

Dans ce chapitre, je me restreindrai aux adapwtiooléculaires qui ont été décrites dans le
locus coeruleus(pour les raisons évoquées au paragraphe llI-G{age 61) et plus
particulierement a la sensibilisation de la voielddMPc. Cependant, il est a noter que cette
adaptation moléculaire est aussi impliquée dangiigentation de I'excitabilité d’autres régions du
cerveau importantes pour I'expression du syndroensedrage comme la PAG (Bagley et al., 2005;
Punch et al., 1997).

a) Rdle de la sensibilisation de lavoie AMPc

Comme indigqué au paragraphe lll-F-2-b (page 573elasibilisation de la voie de 'AMPc
qui permet de compenser linhibition chronique dACl par la morphine est I'adaptation

moléculaire la mieux établie suite & un traitem@monique par la drogue (Nestler et Aghajanian,
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1997). Les conséquences de cette adaptation sonsawdement le retour a un niveau controle,
voire l'augmentation du taux intracellulaire d’AMRapres un traitement chronique mais aussi
durant le sevrage un rebond de l'activité de I'Adi g'est plus inhibée par la drogue (Nestler,
2004).

La sensibilisation de la voie de 'AMPc jouerait thle capital dans I'établissement de la
dépendance aux opiacés (Meunier, 1992; Nestlei7;198stler, 2004). Les travaux de Pumthal
qui ont tiré partie de l'utilisation d’inhibiteurst d’activateurs spécifiques de la PKA (protéine
directement activée par I'AMPc) illustrent partiéuement bien ces propos. En effet, I'injection
dans lelocus coeruleusd’un inhibiteur spécifique de la PKA, juste avaat précipitation du
sevragediminue l'intensité de plusieurs signes somatiqeeasctéristiques du sevrage chez le rat
dépendant a la morphine. Encore plus convaincanjedtion dans lelocus coeruleusd’'un
activateur spécifique de la PKA produit chez des famais traités par la morphine un quasi
syndrome de sevrage reflété par I'expression deesigsomatiques caractéristiques du sevrage
(Punch et al., 1997). Ainsi, la révélation du symde de sevrage serait, en partie au moins, le fait
d’un accroissement brutal du taux intracellulaiveMPc.

Au niveau dulocus coeruleysun traitement chronique par la morphine s’accanpa
notamment de 'augmentation de I'expression des AC3, des sous-unités régulatrice de type Il et
catalytique de la PKA et du facteur de transcrip@REB (voir figure 26) (Lane-Ladd et al., 1997).
Ces adaptations moléculaires seraient a I'origméadsensibilisation de la voie de 'AMPc dans le
locus coeruleugNestler et al., 1999). Voyons maintenant plusiggment le réle du facteur de

transcription CREB.

b) Role du facteur de transcription CREB

La protéine CREB est un facteur de transcriptiggab#e d’activer la transcription des génes
en se liant sur le site cAMP-Response Element (GRE) promoteur. Une accumulation d’AMPc
contribuevia la PKA a phosphoryler la protéine CREB conduisatidassemblage de la machinerie
transcriptionnelle sur le site CRE puis a la traipsion des genes cibles (Carlezon et al., 2005). A
noter que d’autres kinases sont également capalelgshosphoryler la protéine CREB (ex: la
kinase IV dépendante de la calmoduline) (Nesti@d12).

Un traitement aigu a la morphine inhibe la phosplation de la protéine CREB dans le
locus coeruleusCette inhibition est levée aprés un traitemenbmigue et la précipitation du
sevrage induit une tres forte phosphorylation der¢éééine CREB (Guitart et al., 1992)

Les travaux de Maldonadet al ont montré que la protéine CREB joue un role foneiatal dans

'acquisition de la dépendance physique a la momphEn effet, la plupart des signes du sevrage
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Figure 26. Schématisation des adaptations moléculaires a umaitement morphinique
dans lelocus coeruleus. Un traitement chronique a la morphine conduit a disptations
homéostatiques (fleches pleines) globalement ogsasé&es effets aigus. La sensibilisation de
la voie AMPc est l'adaptation moléculaire la mieoaractérisée. Elle s’accompagne de
laugmentation de l'activité de la protéine CREB q& induit I'expression de la tyrosine
hydroxylase (TH) et de l'adénylyl cyclase 8 (AC) participe a la potentialisation de
I'excitabilité des neurones diwcus coeruleus. L'’ensemble de ces adaptations contribue au

développement de la dépendance physique a la merpbiaprées Nestler, 199¢. (sous-unité
catalytique de la PKA), CREB (cCAMP Responsive Eleht&inding protein), RIl (sous-unité régulatrice de ¢yp
Il de la PKA), PKA (Protein Kinase A).



sont fortement atténués apres un traitement chuerpar la drogue chez des souris knock-out pour
les isoformeslphaetdeltade CREB (Maldonado et al., 1996).

Au niveau duocus coeruleusine étude de type transcriptomique utilisant desp & ADN
a montré qu’un traitement chronique a la morphinsiajue la précipitation d’'un sevrage régulent
la transcription de nombreux genes dont 20 % sonhws pour étre régulés par la voie AMPc /
CREB (McClung et al., 2005). Plus précisément, fécipitation du sevrage induit la régulation
d'un plus grand panel de genes. Ce résultat coniele avec I'effet rebond de I'activité de I'AC
observé lors d'un sevrage. Ce résultat correle iaagsc une augmentation de I'activité
transcriptionnelle de CREB dans ltecus coeruleusprés précipitation du sevrage (augmentation
d’activité révelée par I'expression de fagalactosidase sous controle du site CRE) (Shaw-
Lutchman et al., 2002).

Dans lelocus coeruleude rats, l'induction de I'expression de I'ACS8 et te tyrosine
hydroxylase lors d’un traitement chronique a la phame est sous la dépendance de la protéine
CREB (voir figure 26) (Lane-Ladd et al., 1997). lé¢ation de I'expression de la tyrosine
hydroxylase permettrait d’augmenter la capacité mmsones ddocus coeruleusa libérer de la
noradrénaline lors d’'un sevrage puisque cette eazatalyse une étape limitante de la biosynthése
de ce neurotransmetteur (Nestler et al., 1999k Bé&méralement, lors d’un traitement chronique a
la morphine la protéine CREB régulerait, entre egjt’expression des génes de la doparfiine
hydroxylase (une autre enzyme de la voie de bibggat de la noradrénaline) mais aussi des sous-
unitésal de 'ATPase N&a/ K* et GIuR1 du récepteur AMPA au glutamate (McCluhglg 2005).

La modulation de la transcription de ces deux @esngénes tout comme pour I'’AC8 pourrait
contribuer a 'augmentation de I'excitabilité theus coeruleusipres un traitement chronique par la
morphine (Han et al., 2006).

En accord avec cette derniere hypothése, la swessipn de la protéine CREB dansdeus
coeruleusaugmente son excitabilité suite a une augmentaliotaux d’AMPc intracellulaire (Han
et al., 2006). Au contraire, son invalidation foannhelle par des oligonucléotides antisens (Lane-
Ladd et al.,, 1997) ou par surexpression d’'une fodominante négative de CREB (Han et al.,
2006) diminue I'excitabilité diocus coeruleusComme indiqué au paragraphe IlI-G-1-b (page 60),
ces augmentation et diminution de [I'activit¢ nealen du locus coeruleussont corrélées
respectivement a la potentialisation et I'attéraratie I'intensité de plusieurs signes somatiques du

sevrage apres traitement chronique a la morphine.

En conclusion, I'excitabilité duocus coeruleusobservée lors du syndrome de sevrage
semble étre la composante de deux phénomenéaug)rientation de la libération d’acides aminés

excitateurs provenant de neurones afférents ighaentation intrinséque de I'excitabilité des
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neurones ddocus coeruleugMaldonado, 1997; Nestler et al., 1999; Rasmus$885). Dans les
deux cas, la sensibilisation de la voie AMPc senpileer un réle essentiel puisqu’elle augmente
I'excitabilité dulocus coeruleus vida protéine CREB et gu’elle potentialise la netansmission
dans plusieurs régions du cerveau (Williams et 2001). Enfin, l'activation des facteurs de
transcription puis I'expression de leurs genesesitdont tres certainement en partie responsables
des adaptations moléculaires et cellulaires a kengne induites par une exposition répétée a la
morphine et plus généralement a de nombreuses esdflestler et Aghajanian, 1997). Le facteur
de transcription CREB est par ailleurs impliguéensddes mécanismes moléculaires de

I'apprentissage et la mémoire (Carlezon et al.526{yman et al., 2006).

2-  Adaptations moléculaires a un traitement chronique par la morphine au niveau de
lavoie VTA-noyau accumbens

Dans ce chapitre, je m'intéresserai en particuliex roles des facteurs de transcription
CREB etAFosB au niveau de la voie VTA-noyau accumbens opge dans le développement de
'addiction. En effet, la régulation de la trangtion des genes est un mécanisme majeur conduisant
a moduler de facon stable I'activité des neurortepag conséquent le circuit dans lesquels ils
fonctionnent (Nestler, 2001a).

Il est a noter que la cocaine est la « drogue reodeltilisée pour établir les adaptations
moléculaires sur la voie VTA-noyau accumbens saite traitement chronique. Cependant, méme
s’il est possible que de nombreux mécanismes dtatiap moléculaire soient partagés entre les
deux drogues (Nestler, 2005), je me restreindeaif en cas de précision, a celles ayant été dgcrite

pour la morphine.

a) Roles de la sensibilisation de la voie de I'AMPc et du facteur de transcription
CREB apres un traitement chronique ala morphine

Un traitement chronique a la morphine conduit &dasibilisation de la voie de 'AMPc
dans la VTA et le noyau accumbens (Nestler, 200¥aldhoer et al., 2004) provoquant une
augmentation de I'activité de la protéine CREB (iN#s2005; Nestler et al., 2001a).

)] Au niveau de la VTA

La sensibilisation de la voie de TAMPc au niveas dnterneurones de la VTA conduit a la
potentialisation de la libération de GABA lors deveage (Bonci et Williams, 1997). Bonci et
Williams suggerent que ce phénoméne est responsidbléa super-inhibition des neurones

dopaminergiques de la VTA lors de la précipitationsevrage. Cette diminution du niveau basal de
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dopamine dans le circuit de la recompense lorsedtage pourrait participer (voir aussi paragraphe
suivant) a I'état dépressif observé a I'arrét dprlae de drogue (Nestler, 2005).

Les travaux de Olsost al ont, quant a eux, cherché & comprendre le rol& geotéine
CREB dans la VTA suite a un traitement par la deo@@Ison et al., 2005). Ainsi, un traitement
chronique a la morphine accroit I'activité de latpmme CREB révélée par 'augmentation de
I'expression de If-galactosidase sous contrdle de I'élément CRE.utexpression de la protéine
CREB dans ce tissu conduit a 'augmentation duanivéexpression de la tyrosine hydroxylase et
de la sous-unité GIuR1 du récepteur AMPA. Bien kjogact de ces adaptations sur I'addiction ne
Soit pas précisément connu, il est possible g atmntribuent a la potentialisation des neurones de
la VTA a libérer de la dopamine au cours de lagpds morphine. Cependant le role de la protéine
CREB au niveau de la VTA dans le développementatiliction est assez complexe. En effet, la
surexpression de la protéine CREB dans la VTA amgeneu diminue la sensibilité de I'animal a la
drogue (révélée par le paradigme de la préféreagaate conditionnée) selon qu’elle soit induite
respectivement dans la région rostrale ou caudalelad VTA. Cette dichotomie serait la
conséguence de différences neuroanatomiques @stideax sous-régions de la VTA.

Contrairement a la VTA, le réle de 'augmentatianl@ctivité de la protéine CREB dans le

noyau accumbens est moins ambigu et relayé padpltravaux.

i) Au niveau du noyau accumbens

D’'un point de vue fonctionnel, la surexpression ldeprotéine CREB dans le noyau
accumbens s’accompagne de I'élévation de I'exdit@ldes neurones (Dong et al., 2006) ainsi que
de la diminution de la récompense induite par laphioe chez I'animal (Barrot et al., 2002). Ainsi,
laugmentation de l'activité de la protéine CREBré&g un traitement chronique serait un
mécanisme d’adaptation conduisant en quelque aautee tolérance envers la récompense induite
par la drogue. Cette inhibition du circuit de l@ampense pourrait conduire lors de I'arrét de la
drogue a un état dépressif (dysphorie) et donceaanersion (Carlezon et al., 2005; Nestler, 2004;
Nestler, 2005), phénomeéne impliqué dans I'addiction

L'une des cibles de la protéine CREB est le gendarb pour la prodynorphine, le
précurseur de la dynorphine (Hyman et al., 2006CMuog et al., 2005). De ce fait, 'augmentation
de I'activité de la protéine CREB inhiberait inditement le circuit de la récompense en activant la
boucle de régulation négative décrite au paragrdi@-2-c-ii (page 65) (Hyman et al., 2006;
Nestler, 2004). Ces résultats suggerent que degy@mstes du récepteur KOP pourraient étre
utilisés pour diminuer les émotions aversives e®lprécocement lors de l'arrét de la prise de
drogue (Nestler, 2004).
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L’activation de la voie AMPc / CREB / dynorphine rgi donc impliquée dans les
symptébmes émotionnels précoces révélés lors deet’ale la prise de drogue. Cependant, ces
adaptations moléculaires ne semblent pas pergikterde quelques jours et donc ne peuvent pas
rendre compte des modifications comportementalescpierement durables caractéristiques de
I'addiction (Nestler, 2001a).

b) Induction du facteur de transcription AFosB dans |e noyau accumbens

La protéineAFosB est le produit d’expression d’'une forme tra¥gule '’ARNmM du gene
FosB (Nestler, 2004). Cette protéine fait particlaléamille des facteurs de transcription de type
Fos qui comprend les protéines c-Fos, FosB, FraFtae2 (Nestler et al., 2001a). Ces facteurs de
transcription forment des hétérodiméres avec legpres de type Jun pour se lier sur un site AP-1
(Activator Protein 1) au niveau d’'un promoteur €guler I'expression de genes cibles (Hyman et
al., 2006; Nestler et al., 2001a).

Suite a 'administration aigué de nombreuses dregiomt la morphine, les protéines c-Fos,
FosB, Fra-1 et Fra-2 sont exprimées rapidementgapra 4 heures de traitement) mais de fagon
transitoire (retour au niveau de base apres 4 heliPes de traitement) (Nestler, 2001a). Le réle
fonctionnel de ces inductions transitoires n'est mdairement défini (Hyman et al., 2006).
L’expression de la protéinAFosB, quant a elle, est induite uniguement apredraitement
chronique puis s’accumule (Nestler, 2005). Du daitsa stabilité, le facteur de transcriptldfosB
reste exprimeé dans les neurones du noyau accurphesisurs semaines apres l'arrét de la prise de
drogue (Nestler, 2001a; Nestler et al., 2001a)teCstabilité a été récemment attribuée a sa
phosphorylation par la caséine kinase 2 qui lagg®td’'une dégradation par le protéasome (Ulery
et al., 2006). De part cette stabilité, la protéir@sB constitue un candidat potentiel permettant de
rendre compte de la persistance des symptomesddidtion méme aprés plusieurs semaines de
sevrage (Nestler et al., 2001a).

Peu de travaux ont étudié le rble de I'expressienlad protéineAFosB dans le noyau
accumbens aprés un traitement chronique a la mptontrairement a la cocaine. Cependant
récemment, Zacharioet al ont montré que la surexpression de la protAResB dans le noyau
accumbens de souris augmente l'effet de récompedsé par la morphine. Selon les auteurs, ce
résultat provient de la capacité de la protdiresB a inhiber la transcription du gene codant pour
la prodynorphine révélant ainsi une régulation clexg et réciproque de ce gene par les protéines
AFosB et CREB (Zachariou et al., 2006). Etant ddandus grande stabilité de la protéieéosB
par rapport a la protéine CREB, il est probable tpiefacteur de transcriptiodFosB soit

responsable de I'expression des genes conduisaless aadaptations moléculaires, cellulaires et
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structurales durables suite a une administrationrefue de drogue (McClung et Nestler, 2003;
Nestler et al., 2001a). L'une de ces adaptationsigiantes pourrait étre la conséquence de
I'expression de la protéine BDNF (Brain-derived N#tophic Factor) dont le gene est une cible de
AFosB (McClung et Nestler, 2003). En effet, la pir@édBDNF est impliquée dans la réorganisation
structurale des réseaux synaptiques observéedsuiteraitement chronique a une drogue (Nestler,
2001a; Robinson et Kolb, 2004).

Un autre gene cible de la protéilEosB est la sous-unité GIuR2 du récepteur AMPAsalor
gue celui de la sous-unité GIuR1 est une cibleaderétéine CREB (McClung et Nestler, 2003).
Ainsi, ces deux facteurs de transcription pourtaiéire impliqués le développement des
potentialisation / dépression a long terme (LTA D)L du message nerveux, des formes de plasticité
synaptique induites par des drogues comme la o®aziiia morphine. D’ailleurs il a déja été
montré dans le cadre de I'apprentissage et de laainé que la voie de 'TAMPc / CREB est

engagée dans le développement des phénomeénes det LTP (Carlezon et al., 2005).

3- Plasticité synaptique et traitement chronigue a la morphine

Notons d’abord que la LTP est un processus de megritent synaptique qui se traduit par
une augmentation de la réponse postsynaptiquesditad’'une stimulation présynaptique, la LTD
correspond au phénomene inverse (Bear et Maledikd,) 1

Dans les précédents paragraphes nous avons vesjuetanismes de I'apprentissage et de
la mémoire partagent des points communs avec celhaddiction (remodelage de la connectivité
des synapses, activation de facteurs de transuoriptlis que CREB). L'un de ces points communs
concerne donc la plasticité synaptique qui corredpiune part a un remodelage des connexions
synaptiques mais aussi a la modulation de I'efftéate transfert du message nerveux au niveau de
ces connexions (Hyman et al.,, 2006). Les phénomeéeesTP et LTD reflétent ainsi cette
deuxieme forme de plasticité synaptique et pountagkonc étre impliqués dans les adaptations
neuronales qui se développent suite a une expositiconique a une drogue (Hyman et al., 2006;
Nestler, 2001a; Williams et al., 2001Cette plasticité engage particulierement les coiomsx
synaptiques qui utilisent le glutamate comme neansmetteur et par conséquent implique les
récepteur AMPA, NMDA et métabotropiques du glutaen@@ear et Malenka, 1994; Malenka et
Bear, 2004).

Dans le cadre de la dépendance aux drogues, irapma’un traitement chronique a la
morphine induit une forme de LTP dépendante desptéars AMPA / NMDA dans la VTA (Saal
et al., 2003). Au niveau du noyau accumbens pedaimées existent concernant la morphine,

cependant un traitement a la cocaine induit unedate LTD dans ce noyau (Hyman et al., 2006).
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D’un point de vue fonctionnel, la LTP induite daasVTA suite a un traitement a la morphine
pourrait étre impliqguée dans le phénomene de ségsatlon de I'animal a la morphine puisque la
surexpression de la sous-unité GIuR1 du réceptddiPA potentialise ce comportement addictif
(Carlezon et al., 1997; Nestler, 2005). Carlertral (Carlezon et Nestler, 2002) suggéerent que
induction de la sous-unité GIuR1 dans la VTA esie adaptation moléculaire cruciale dans le

développement du phénomene de sensibilisationgmauombreuses drogues.

Dans cette introduction, je me suis limité a décdertains mécanismes neurobiologiques
qui contribuent a la dépendance aux drogues etpatigulierement a la morphine. Malgré tout, il
est nécessaire d'ajouter que la toxicomanie esfpattelogie fortement influencée par le contexte
psychologique et social mais aussi par le pool tigune de chaque individu (Nestler, 2000). Ainsi,
'addiction aux drogues et particulierement cellex aopiacés est une maladie psychiatrique a
caractére héréditaire (Goldman et al.,, 2005). Bigle ce constat soit paradoxal, puisque la
consommation d’'une drogue est initiée par la va@odé I'individu, un parallele avec d’autres
maladies peut-étre réalisé. En effet, le dévelogmemd'un cancer ou d'une maladie
cardiovasculaire est également influencé non searérpar le pool génétique mais aussi par
'hygiéne et le style de vie de lindividu. Selonol@man et al la découverte des génes de
prédisposition a la vulnérabilité aux drogues petraeon seulement de trouver de nouvelles cibles
thérapeutiques mais également de mieux personnaliseaitement (Goldman et al., 2005).

I. Conclusion

L’'une des avancées majeures ces dix derniéres imu@eernant la neurobiologie de la
dépendance aux drogues est la découverte quepegitelogie posséde de nombreuses similitudes
avec les mécanismes de l'apprentissage et de laomeKelley, 2004). De la méme maniere que
d’autres types de mémoire, la dépendance aux apiag@iquerait des modifications de la fonction
synaptique comme la dépression ou la sensibilisatie la neurotransmission ainsi que des
changements structuraux plus durables, voire irsivles, tels que la croissance ou la rétractation
des connexions synaptiques.

La recherche sur I'implication du circuit de laoégpense dans le phénoméne de I'addiction
a permis plus généralement d’accroitre les conaa¢ss sur la neurobiologie de la motivation. Ces
avanceées peuvent aussi bénéficier a la compréhmedsiatres maladies psychiatriques telles que la
dépression ou encore a d’autres pathologies aupadements compulsifs comme la boulimie
(Nestler, 2004).
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Depuis quelqgues années déja, la recherche sur ¢aniséne d’action des drogues a tiré
profit de techniques a grande échelle comme la méne afin d'identifier des adaptations
moléculaires a l'origine de la dépendance (Bibblgt2001; McClung et Nestler, 2003). Une autre
meéthodologie a grande échelle et complémentairea agdnomique est la protéomique. La
complémentarité de cette approche peut étre lastlans le cadre de I'addiction, par le facteur de
transcriptionAFosB dont le transcrit est particulierement insatantrairement a la protéine. Ainsi,
une telle adaptation moléculaire aurait peu de cfsmm’étre identifiée par une approche de type
génomique (Nestler, 2001b).

Dans le prochain chapitre, jévoquerai les grandigees du principe de l'analyse
protéomique et plus particulierement de la protéomi différentielle, un outil de choix pour
identifier des adaptations moléculaires en paigciduite a un traitement par une drogue (Nestler,
2001b; Williams et al., 2004).
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V. Protéomique

A. Complémentaritédela génomique et dela protéomique

Le génome décrit 'ensemble des genes codés pBN'A’'un organisme (Morrison et al.,
2002). Par analogie au génome, le terme protéoreitdguant a lui, 'ensemble des protéines
exprimées par un génome dans un tissu, une celluémcore dans un compartiment cellulaire et ce
a un instant donné. De part cette définition, éinsuit non seulement que le génome et le protéome
sont intimement liés, mais également qu’un seubgenconduit a une multitude de protéomes. En
effet, le protéome d’'une cellule donnée varie ercfion de son environnement, des signaux qu’elle
recoit, de son stade de différenciation et de sgdeccellulaire, ou encore de son état
physiopathologique. Ainsi, par opposition a un gaacstatique, la cellule posséde un protéome
dynamique (Godovac-Zimmermann et Brown, 2001).

De méme que le protéome, le transcriptome qui sepité 'ensemble des ARNm d’une
cellule a un instant donné, est dynamique. Toudefld nombre de transcrits ne permet pas
d’estimer I'abondance des protéines qui sont leargas des fonctions cellulaires (Burbaum et
Tobal, 2002; Pandey et Mann, 2000). De plus, undesséquence génomique peut générer de
multiples formes de protéines du fait des régutatiopost-transcriptionnelles et post-
traductionnelles. Citons d’abord I'épissage altéfrde 'ARNmM qui, & partir d'un méme transcrit
non maturé, peut générer différentes séquences NFARENsuite la machinerie traductionnelle
peut reconnaitre alternativement différents codemssart » et / ou « stop » sur la séquence de
'ARNm. Enfin, le déphasage du cadre de lecturedoga a la traduction d'un méme ARNmM a
partir de différents codons (Morrison et al., 200Rnsi, les protéines ne sont pas des produits
invariants des genes. C’est ainsi que I'on estimienyiron 30 000 génes humains coderaient pour
plus d’'un million de protéines différentes en cdgsant les modifications post-traductionnelles
(Godovac-Zimmermann et Brown, 2001; Righetti et2005).

Depuis une dizaine d’années, le séquencage etofanon du génome de nombreux
organismes fournissent une somme importante diimitions concernant le fonctionnement d’'une
cellule ou l'origine de certaines pathologies. Cesnd’ailleurs pas un hasard si l'intérét des
laboratoires pour I'analyse du protéome s’est isif@énsuite aux données fournies par le décodage
des génomes. Cependant, la fonction d’'un gene dépeant tout de l'activité de la protéine
traduite qui en découle. Or cette activité dépead'abondance de la protéine, de sa localisation
sub-cellulaire, de ses interactions et enfin dersedifications post-traductionnelles (Pandey et
Mann, 2000). Ces caractéristiques ne peuvent pas pFédites au niveau du génome mais

uniquement établies au niveau du protéome. Onglerg définir la protéomique comme I'étude de
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'ensemble des protéines ou d'un sous-ensemble rdetipes, de leur abondance, de leur
localisation, de leurs modifications, de leurs liatéions afin de définir la fonction de I'expressio
des génes (Burbaum et Tobal, 2002; Pandey et M200Q). De fait, les applications de la
protéomique sont particulierement larges. Elle mgrm¥identifier une protéine, d’établir son
abondance relative ou absolue au sein d'un proté@heng et al., 2006), de décortiquer ses
réseaux d’interactions (Becamel et al., 2002), atitdfier ses modifications post-traductionnelles
(Marotti et al., 2002) ou encore de découvrir desqueurs moléculaires d’'une pathologie ou une

cible pharmacologique (Alfonso et al., 2005).

B. Stratégie générale d’ une approche protéomique

Méme si elle n'a émergé que dans les années 9frotéomique utilise des techniques
comme I'électrophorése, la chromatographie ou éxtspmeétrie de masse (MS) qui existent depuis
de nombreuses années. Ce n’est cependant que digxisiécennies que ces techniques ont été
améliorées, parallelement au décodage du génompeugent désormais étre mises en ceuvre pour
I'étude du protéome a grande échelle.

1- Préparation del’échantillon

Dans une approche de type protéomique, la préparate I'échantillon biologique est
incontestablement une étape clé. Ceci est d’aythust vrai dans le domaine de la protéomique
appliguée aux neurosciences puisque disséquerrueate tissu particulierement hétérogene, sans
contaminations provenant d’'une région adjacenteuastéel défi (Choudhary et Grant, 2004;
Mouledous et al., 2003).

De facon plus générale, il est indispensable gaeh#ntillon soit le plus reproductible
possible d’'un point de vue qualitatif et quantftatia variabilité biologique de I'échantillon peut
étre atténuée en réduisant la complexité du matdagique a analyser. Par exemple, une lignée
cellulaire sera moins variable qu’un tissu (Mollelyal., 2003). De méme, une préparation la plus
simple possible de I'échantillon contribuera awssine meilleure reproductibilité (Gorg et al.,
2004).

L’échantillon analysé doit étre représentatif da état original au sein de la cellule. Ainsi,
lors de I'étape de lyse des cellules, des inhibitele protéases sont quasi systématiquement sitilisé
pour maintenir I'intégrité des protéines. Dans lénme ordre d’'idée, I'étude des phosphorylations
des protéines nécessite I'utilisation d’inhibitedesphosphatases.

Le mode de préparation de I'échantillon doit émenpatible avec la ou les techniques qui
seront utilisées ultérieurement. Par exemple,dés@u d’autres molécules chargées comme ’ADN
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contenus dans un échantillon vont interférer avsodlectrofocalisation des protéines, premiere
étape d’'une électrophorese bidimensionnelle (Goad, ,€2004).

Enfin, contrairement a la génomique qui possédedanique PCR (pour Polymerase Chain
Reaction) comme méthode d’amplification du matébielogique a analyser, la protéomique ne
dispose pas de procédé comparable. Ainsi, malgréalancées technologiques qui améliorent
régulierement la sensibilité des méthodes adapiélesprotéomique, I'analyse des protéines de
faible abondance telles que les facteurs de trgntiger reste un challenge. Pour remédier a cette
limitation, il est possible de fractionner le pratée entier d’'une cellule afin d’en réduire la
complexité et / ou de I'enrichir en une certaineife de protéines (membranaires, nucléaires,
mitochondriales etc.) (Choudhary et Grant, 2004)edt également possible de réaliser une
purification sélective d’'un sous protéome : phogpbt&ome, glycoprotéome, etc. (Mann et Jensen,
2003).

Dans tous les cas, apres une préparation adéqedtéctantillon biologique a analyser,

I'analyse protéomique se poursuit par une étapdaration.

2-  Séparation du protéome

La séparation des protéines avec une grande regibitité et une grande résolution est une
exigence mais aussi un challenge pour I'analys@rdteome. Les deux méthodes de séparation
utilisées en protéomique sont I'électrophorésa ehromatographie. En raison de la complexité du
protéome, une séparation multidimensionnelle egticpdierement utile afin d’accroitre la
résolution, de minimiser le nombre de protéines paptides présents dans une fraction et

d’augmenter les chances d’enrichir une protéinegteundante (Morrison et al., 2002).

a) L’ électrophorese bidimensionnelle

L’électrophorése bidimensionnelle (ou 2-DE) coresieh la séparation des protéines dans
une premiere dimension en fonction de leur poim¢lisctrique et dans une seconde dimension selon
leur masse moléculaire. La 2-DE est historiquenetéchnique de séparation des protéines ayant
contribué le plus a 'émergence de la protéomiddedgré I'apparition plus tardive de méthodes de
séparations chromatographiques multidimensionnedlés reste la technique de choix permettant
I'analyse robuste et quasi routiniére d’un échbmtiprotéique complexe (Gorg et al., 2004; Herbert
et al., 2001). En effet, la 2-DE peut dans les legis des cas fournir une carte protéique hautement
résolutive de plus de 5000 spots et environ 200€adgen routiniere (Gorg et al., 2004). Un autre
intérét de la 2-DE est de permettre la séparat®mprdtéines se distinguant uniguement par une

modification post-traductionnelle. Notamment, urapblet horizontal de spots a différents points
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isoélectriques est caracteéristique d’une méme @& différents états de phosphorylation (Mann
et Jensen, 2003).

)] Premiéere dimension : Isoélectrofocalisation destgires (IEF)

Le principe de I'lEF repose sur le caractére amgreoties protéines. Sur un gradient de pH,
une protéine chargée migrera sous l'effet du chalaptrique vers I'électrode de charge opposée
jusqu’a ce qu’'elle atteigne un équilibre corres@orda son point isoélectrique ou elle posséde une
charge globale neutre. La 2-DE est donc une méthtmdechoix pour analyser les protéines
phosphorylées puisque la phosphorylation d’'uneémet modifie sa charge électrique (Mann et
Jensen, 2003).

Dans les années 80, la mise au point de gradienpddidmmobilisés (ou IPG) a apporté un
net progres par rapport awarrier Ampholytepour procéder a I'lEF des protéines (Bjellqvist et
al., 1982). Les IPG sont plus reproductibles, ové capacité de charge protéique plus importante et
offrent la possibilité de réaliser des gradientpHenon linéaires. Il existe aujourd’hui un treggka
panel d'IPG vendu sous forme de bandelettes (ap) gbermettant d’analyser aussi bien des
protéines acides que basiques ou encore des IPGdegegammes de pH trés étroites rendant

possible la séparation de protéines ayarfipirde seulement 0,001 (Gorg et al., 2004).

i) Seconde dimension : électrophorése SDS-PAGE

La seconde dimension consiste en une électroph&©@SePAGE (Sodium Dodécyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) classique. pHemet de séparer les protéines en fonction de

leur masse moléculaire.

Ainsi, la 2-DE consiste a coupler une IEF des ppnet en premiére dimension avec une
SDS-PAGE en seconde. La résolution de la séparatidenue dépendra de la gamme de pH
couverte par I'lEF (3-10, 4-7, 5-6 etc.) et deigédrité ou non, de la longueur des strips (d&% a
cm), et de la longueur des gels SDS-PAGE. Quard aessibilité, la 2-DE permet de détecter
jusqu’a moins de 1 ng de protéines (Gorg et aD420/ackintosh et al., 2003) selon le procédé de
révélation des protéines (voir paragraphe IV-Cgxge 87).

Les principales limitations de la 2-DE résident sllanalyse des protéines basiques, des
protéines de haut et faible poids moléculaires massi dans celle des protéines hydrophobes telles
gue les protéines membranaires (Gorg et al., 2@ effet, alors qu’elles constituent environ 30 %
du protéome total, les protéines membranairesssrg-représentées apres séparation par une 2-DE

en particulier en raison de leur hydrophobicite.n@ési des protocoles de solubilisation des
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protéines hydrophobes ont été spécifiguement mgoau pour I'analyse en 2-DE (Chevallet et al.,
1998), les meilleures stratégies séparatives regtenr elles, la SDS-PAGE monodimensionnelle
et la chromatographie liquide (Gorg et al., 2004; &/ al., 2003).

b) La chromatographie

La séparation d'une molécule par chromatographese sur le partage de celle-ci entre
une phase stationnaire et une phase mobile. Ertidande la nature de la phase stationnaire
utilisée, les molécules seront séparées selonitémecphysico-chimique différent. En protéomique,
la chromatographie s’applique en regle générakeparsr les peptides issus de la digestion, le plus
souvent par la trypsine, de I'échantillon a analyse

La chromatographie liquide (LC) sur phase inveksgase les peptides en fonction de leur
hydrophobicité, les plus hydrophobes étant retemégérentiellement. Actuellement, la phase
inverse est la chromatographie liquide la plus mélpa en protéomique en raison de la
compatibilité, avec la spectrométrie de massesdksnts organiques (acétonitrile, méthanol, acide
formique etc.) utilisés pour la phase mobile (Shale 2004). Ainsi, il est possible de coupler en
ligne cette chromatographie liquide avec un spewdtoe de masse a ionisation électrospray (ESI).
C’est ce que I'on appelle couramment la LC-MS ousssa forme miniaturisée plus sensible, la
nanoLC-MS (présentée au paragraphe 1V-B-3-b-I g)e

La LC-MS peut rentrer soit dans le cadre de I'idam@tion d’'une protéine préalablement
séparée par 2-DE puis digérée par une protéasdas@tpartie du processus de séparation du
protéome. Dans ce dernier cas, |'étape de protéqlyécede classiquement I'étape de séparation
contrairement a la stratégie passant par la 2-D#pef@dant a I'instar de la 2-DE, il est a noter
gu’'aujourd’hui en analyse protéomique, la LC peutrer aussi dans le cadre d’une séparation des
protéines entieres.

Comme indiqué au paragraphe IV-B-2 (page 77), @iparation en deux dimensions est
parfois nécessaire dans la mise en ceuvre d'un&ggtrade type protéomique. A linstar de
I'électrophorese, il existe des stratégies chrograjhiques multidimensionnelles, comprenant
deux LC en tandem LC/LC (en général une colonnarégpiuse d’'ions suivie d’'une phase inverse),
couplées en ligne avec un spectrométre de masseeddnrant a cette approche, couramment
appelée MudPIT (pour Multidimensional Protein Idigcation Technology), Wiet al ont identifié
plus de 1600 protéines d’homogénats de cerveau diemproportions physiologiques (30 % de
protéines membranaires) (Wu et al., 2003).
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En conclusion, les méthodes de séparations chrgnagioiques offrent aux utilisateurs de
grandes sensibilité et reproductibilité de méme lqupeossibilité d’étudier un plus large panel de
protéines. Cependant, ces méthodes sont moingiiéres que la 2-DE et nécessitent la mise au
point d’'une étape supplémentaire de marquage dasipe si I'objectif est de réaliser une étude

guantitative du protéome.

3- ldentification desprotéines par spectrométrie de masse

La MS est une technique d’analyse plutét ancienniggpie ses fondements remontent a plus
de cent ans. Ce n’est cependant que depuis lafiradnées 80 que la MS est devenue applicable a
'étude des biomolécules par le développement de¢hadés d'ionisation douces. Ces deux
meéthodes sont I'électrospray ou ESI (Fenn et 8B9) et la désorption laser assistée par matrice ou
MALDI (Tanaka K et al, 1988; Karas et Hillenkam@®8B). JB Fenn et K. Tanaka, les auteurs de
ces avancées technologiques ont d’ailleurs éténpensés par le prix Nobel de chimie en 2002.

Une fois les peptides générés par protéolyse, lepports masse / charge (m/z) sont
déterminés par spectrométrie de masse. Deux sgaténdent alors possible I'identification de la

protéine : la cartographie peptidique et le séqagegle peptides (Aebersold et Goodlett, 2001).

a) Cartographie peptidique (Peptide Mass Fingerprint, PMF) en MALDI-TOF

) Principe général du MALDI-TOF (Matrix Assisted LasBesorption
lonisation — Time Of Flight)

Dans ce paragraphe, je n’évoquerai que le pringgmeral de l'ionisation d’'un échantillon
en mode MALDI car les mécanismes détaillés de oeqssus sont encore débattus (Karas et al.,
2000). L’échantillon a analyser ou analyte, tel das digests protéolytiques d’'une protéine
d’intérét, est co-cristallisé avec une matrice ange exces sur une plaque métallique (voir figure
27). Cet excés de matrice contribue alors a lintisgrégation des peptides a analyser. Le crisial e
ensuite bombardé par un faisceau laser pulsé. igenelu laser est absorbée par la matrice et
partiellement transférée a I'échantillon tout erégervant lintégrité des molécules d’intérét.
L’énergie absorbée par la matrice provoque sa gésaren phase gazeuse entrainant I'échantillon.
La matrice favoriserait aussi I'ionisation des baécules en leur transférant un proton. De fagon
générale, soulignons que l'ionisation en MALDI gén&és majoritairement des ions monochargeés.

Une source MALDI est tres couramment associée anatyseur TOF (voir figure 28). La
séparation des ions est alors fondée sur leurrdifée de vitesse. En effet, les ions de méme charge

formés dans la source sont accélérés de sortes uéiétrent dans I'analyseur avec une énergie
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Figure 27 : Principe de l'ionisation par désorption laser asstée par la matrice (MALDI).

L’échantillon a analyser est co-cristallisé avec unatrice en large exces sur une plaque
métallique. L’énergie émise par le laser est al&mgar les molécules de matrice provoquant alors
leur désorption et entrainant ainsi I'échantillDes réactions radicalaires conduiraient au transfer
de protons de la matrice vers les biomolécules. ibrs ainsi formés sont ensuite envoyés au

spectromeétre de masse.
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Figure 28: Principe d’'un analyseur en temps de vol (TOF) emode réflectron. Les ions sont
initialement accélérés et sortent de la source veréme énergie cinétique. Les ions de rapport
m / z différents auront des vitesses différenteseednt séparés en fonction du temps nécessaire a
leur arrivée au détecteur. Le mode réflectron perdestcorriger les dispersions en énergie
cinétique initiale et donc en vitesse. Les ionsrdgne rapport m / z sont refocalisés par un miroir
électrostatique constitué d’'une série d’électrodaisimposent un champ électrique opposeé a la
direction du champ accélérateur et s’oppose aitasipiogression des ions. Puis les ions sont ré-
acceélérés dans la direction opposée vers un aéteetéur. Un ion de vitesse v+dv aura pénétré
plus loin dans le réflectron qu’un ion de vitesséawlistance de vol allongée compensera alors le
surplus de vitesse initialgacc (tension accélératrice), Uref (tension du réftey.



2
cinétique identiqueec = 0,5.((%) m= zeU, . = constanteavecm la masse de I’ion(,% Sa vitesse,

z sa charge (+1 en généra)la charge élémentaire d’'un électrorigt. le potentiel d’accélération
des ions. Par conséquent d’'apres cette relatidamps nécessaire a I'ion pour parcourir un tube de
vol donné ne dépend que de sa masse et de sa ckajgepermet de déterminer son rapport m/z.

Un analyseur TOF en mode réflectron permet degaries dispersions initiales en énergie
cinétique des ions a l'aide d’'un miroir électroisfaé améliorant ainsi la résolution de I'analyse
(voir figure 28).

i) Cartographie peptidique

Rappelons d’abord que les peptides analysés endviSssus de la digestion des protéines
d’intérét par une protéase, communément la trypseennaissant des sites de coupure le long de
la séquence de la cible. La trypsine est l'une ple¢éases les plus spécifiques. Elle clive les
protéines du coété C-terminal des lysines et argmiménérant, en raison de la fréquence
d’apparition de ces résidus dans une séquenceiquetédes peptides de taille optimale pour
lanalyse en MS. Rappelons ensuite que les ionsly® par une source MALDI sont tres
généralement monochargés. Pour ces deux raisorspelgrogramme de masse d’'un meélange
peptidigue issu de la digestion spécifique de tagime d’'intérét correspond en quelque sorte a son
empreinte moléculaire. La stratégie d’identificaticonsiste alors a comparer la cartographie
peptidiqgue obtenue expérimentalement avec cell®gepant de la digestion théorigimesilico des
protéines contenues dans les banques de donnébsBuet Tobal, 2002; Gorg et al., 2004).

Les principaux avantages de cette méthode d’ideatibn résident d’'une part dans la
résolution et la précision de lI'analyseur en temdpsvol permettant une grande spécificité de
recherche dans les banques de données protéiqdesiee part dans la rapidité de I'analyse, une
demi-journée pouvant suffire a identifier une ciaqtaine de protéines. Par contre, la principale
faiblesse réside dans I'analyse de mélanges d@psgissus de plusieurs protéines) co-cristallisés
avec la matrice sur une plague MALDI. C’est le pasexemple lorsque la séparation des protéines
n'a pas été suffisamment résolutive ou lors d’uoetamination de I'’échantillon par des protéines
exogenes, kératines notamment. Dans ces situationshénomene de diminution d’ionisation des
peptides (phénomene de suppression) ou d’écrasatasrgignaux par les peptides contaminants
induisent une perte d’information. De plus le spede masse d’'un mélange de protéines conduit
généralement a une ambiguité d’identification aprésrogation des banques de données. Dans de
tels cas, un recours est alors le séquencageitéiextpeptides en mode LC ESI-MS/MS, stratégie
plus longue dans sa mise en ceuvre mais plus infimendu fait de I'obtention d’une séquence en
acides aminés des peptides.
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Figure 29: Principe de l'ionisation par Electrospray (ESI). Un échantillon en solution est
porté a un haut potentiel électrique lors de songugss travers un capillaire métallique.
Sous l'effet du champ électrigue et du pompagegtegtelettes chargées sont dirigées vers
I'analyseur. Au cours de ce vol, les goutteletms slésolvatées créant une accumulation de
charge a leur surface. Lorsque la densité de chaegeertt trop grande, les gouttelettes
explosent jusqu’a la formation d’especes désolvadéesultichargées. En mode nanospray,
le débit d’échantillon a travers le capillaire n’@stis que de 20-200 nL / min contre 0,02-1
mL / min en électrospray. Le voltage au capillas¢ moindre (1,3 a 3 kV) et le flux d’azote
aidant a la désolvatation et a la focalisation duyspiast plus nécessaire.



b) Identification par séquencage peptidique en mode LC ESI-MS/IMS
i) Principe général de I'électrospray

Une solution d’échantillon dans un solvant orgasigst introduite dans un capillaire qui est
porté a un haut potentiel électrique (plusieur®ualts) (voir figure 29). Le champ électrique
intense appliqué en sortie du capillaire provocuédormation d’un nuage de gouttelettes qui est
acheminé vers l'analyseur. Au cours de ce transmortraison de I'évaporation du solvant, la
densité de charge des gouttelettes s’accroit. Liersglle-ci devient trop élevée, les goutteletes s
fragmentent par explosions coulombiennes succesginggu’a I'obtention d’'ions multicharges et
désolvatés.

Une amélioration de la technique d’électrosprayéairiroduite avec la miniaturisation du systéme
appelée le nanospray. Cette nouvelle source aeéiEssinée pour étre adaptée a des débits de
'ordre de 20-200 nL/min en sortie de nanoLC. Daesiouveau systéme, l'aiguille consiste en un
capillaire de tres faible diametre interne. Du €hitfaible débit, le voltage appliqué au capillast
également réduit. La technique de nanospray pediaetgmenter la sensibilité, d’améliorer la
stabilité du spray et d’utiliser des solvants agueu

i) Séquencage par spectrométrie de masse en tanddes1-RIS/MS

Cette fois I'identification ne repose plus sur lj@minte peptidique de la protéine mais sur le
séquencage sélectif de plusieurs peptides depeti&ine. Apres un premier balayage en mode MS,
certains peptides sont alors analysés en mode MS/btSpeptides trypsiques ionisés au niveau de
la source du spectrométre de masse entrent dangramier analyseur dont le rdle est de
sélectionner un ion dit « parent ». Ce derniereestite fragmenté dans une chambre de collision
pour produire des ions fragments appelés ions®fiLa fragmentation de I'ion « parent » en ions
« fils » n'est pas dictée par le hasard mais seafac une certaine sélectivité, préférentiellenaent
niveau du squelette carboné, les liaisons les fpaggles d’'un peptide. Ainsi, la spectrométrie de
masse en tandem fournit une information de séquenceun ou plusieurs peptides permettant
d’identifier la protéine dont ils découlent par qumaison avec les fragmentations préférentiaies

silico des protéines contenues dans les banques de donnée

Une source MALDI permet aussi de réaliser de latspmétrie de masse en tandem, par
exemple avec un appareil de type MALDI TOF-TOF. ihgs il existe désormais la possibilité de
coupler une source MALDI avec une LC (stratégietyge LC-MALDI TOF-TOF) (Wall et al.,
2002). Cependant a I'heure actuelle, le couplagdadeC avec un spectrométre de masse a
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ionisation électrospray reste plus répandu dansibesatoires. Dans tous les cas, I'avantage majeur
du couplage avec une LC réside en sa capacitéaaiesdps peptides ce qui simplifie I'analyse de
mélanges de protéines.

4-  Bioinformatique

La bioinformatique est I'outil essentiel pour I'emprétation des données fournies par la MS.
Elle a contribué a I'essor de la protéomique emargant de facon considérable la vitesse et la
gualité d’analyse des données. Bien évidemmentbitanformatique ne se limite pas a
I'identification des protéines mais catalogue denhreuses informations sur les protéines :
localisation du gene, fonctions, interactions, dim@s, modifications post-traductionnelles, profil
d’expression etc. Dans ce chapitre jaborderai isgtement quelques banques de données et la

facon de les interroger.

a) L es banques de données protéiques

Py

Les banques de données ont particulierement bénéficséquencage et de I'annotation du
génome de nombreux organismes. Il existe deux gréymes de banques. D’abord les banques
dites répertoires qui sont redondantes et ne tigiea les séquences protéiques en ne fournissant
gque peu informations subsidiaires (ex: NCBI, GgnpPePuis il existe des banques moins
redondantes, enrichies de multiples informations: IR, Swiss-Prot, TTEMBL) (Apweiler et al.,
2004).

Swiss-Prot et PIR (Protein Information Resourcejt stes banques non redondantes additionnées
de nombreuses informations fonctionnelles et bijpiphiques. Les séquences soumises a Swiss-
Prot sont particulierement contrélées, ce qui ladrde haute qualité mais aussi plus pauvre en
séquences. TrEMBL est la traduction annotée puigpdée de toutes les séquences nucléotidiques
codées contenues dans la DDBJ / EMBL / GenBank (CD&ta Bank of Japan / European
Molecular Biology Database / GenBank) (Apweileakt 2004).

La banque NCBI compile les sources provenant detréauction des séquences
nucléotidiques de la DDBJ / EMBL / GenBank de m&me des séquences de Swiss-Prot, PIR etc.
Généralement, lidentification d'une protéine conmoe en interrogeant une banque non
redondante et bien annotée telle que Swiss-Pribtn’'§’a pas d’identification, une banque moins
restrictive comme TrEMBL pourra étre interrogée.
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b)

Interrogation des banques de données

L’interrogation se fait a I'aide de logiciels d’idgfication (Mascot, Protein Prospector, etc.)

faisant le lien entre les données acquises patrepeetrie de masse et les banques de données. Ces

logiciels différent par le format d’entrée des dées expérimentales et le mode de calcul du score.

Outre les masses expérimentales des peptidesgepissparamétres sont pris en compte pour

l'interrogation des banques de données et poualeulcdu score des candidats protéiques, j'en

évoquerai seulement quelques-uns :

L’identité de I'enzyme de restriction est un critére majeur puisque d’elle dépend la
nature des digests protéiguessilico. De plus, zéro, un ou deux sites de clivage

possiblement manqués par peptide peut étre précise.

La « provenance » de I'’échantillonpermet de réduire I'interrogation aux protéines

d’'un organisme : humain, levure etc.

Des modificationséventuelles affectant les peptides telles qugtdesphorylations,
oxydation des meéthionines ou acétylation amino-teate peuvent étre indiquées.
De méme des modifications obligatoires comme lebarardométhylation des
cystéines realisée par I'expérimentateur en ameritathalyse par spectrométrie de
masse peuvent étre précisées. Cette derniére naiifi permet de « dérouler » la
protéine et ainsi accroitre I'acces de la trypsine sites de coupure.

Un critere de tolérance entre la masse expérimentale du peptide et saemass
théorique doit étre spécifié. La tolérance accordégend du mode de calibration
interne / externe du spectrométre de masse lofaapuisition des spectres et de la

précision intrinséque liée a la géométrie de lfunstent utilise.

L'interrogation des banques de données apres uaslgsanen MS/MS est réalisée de facon

similaire en prenant en compte comme critéere guaddiinformation séquentielle qui en découle.

En général, la géométrie du spectrometre de masise est précisée puisque d’elle dépend le type

d’ions fils générés en MS/MS.

Il n'existe pas de critéres généraux de validatien’’identification d’une protéine suite a

l'interrogation des banques de données. Cetteatadinl est réalisée par I'expérimentateur lui-méme

qui peut prendre en compte, entre autres, le storbué par le logiciel d’identification, I'ensemab

84



Echantillon biologique _.--=-="="7"7"7'~ .
(tissu, cellules)

/ \ SILAC ‘I

SO|ubI|IS,6.ltI0n des < »  FEractionnement j
protéines i

Séparation Digestion
électrophorétique

Analyse d’image
(quantification

Digestion protéique Chromatographie liquide

v

dans le gel (LC ou LC/ LC)
MS MS Quantification
puis (si ICAT ou SILAC)
MS / MS
v v
Cartographie peptidique Séquence peptidique

Bioinformatique

Identification

Figure 30 : Stratégies couramment mises en ceuvre dans une @¢u de type
protéomique différentielle. ICAT (Isotope Coded Affinity Tags), LC (chromatogragliquide), LC /

LC (chromatographies liquides en tandem), MS (spe@trie de masse), MS / MS (spectrométrie de enass
en tandem), SILAC (Stable Isotope Labeling by Aminma in Cell culture).



de la liste des résultats généres par l'interrogati’adéquation entre les points isoélectriques /

masses expérimentales et théoriques de la pratiEngfiée etc.

Apres ce descriptif sur les étapes incontournatides une étude protéomique, voyons plus
spécifiguement le réle de la protéomique différelidj sa mise en ceuvre et ses applications qui sont

parmi les plus nombreuses dans le domaine de tégmique.

C. Protéomiquedifférentielle

La protéomique différentielle consiste a compamuxdprotéomes: cellules traitées par un
agent quelcongueersusnon traitées, tissu sauersustissu malade etc. Concrétement I'objectif est
d’identifier des modifications d’expression de @ioes (plus abondantes ou moins abondantes) ou
des modifications post-traductionnelles entre leaxdprotéomes. Puis l'idée est d’associer ces
modifications avec des perturbations physiologiqaasdes états physiopathologiques pour des
applications médicales particulierement nombreusascancérologie, il peut s’agir de trouver des
marqueurs les plus spécifiqgues possibles de ladieal®ar exemple les cancers pancréatiques et
colorectaux manquent cruellement de marqueurs pedcde la maladie, or un diagnostic précoce
est primordial pour augmenter les chances de sdvipatient (Alfonso et al., 2005; Chen et al.,
2005). Certains marqueurs permettent aussi d’estirégolution de la maladie (Duggan et
Williamson, 2004) et d’aider le médecin dans leixhiu traitement le mieux adapté a la pathologie
(Liu et al., 2006). Une autre application de latpoonique différentielle consiste aussi a identifier
une ou plusieurs cibles protéiques associées dné@nopene biologique ou encore a une maladie.
Dans ce dernier cas, I'objectif est souvent doulohéeux appréhender les bases moléculaires de la
pathologie et trouver une cible pharmacologiqueeflal., 2006; Unwin et al., 2005).

Globalement, pour réaliser une étude de protéonddtérentielle, deux approches standard
s’offrent a I'expérimentateur : i) la premiere paggr la quantification au niveau du spectrometre
de masse et nécessite le marquage préalable démpsoou des peptides ii) la seconde passe par
une quantification par coloration des protéinesspmalyse d’'image le plus souvent aprés une

séparation par 2-DE (voir figure 30).

1- Premiereapproche: quantification au niveau du spectrometre de masse

Cette premiere approche de protéomique différéatpasse en général par une stratégie de
type LC-MS/MS ou LC/LC-MS/MS et nécessite un magpiale I'échantillon avant I'étape de
séparation (voir figure 30). Ce marquage est, &t,ahdispensable pour la quantification relative
des peptides par spectrométrie de masse car lal $itfh n’est pas quantitatif de facon intrinseque.
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Figure 31 Stratégies couramment mises en ceuvre pour une quiéfication protéique par
marquage SILAC et ICAT. ICAT (Isotope Coded Affinity Tags), SILAC (Stable tepe Labeling by
Amino acids in Cell culture).



La stratégie la plus courante consiste a marqui@reintiellement les deux échantillons a comparer
avec un isotope stable |égeersuslourd qui induit un incrément de masse suffisantirpétre
détecté en spectrométrie de masse. Les deux didrantinsi marqués peuvent alors étre analysés
simultanément en mode MS. Le rapport des airegpassmesurées par MS pour chaque couple
peptidique (qui co-élue en sortie de LC) traduitrglle rapport relatif de la quantité de la pragéin
dans les deux échantillons (voir figure 31). Sdbbstratégie utilisée, le marquage isotopique peut
se fairein cellulo (ex : SILAC pour Stable Isotope Labeling by Amiacids in Cell culture,
marquage K / N'® ouin vitro (ex : ICAT pour Isotope Coded Affinity Tags, eautde / [égére)
(Sechi et Oda, 2003).

a) Marquage par leréactif ICAT

Le réactif ICAT est certainement le tag ou I'étittaemoléculaire le plus communément
utilisé pour réaliser une étude de protéomiquedtkfitielle depuis sa commercialisation sous forme
de kit parApplied Biosystemen I'an 2000. Les réactifs ICAT sont constituéstrdés parties : i)
une partie réactive qui permet de lier de facoratamte le réactif aux cystéines d’une protéine ii)
une région linker qui porte la partie isotopique? Grersus C* iii) une région biotine
(potentiellement clivable) qui permet la purifieatisur colonne avidine des peptides ou protéines
marqués (Leitner et Lindner, 2004).

La procédure générale consiste a marquer les dehantllons protéiques a comparer avec
I'ICAT léger versuslourd. Les deux échantillons peuvent ensuite émmbinés. Apres digestion
des protéines par la trypsine, les peptides margo@s purifiés sur colonne avidine réduisant par
I'occasion la complexité de I'échantillon a analydea région biotine peut alors étre clivée. Enfin,
les peptides purifiés sont analysés en LC-MS/MS gtne quantifies en mode MS et identifiés par
MS/MS (voir figure 31).

Outre sa sensibilité, I'intérét majeur de la sga@dCAT est son applicabilité a toute sorte
d’échantillons biologiques et notamment les tig€liseng et al., 2006; Schrimpf et al., 2005). Elle
est par ailleurs aussi adaptée a une quantificaélative des protéines aprés séparation sur 2-DE
(Froment et al., 2005). Ses inconvénients princip@sident non seulement dans sa mise au point
difficile mais aussi dans la seule analyse desépres contenant au moins une cystéine. Chez

’lhomme, 80 % des protéines contiennent au moirscystéine (Leitner et Lindner, 2004).

b) Marquage SILAC

Une alternative a l'utilisation des étiquettes ICASt la méthode SILAC de marquage des

protéinesin cellulo (voir figure 31). Le principe consiste a cultiveguk groupes de cellules dans
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Tableau 6: Propriétés des principaux colorants fluorescentslisponibles sur le
marché. Le seuil de sensibilité donné correspond a celui imélidans les références.
* la sensibilité dépend du degré de glycosylation {QroEmerald) ou de
phosphorylation (Pro-Q Diamond) de la protéine.

Colorant fluorescent Spécificité Sensibilité Référence

SYPRO Orange / Red  protéome total 1a10ng Steinberg TH et al,1996
SYPRO Ruby protéome total 1ng Berggren KN et al, 2002
Deep Purple protéome total 100 pg Mackintosh JA et al, 2003
Pro-Q Emerald glycoprotéome 5a18 ng* Hart C et al, 2003

Pro-Q Diamond phosphoprotéome 2 a 10 ng* Steinberg TH et al, 2003



deux milieux de culture se distinguant uniquemeartlp présence d’'un acide aminé légersus
lourd qui sera assimilé par le protéome (Ong eRaD3). Par la suite, la quantification des pegstid
de digestion se fait en mode MS de fagon similge pour la méthode ICAT. Cependant, le
volume de données est supérieur puisque la cysti@ngsidu ciblé par les ICAT, est I'un des
acides aminés les moins abondants. Ainsi, la méth8d.AC fournit-elle une plus grande
couverture de séquence de I'ensemble du protéontiicpeut étre a la fois un avantage et un
inconvénient. Par exemple, cela rend possibled@tdes modifications post-traductionnelles (Bose
et al., 2006; Zhang et al., 2006) qui sont par reosbuvent perdues par la méthode ICAT si elles
n’affectent pas un peptide contenant une cysté&ependant, cette grande couverture de séquence
engendre une énorme quantité de données complexesmailer, rendant parfois utile le
fractionnement (Ong et al., 2003). Enfin, I'inconignt majeur de la stratégie SILAC est sa

limitation a I'étude du protéome de cellules ertund.

2-  Seconde approche : quantification apres électr ophor ese

Malgré l'avénement de méthodes performantes peamtettle réaliser une analyse
guantitative aprés séparation du protéome par &@2;DE reste une méthode de choix largement
employée dans I'accomplissement d’'une étude det@nutjue différentielle (Gorg et al., 2004;
Herbert et al., 2001). Apres séparation des proéSopar 2-DE, la stratégie consiste a révéler les
protéines avec le colorant adéquat. Aprés numénsates gels d’électrophorése, une analyse
d'image permet de mesurer les volumasnsité optique x surfacde chaque couple (traitéersus
non traité) de spots protéiques. Le rapport volumigle chaque couple traduit alors le rapport
relatif existant a I'origine dans les échantillammpareés. Le tout couplé a une analyse statistique

permet la détection des spots d’intérét qui saétrieurement identifiés par MS.

a) Révélation des protéines

Plusieurs techniques de révélation des protéineseptes dans un gel d’acrylamide existent.
Le colorant idéal doit étre sensible avec un fati@pport signal sur bruit, doit avoir une large
gamme dynamique linéaire pour relier I'intensitécdéoration avec I'abondance de la protéine, doit
étre facile a mettre en ceuvre, compatible avecpkecteoométrie de masse et peu colteux.
Malheureusement, aucun colorant ne possede I'erdsetiebces propriétés. Ainsi, le choix de la
coloration est crucial. Il est souvent le résultain compromis entre sensibilité, compatibilité ave
la spectrométrie de masse et colt. En protéomieuis, colorations sont couramment utilisées : le

bleu de coomassie colloidal, le nitrate d’argente® colorants fluorescents.
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) Colorants visibles

La coloration au bleu de coomassie colloidal G250cempatible avec la MS, facile a
mettre en ceuvre, reproductible du fait qu’'il s’adjilne coloration a I'équilibre, et peu codteuse.
Cependant la limite de détection est de I'ordrel@leng ce qui peut s’avérer trop faible si I'on
s'intéresse a des protéines faiblement expriméies et Choi, 2004; Westermeier et Marouga,
2005).

L’avantage majeur de la coloration au nitrate catgréside dans sa grande sensibilité
jusqu’'a moins de 1 ng de protéines selon le prdg¢ogtilisé. Sa reproductibilité, certes plus faible
gue le bleu de coomassie colloidal, permet toumé@ee une quantification des spots révélés
(Rabilloud, 2000). Ses principaux inconvénientsocesnent sa faible gamme de linéarité et sa faible
compatibilité avec la spectrométrie de masse mémecsre une fois, I'identification reste possible

en fonction du protocole de coloration (Shevcheetkal., 1996).

i) Colorants fluorescents

Il existe aujourd’hui toute une gamme de colordlnigrescents commercialisés sous le nom
de Sypro(Orange Red Rubyetc.). Ces colorants ont une sensibilité du mérdeeaque le nitrate
d’argent, une plus grande gamme de linéarité geectdorants visibles et sont completement
compatibles avec la MS (voir tableau 6). lls sownd tres intéressants pour les analyses
guantitatives (Berggren et al., 2002; Steinberglet 1996). Cependant, l€3ypro générent de
nombreux grains artéfacts lors de la révélation dels d'électrophorése complexifiant par
conséquent I'étape d’analyse d’image. Un autreraalofluorescent Ieep Purplequi apparait
encore plus sensible (environ 100 pg de protéifmghit, quant a lui, des images de meilleure
gualité (Mackintosh et al., 2003).

Enfin, je citerai les colorants fluorescents Proe@erald (Hart et al., 2003) et Pro-Q
diamond (Steinberg et al., 2003) commercialisegntj@ eux, pour révéler de fagcon spécifique
respectivement le glycoprotéome et le phosphopnoéédCes colorants présentent 'avantage de
pouvoir étre compatibles avec une révélation wtée du protéome total permettant une analyse
globale et séquentielle des multiples protéomelsilagks. Malgré les fortes potentialités de ces
colorants pour des applications protéomiques, peutrdvaux relatent encore l'usage de ces
colorants fluorescents (Davis et al., 2006; Kanmiaeal., 2004; Unwin et al., 2005), peut-étre du
fait de leur relative nouveauteé.

De facon générale, linconvénient majeur des colrafluorescents réside dans
investissement lourd qu’ils représentent, aussntzoncernant leur propre tarif que le prix d’@cha

des scanners indispensables a leur usage. Parrsilles protéines étant invisibles a I'oeil nu,

88



'extraction manuelle a partir du gel des spotntéiét est plus laborieuse. Pour ces raisons
financieres et pratiques, les colorants visibleserg a I’heure actuelle toujours couramment @étlis

en protéomique.

1)) La 2D-DIGE (Differential In-Gel Electrophoresis)

La 2D-DIGE est une technique utilisant des fluokmels de type Cyanine 3 ou 5 (Cy3 ou
Cy5) qui se lient spécifiguement et de facon caval@u groupe amireedes lysines (Monteoliva et
Albar, 2004). Les Cy3 et Cy5 ont des propriétéxcspkes differentes ce qui permet de visualiser
I'émission de leur fluorescence indépendammentel’da I'autre. La procédure générale de la 2D-
DIGE est comme suit (voir figure 32). Les deux éttlans a comparer sont marqués avec la Cy3
versusla Cy5 (avec un rendement du marquage d’enviréf) puis mélangés et séparés sur une
méme 2-DE. Les Cy3 et Cy5 ayant la méme masse ®i€lae charge, les protéines marquées
possedent donc en théorie la méme mobilité éleutna@ique. Puis, les spots fluorescents sont
visualisés alternativement (sans étape de coloyaén utilisant les longueurs d’onde d’excitation
adéequates. La disponibilité d’'une troisieme cyani@g2) permet de recourir au marquage d’un
troisieme échantillon souvent utilisé comme étaltterne (Monteoliva et Albar, 2004; Van den
Bergh et Arckens, 2004).

La 2D-DIGE offre en plus des avantages liés au owgg fluorescent, la possibilité de
séparer deux échantillons sur le méme gel élimiqemt conséquent les variations techniques
(difference de charge en protéines, profil de ntigna homogénéité de coloration etc.) qui
accompagnent la mise en ceuvre de deux gels. Delplpessibilité d’introduire un étalon interne
pour chaque spot augmente la précision de la dicatibon (Monteoliva et Albar, 2004; Van den
Bergh et Arckens, 2004).

En plus de son codt de mise en ceuvre, 'un deswgoents de la DIGE réside dans le retard
de migration, notamment pour les protéines dedaithsse, entre les protéines marquées (environ 3
%) et les protéines non marquées. Ainsi, chaqueesioeprésenté deux fois. Le spot marqué étant
en minorité, I'excision du spot d'intérét nécesste général une coloration du gel pour le situer
(Van den Bergh et Arckens, 2004; Wheelock et 8i062.

b) Anayse d image

Comme indiqué précédemment 'analyse d'image cdralia détection des spots présentant
un différentiel entre les protéomes comparés et gpront par conséguent soumis a une

identification par MS.
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et de trois fluorophores.D’apres Van der Bergé al, 2004.



La premiere étape consiste a convertir le gel erfoamat numeérisé a l'aide d’'un scanner.
L’analyse d’'image proprement dite est réaliséea@é d’'un logiciel. Il en existe plusieurs sur le
marché. Certains commeage Quantd’Amershamet Quantity Onede Bio-Rad sont destinés a
'analyse de profils en une dimension, d’autres c@nimage Master 20 Mélanie d’Amersham
PDQuestde Bio-Radou Progenesisde Nonlinear Dynamicsaux profils en deux dimensions. Ces
logiciels different par le mode d’interaction avkgtilisateur mais possédent globalement les

mémes fonctionnalités. La procédure générale estreosuit :

> La premiére étape de I'analyse consistergettoyer » I'imagede ses imperfections
(grains de coloration par exemple) et a définiorigit de fond du gel. Cette étape est

automatisée et nécessite peu d’interventions diéidateur.

> La détection des spot$2D) ou des bandes protéique (1D). Il s'agit étdpe la plus

cruciale de l'analyse puisque la précision et #&bifité des résultats dépendent de
'exactitude de cette détection. Une bonne détectionsiste en la capacité de
l'algorithme du logiciel a séparer deux spots agljs, délimiter leurs frontiéres
correctement quelques soient leurs formes et itémnst a discriminer les vrais des
faux spots. La performance de la détection autamatdépend de la qualité des gels
d’électrophorése en termes de résolution / columatt de la complexité de
I'échantillon. Cependant, bien qu’'automatisée, ecétiape requiert en général une
longue intervention manuelle de l'utilisateur poaméliorer la précision de la
détection. Effectivement, les algorithmes ne s@# @ncore suffisamment puissants
devant I'hétérogénéité de formes, d’intensitéseejdalité de séparation des spots
sur I'ensemble de I'électrophorese. Ainsi, mémkesialgorithmes des logiciels sont
continuellement améliorés, une détection précisgldment automatique des spots
n'est pas encore a l'ordre du jour pour des éclamsi complexes (Englbrecht et
Facius, 2005; Gorg et al., 2004).

> La superposition des gelsplus communément appelée sous son anglicisme :
« matching ». Il s’agit pour le logiciel d’apparieensemble des spots équivalents
des gels analysés pour former des groupes de <pette étape permet de voir par
exemple si un spot apparait, disparait ou changadade en fonction I'échantillon.
La qualité du « matching » dépend de la qualitéead#étection des spots mais aussi,

encore une fois de celle des gels. Les algorithdesslogiciels sont malgré tout
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capables de corriger d’éventuelles distorsions dets avec un minimum

d’intervention de 'utilisateur.

> Quantification des spotsL’'abondance d’'un spot est représentée par son eotum
est le produit de sa densité optique par sa surtzejualité de la quantification
dépend bien évidemment d’'une délimitation préciseh@mogene des spots sur
'ensemble des gels mais aussi de la capacité gigiéb a donner une réponse
linéaire entre volume réel et volume quantifié sae large gamme de volumes
(Rosengren et al., 2003). Afin de s’affranchir aaximum de la variabilité
technique inhérente a la 2-DE (différence de chargerotéines, homogénéité de la
coloration etc.), le volume de chaque spot est absé par rapport a la somme des

volumes de I'ensemble des spots détectés.

i
Volume spot (i) normalisé = volume spot }X{Z volumes n spots.
n

L’interprétation des données est effectuée suotewe normalisé des spots.

> Interprétation des données L’extraction des données peut étre réalisée ear |
logiciel sous différentes formes : tableaux ch#fréistogrammes etc. Une analyse
statistique est ensuite indispensable pour détéssespots dont le volume varie de
facon significative (valeur p < 0,05) entre les xle&chantillons compareés. Plus
'expérience sera reproduite plus le nombre de faégatifs et de faux positifs sera
faible. Selon Molloyet al (Molloy et al., 2003), pour étre capable de génées
résultats significatifs, une étude quantitative sum échantillon biologique
relativement simple comme une lignée cellulaireesséite d’étre reproduite trois a

guatre fois contre huit pour un tissu ou une celfpnimaire de cellules.

Des travaux cherchant a comparer entre eux la gnissde certains logiciels d’analyse
d'image ont révélé peu de différences en terme elopnance globale (Raman et al., 2002;
Rosengren et al., 2003). Cependant, les logictalst €ontinuellement mis a jour, on ne sait pas a
I'heure actuelle si I'un d’eux est plus performaBn tous les cas, ces travaux suggerent que la
gualité¢ de l'analyse dimage dépend notamment die ades gels bidimensionnels et que

I'utilisateur joue un role actif dans cette analyse
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D. Analyse du phosphoprotéome

La phosphorylation constitue probablement la modifon post-traductionnelle la plus
courante. A un instant donné, on estime qu’'un t{&aggiaschi et al., 2005) voire la moitié
(Reinders et Sickmann, 2005) des protéines sonspttarylées. La phosphorylation est une
modification covalente qui affecte trés majoriteaemnt les résidus sérine / thréonine / tyrosine (O-
phosphate) mais aussi dans une moindre mesureabatides aminés comme les hydroxyprolines
(O-phosphate), lysines, histidines (N-phosphatedysteines (S-phosphate) (Reinders et Sickmann,
2005). Les phosphorylations sont des modificatichgersibles dont la liaison est assurée par
diverses kinases, sur des séquences consensusnihddion des groupements phosphate est
assurée, quant a elle, par des phosphatases. Aénsphénomene de phosphorylation-
déphosphorylation refléte particulierement biedyaamique du protéome (Mukherji, 2005). L’état
de phosphorylation d’'une protéine est impliqué dansgulation de processus fonctionnels aussi
divers que sa localisation cellulaire, ses intépast avec d’autres protéines, son activité, son
repliement, sa dégradation etc. Ainsi de part cedtété, les phosphorylations ont une influence
prépondérante dans de nombreuses fonctions cedisillles que la régulation du cycle cellulaire
ou la transduction du signal, faisant de la phosgation la modification post-traductionnelle la
plus étudiée (Reinders et Sickmann, 2005).

L’étude du phosphoprotéome consiste a identifies I@odulations de ['état de
phosphorylation des protéines ou encore a cartbgmjfes sites de phosphorylation le long de la
séquence protéique. Dans ce chapitre, je n’évoggeeales méthodes les plus courantes d’analyse

du phosphoprotéome apres séparation par 2-DE.

1- Enrichissement en phosphoprotéines

De nombreuses protéines de signalisation sontefaght exprimées dans la cellule et la
fraction protéique phosphorylée est souvent redatient faible (1 a 2 % de la protéine totale)
(Kalume et al., 2003; Reinders et Sickmann, 20@8hsi, afin d’augmenter la sensibilité de
'analyse des phosphoprotéines, il est parfoiseutie procéder a leur enrichissement. Voyons

quelques méthodes d’enrichissement des phosphomsté

> Immunoprécipitation. Cette méthode est souvent limitée (mais pas sixelment
(Gronborg et al., 20023 I'enrichissement des protéines phosphoryléearsuésidu
tyrosine en raison de la moins bonne spécificigatdicorps anti-phospho thréonine
/ sérine (Kalume et al., 2003; Raggiaschi et &0 Reinders et Sickmann, 2005).
Le champ d’investigation est alors rétréci puistpigatio de phosphorylation des
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protéines sur une sérine / thréonine / tyrosinaiserspectivement de 1800/ 200/ 1
(Gronborg et al., 2002).

Colonne d’affinité. Les colonnes de type IMAC (pour Immobilized Me#dfinity
Chromatrography) permettent d’enrichir assez simpl® I'ensemble des
phosphoprotéines / peptides (chargés négativerpantthromatographie d’affinité
en utilisant des cations métalliques {Fesa", AI**...) immobilisés. La limite de
cette technique réside dans sa spécificité puidgaerotéines ou peptides riches en
résidus acides peuvent egalement étre retenusapesldnne tandis que d’autres,
faiblement phosphorylés, peuvent étre élués. @afthode, compatible par la suite
avec une analyse de type LC-MS ou MALDI-TOF, esjamit@irement utilisée pour
'enrichissement de peptides phosphorylés (Ragigiast al., 2005; Reinders et
Sickmann, 2005).

Modification chimique. La stratégie consiste a modifier spécifiquemesds |
protéines ou peptides phosphorylés pour leur ajaute étiquette ou les immobiliser
de facon covalente sur une colonne avant de les.@Rlusieurs méthodes ont été
décrites (Reinders et Sickmann, 2005). La plupactut une 3 élimination du
phosphate lié sur une sérine ou thréonine pouvéettar également les résidus O-
glycosylés, générant de faux positifs (MukherjiD20Reinders et Sickmann, 2005).
Dans tous les cas, ces maodifications chimigues sséeat une succession de
réactions pouvant accroitre la complexité de I'é@tlan ou causer la perte de
linformation recherchée par l'occurrence de réawdi parasites ou incomplétes
(Reinders et Sickmann, 2005).

Eventuellement enrichies, les phosphoprotéines spdrées par 2-DE de fagon équivalente

a tout autre échantillon.

2-

Stratégies de détection des protéines phosphorylées apr es sépar ation par 2-DE

a)

Western-bl ot

Bien que sensible et applicable a des tissus (Kiml.e2005), cette méthode nécessite la

disponibilité d’anticorps spécifigues. Or commeidnet précédemment, les anticorps universels

anti-phospho sérine / thréonine ne sont pas ensoffisamment validés. Enfin et surtout, la
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technique de western-blot requiert une étape desfeet des protéines sur une membrane

accroissant du méme coup la variabilité de la ndgh{®&aggiaschi et al., 2005).

b) Marquage isotopique au ¥P (ou ¥P)

Le marquage isotopique aifP est l'une des plus vieilles méthodes pour révéder
phosphoprotéines. L'incorporation dtP par les protéines se fait en cultivant les cedliidans un
milieu marqué. Outre sa grande sensibilité et gisation possiblen vivo (Reinders et Sickmann,
2005), l'avantage de cette méthode réside dansysacité a révéler toutes les phosphoprotéines.
Cependant, la manipulation dtP est contraignante pour la sécurité de I'utilisat®ar ailleurs, le
marquage ad’P induit de nombreux effets cellulaires parasitesme la fragmentation de ’ADN
ou la modification du cycle cellulaire (Raggiasehal., 2005; Reinders et Sickmann, 2005). Enfin,
lintensité du marquage varie en fonction du temfjrscubation des cellules avec¥® ainsi que du
turnover des phosphoprotéines (Chen et al., 2004).

) Coloration au Pro-Q diamond

Le Pro-Q diamond est un colorant fluorescent cororaksé pour révéler les protéines
phosphorylées sur des résidus seérine, thréoningymsine. Bien que moins sensible que
I'immunorévélation et le marquagéP, il permet tout de méme la détection de 2 & 1(ag
protéines en fonction de leur degré de phosphaoylaiSteinberg et al., 2003). Les premiers
travaux expérimentant le Pro-Q diamond montrentlgueofil de spots obtenu est particulierement
différent de celui obtenu avec un colorant révélamirotéome total aussi bien apres une séparation
sur gel bidimensionnel (Steinberg et al., 2003; Wwnwt al., 2005; Wang et al., 2005c) que
monodimensionnel (Schulenberg et al., 2003). Qus pist, de hombreuses protéines colorées par le
Pro-Q diamond sont connues pour étre phosphoryBasis et al., 2006; Hayduk et al., 2004).
L’ensemble de ces résultats suggere donc une bspéeificité du Pro-Q diamond pour les
phosphoprotéines faisant de lui un bon outil pdudiér les voies de transduction du signal aussi
bien au sein d’un tissu (Davis et al., 2006) queealkiles en culture (Unwin et al., 2005).

Dans le chapitre suivant de ce manuscrit jévoquayanment la protéomique différentielle

a déja permis d’identifier des adaptations molécegad un traitement chronique par la morphine
pour ensuite définir les objectifs de mon travailtbése.

94



V.  Objectifsde mon travail dethese

A. Laprotéomique pour I’ étude des effets chroniques de la morphine

La dépendance a la morphine est un phénoméne campkesocié a des changements
physiologiques et structuraux notamment au niveesl régions du cerveau impliquées dans le
systeme de la récompense : noyau accumbens, ginemeale ventrale, cortex préfrontal etc. Une
telle plasticité au niveau de ces réseaux neuromaugeut s’expliquer que par des changements
moléculaires trouvant leur origine dans le traitatgar la drogue. Certains d’entre eux sont déja
bien identifiés comme l'induction du facteur denseriptionAFosB ou la sensibilisation de la voie
de 'AMPc (Lane-Ladd et al., 1997; Nestler, 200%cHariou et al., 2006). Cependant une vision
plus large des modifications moléculaires induipes la drogue dans les régions du cerveau
critigues pour la dépendance a la morphine faijotos défaut. C'est dans ce cadre précis que la
protéomique différentielle apparait, a la vue desc@dents chapitres, particulierement adéquate
pour ouvrir de nouvelles pistes concernant les tatiaps moléculaires a une drogue.

De fagon surprenante, le premier travail faisamea@ une telle stratégie pour I'étude de
'effet d’'une drogue n'a été publié qu’en 2004 auware analyse différentielle des protéines
phosphorylées sur une tyrosine dans le cortexdt@pres traitement chronique par le butorphanol
(Kim et al., 2004) puis par la morphine (Kim et, &005). Ont suivi des études des modifications
du protéome total des synaptosomes du cortex @tnédr une stratégie ICAT (Prokai et al., 2005)
et du noyau accumbens apres séparation du protpam2DE (Li et al., 2006), le tout aprés un
traitement morphinique. L’ensemble de ces travawntne que la protéomique différentielle est
capable de révéler de nouvelles adaptations maléesljusqu’alors insoupgconnées. Malgré tout, le
principal obstacle réside dans la difficulté diattier ces adaptations moléculaires spécifiquement a
une forme de dépendance (physique / psychiquebtplyd’a un autre phénomeéne (tolérance,
analgésie etc.) induit également par la droguermore a une autre adaptation a plus long terme.
Pour résoudre cette ambiguité des validationgivo par knock-down / out ou surexpression de
'ensemble des protéines identifiees suivies d'ésudomportementales sont indispensables. Or de
telles validations a grande échelle ne sont aetmlht pas envisageables techniquement. Ainsi, est-
il d’'abord nécessaire au sein de toutes les matiifics identifiées de pouvoir discriminer celles
réellement susceptibles d’étre impliguées danshénpmeéne sur lequel I'expérimentateur est
focalisé. C’est dans cette optique qu’apparaitdtiét d’étudier, dans un premier temps, les etfets
la morphine par protéomique différentielle sur uodéle cellulaire. Dans le cas de la dépendance,
une idée est de rechercher d’abord des modificatiooléculaires par protéomique puis d’examiner
si elles sont corrélées a une adaptation cellutaeite que la sensibilisation de 'AC connue pour

95



étre impliquée dans le développement de la déperdanez I'animal (Meunier, 1992; Nestler,
2005). Si tel est le cas, une validationvivo peut alors étre envisagée. C'est dans ce cadre que
s’inscrit I'objet de ma thése consistant identifier par protéomique différentielle des
adaptations moléculaires a un traitement morphiniqe dans le neuroblastome humain SH-
SY5Y.

B. Choix delalignée cdlulaire de neuroblastome humain SH-SY5Y

La lignée cellulaire a été choisie afin que lesptalions moléculaires a un traitement par la
morphine soient les plus représentatives possidseselles qui peuvent survenir dans des régions
du cerveau.

Les cellules SH-SY5Y sont issues d’un sous-clorggda lignée SK-N-SH (Muller et al.,
1989). Ces cellules possedent donc des caradj@estiqui les apparentent a des neurones bien plus
gue d’autres systemes cellulaires tels que les QEttinese Hamster Ovary) ou les HEK (Human
Embryonic Kidney). Les cellules SH-SY5Y sont cajealde libérer des neurotransmetteurs comme
la dopamine (Ault et Werling, 2000) ou encore laadoénaline (Goodall et al., 1997). La lignée
exprime de fagcon endogéne le récepteur MOP formdlodont I'activation inhibe I'activité de
'AC. Un traitement chronique a la morphine condaita sensibilisation de I'AC révélée lors du
sevrage (Yu et al.,, 1990). Ainsi, la lignée SH-SYBXprime de fagcon endogene au moins une
partie de I'arsenal moléculaire impliqué dans lifste a long terme de la morphine. Il s’agit donc
d’'un modele significatif pour I'étude des adaptatianoléculaires a un traitement morphinique.

Cependant avant mon arrivée au laboratoire, cigftéé a été optimisée par surexpression
du récepteur MOP. Dans cette nouvelle lignée stdlelficacité et la puissance de la morphine
révélées en termes d’inhibition aigué de I'AC aigse de l'intensité de sa sensibilisation aprés un
traitement chronique par la drogue sont augmen@es. suggere que les adaptations moléculaires
a la morphine sont accentuées ce qui présente térétinmajeur pour leur détection par une

approche de type protéomique différentielle.

C. Plan demon travall

La premiére partie de mon travail a consisté aamtter les modifications moléculaires
induites par la morphine au niveau du protéomd tétglé au bleu de coomassie colloidal. Pour
cela deux protéomes ont été étudiés :
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> D’une part le protéome d’'un microdomaine membranainrichi en protéines de
signalisation : les rafts-DRM. Les protéines omrsilété séparées par électrophorése
monodimensionnelle.

> D’autre part un échantillon protéique plus largerespondant au protéome de
'ensemble de la cellule. Cette fois les protéiopt été séparées par une technique

plus résolutive : I'électrophorése bidimensionnelle

La seconde partie de mon travail a consisté a relobe les modifications moléculaires
induites par la morphine au niveau du phosphopnotécévélé par le colorant fluorescent Pro-Q
Diamond. De facon similaire, les phosphoprotéomess rdfts-DRM et de I'ensemble de la cellule

ont été successivement analysés aprés un traitgraeta morphine.
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.Matériels et




Tableau 7: Protocoles expérimentaux des traitements réaliseges pré / post-

traitements sont réalisés directement dans du umiie culture frais. Le post-
traitement lors du sevrage est réalisé aprés agpirds milieu de culture dans
lequel était réalisé le prétraitement et un rincags cellules avec 20 mL de
tampon phosphate (PBS) a 37%SK (forskoline), nal (naloxone).

Type de Prétraitement Post-traitement

traitement  controle Traité Controle Traité

Aigu eau morphine (1 M)

Chronique eau morphine (1 uM)

Sevrage eau morphine lpuMnal+ 1puMnal +
chronique (1 pM) | 5 uM FSK 5 UM FSK




A. Culturecdlulaireet traitements

Les cellules eucaryotes de neuroblastome humails'®b¥ ont été transfectées de fagon
stable avant mon arrivée au laboratoire avec lengilde pRC-CMV contenant ’ADNc humain du
récepteur MOP a la morphine fusionné a I'extrémiterminale au tag T7.

Les cellules sont cultivées a 37°C dans une atnaseiumide composée de 95% d’air et de
5% de CQ en boites de Pétri dans du milieu DMEM (Dubelcddsdified Eagle Medium with
glutamaxGibco BRI riche en glucose (4,5 g/L) supplémenté avec 1@saum de veau fcetal
(Gibco BRL, 50 pg/mL de gentamycineS{gmg, et 400 ug/mL de géniticine Gibco BRI
permettant de sélectionner les cellules conterapialsmide T7-MOP pRC-CMV.

La veille de chaque traitement, le milieu de cdtest remplacé par du milieu frais. Le
traitement est réalisé directement dans la boiteulteire parallelement a un contrdle strict. Si le
traitement se prolonge plus de 24h, celui-ci esbugelé chaque jour dans du milieu frais. Pour les
traitements chroniques des cellules SH-SY5Y a lgptnioe suivis d’un sevrage, les boites de Pétri
de 140 cm sont dans un premier temps rincées & ead e tampon phosphate (PBS) a 37°C puis
les cellules sont a nouveau incubées pendant 10am®37°C dans du milieu de culture frais

contenant de la naloxone a 1 uM et de la forskaibguiM (voir tableau 7).

B. Mesuredel activitédel adénylyl cyclase

L’activité de l'adénylyl cyclase est mesurée en rgiiant '’AMPc accumulé dans les
cellules suite a un traitement. La méthode repasd’iacorporation d’adénine tritiée dans le pool
d’ATP intracellulaire puis la séparation de 'AMR(ié sur colonne d’alumine (Alvarez et Daniels,
1992). L’accumulation d’AMPc est stimulée par laskoline en présence des agents a tester et
d’inhibiteurs de phosphodiestérases.

Des plaques de culture de 24 puits sont ensemetaéesile de I'expérience a raison de
200 000 cellules par puits dans 5@0de milieu de culture. Le lendemain celui-ci esnplacé par
500 pL de milieu frais contenant les différents agemt®@rphine sulfate Krancopig), naloxone,
MG115 Sigma, lactacystine $igmg aux concentrations appropriées. Apres incubdgotemps
désiré, le milieu de culture est a nouveau élinengemplacé par 200 pL de milieu frais contenant
les agents a tester, 0,1 uM d’adénine froide eCl qiadénine tritiée Amersham pendant 1h a
37°C. Les cellules sont alors rincées 4 fois ave@ |8 / puits de tampon Krebs-Ringer-HEPES
(KRH : KCI 5 mM, NaCl 125 mM, CaGl1,5 mM, MgSQ 1,25 mM, KHPO, 1,25 mM, Glucose 8
mM, Hepes 25 mM pH 7,7 et BSA 0,05%) a 37°C. L\atdi de 'adénylyl cyclase est stimulée
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pendant 10 min a 37°C par 8M de forskoline $igmg dans 200uL de KRH contenant les
inhibiteurs de phosphodiestérases : isobutylmé#mghine (IBMX) Sigma et RO 20-1724
(BIOMOL Research Laboratorigg 1uM. Apres les 10 min de stimulation, la réaction &sétée
par 30uL de HCI a 2,2 N provoquant la lyse des celluledagtc la libération de leur contenu. Les
surnageants sont ensuite déposés sur colonne aantehacune 0,65 g d’alumine acide séeche
(Sigmg. Les colonnes sont lavées avec 4 mL de HCl a 5, pMs avec 50QuL d’acétate
d’ammonium 0,1 M. L’AMPc retenu sur la colonne ékté par 3 mL d’acétate d’ammonium a 0,1
M et récupéré dans des fioles a scintillation. Amput de 7,5 mL de liquide a scintillatidRgady
Protein™ Beckman Coultdr la quantité d’AMPc tritié éluée est mesurée par compteur a
scintillation liquide Packard liquid scintillation analyser Tri-CARB 21-0®R) pendant 1 ou 3 min.

Chaque expérience est faite en triplet et répatéeans trois fois.

C. Préparation desfractions DRM

3 boites de Pétri de 140 mm de diamétre (soit envé:.10 cellules) sont grattées dans du
PBS a 4°C, centrifugées a 1000g pendant 10 minquuigelées a —70°C pendant au moins 1h. Le
culot est repris dans 1,7 mL de MBS a 4°C (25 mMMIES, 0,15 M NaCl) contenant des
inhibiteurs de protéase€@mplete tablets EDTA-freRoché et 1% (v:v) de Triton X-100Sigma.
Apres agitation douce pendant 20 min a 4°C, 1,5dallysat cellulaire est dilué dans un volume
égal de sucrose a 80% (w:v), composant la fraclio% d'un gradient de sucrose discontinu
préparé dans du MBS (3 mL de sucrose 40% (w:v),L6den sucrose 30% (w:v) et 2,5 mL de
sucrose 5% (w:Vv)) puis ultracentrifugé a 200 00pemdant 18h a 4°GKONTRON Ultracentrifuge
TGA-69.

Des fractions de 1 mL sont récupérées (a parthialit du tube) et le dosage de l'activité de
la phosphatase alcaline, protéine enrichie danBRdd, est effectué sur 50L de chaque fraction
avec 1 mL de p-nitrophényl phosphate a 16 n8ifjiha diagnostigs Apres incubation 1h a 37°C,
la densité optique (DO) a 405 nm est mesurée attrspbotometrelambdal6 Perkin EImgrLes
fractions possédant la plus forte activité en phasgse alcaline (fractions 3 et 4) sont rassemblées
dans 22 mL de Tris-HCI 50 mM pH 7,4, 1 mM d’EDTAs(HE;) et culottées par ultracentrifugation
(KONTRON Ultracentrifuge TGA-65% 100 000 g pendant 2h20 a 4°C. Le culot compolsan
fraction DRM est rincé délicatement avec 10 mL dis-HCI 50 mM pH 7,4 et repris dans 1a0
de Ts0E; puis la concentration en protéines est dosée gandthode de Lowry en utilisant une
gamme étalon BSA (Bovine Serum Albumin).

Brievement, 1 mL de réactif (N&Os;, NaOH 0,1 N contenant 1% (v:v) de CuSI®o et 1%

(v:v) de tartrate double NaK", 2%) est ajouté a 1Q@L d’échantillon a doser. Aprés une premiére
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incubation de 30 min a température ambiante, {l0@e folin (Sigma dilué deux fois dans I'eau
sont additionnés aux échantillons a doser et aprés seconde incubation dans les mémes
conditions, la DO est mesurée a 650 fanfbdal6 Perkin EImegr

Pour la préparation des fractions DRM dans le cddrBanalyse du phosphoprotéome, une
seule modification du protocole est réalisée. Dbshiteurs de phosphatases, cocktails d’inhibiteurs
de phosphatases 1 et Bidmg, sont ajoutés (dilution au 1/108 conformément aux
recommandations du fournisseur) tout au long dedaaration a partir de I'étape de solubilisation
des cellules dans le MBS a 1 % de Triton X-100.

D. Séparation du protéome des DRM par électrophorese SDS-PAGE

50 ug de protéines (ou 100 pg pour I'analyse disphoprotéome) de la fraction DRM sont
solubilisés dans du tampon de Laemmli (Tris-HCIn® pH 6,8, SDS 2 % (w:v), glycérol 10 %
(v:v), B-mercaptoéthanol 5 % (v:v), bleu de bromophénat 04), chauffés 5 min a 95°C et séparés
par électrophorése monodimensionnelle verticalts (@ 16 x 16 cm, épaisseur 1,5 ritoefer SE
600 Ruby AmershgnSDS-PAGE a 12 % de polyacrylamidBu(omedex La séparation est
réalisée a 25 mA dans le gel de concentration §oojyamide 6 %, 125 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,1
% (w:v) de SDS, 0,1 % (w:v) d’APS, 0,1 % (v:v) dENIED) et 50 mA dans le gel de séparation
(polyacrylamide 12 %, 375 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1d% SDS, 0,1% d’APS, 0,04 % de TEMED)
dans un tampon de migration (25 mM Tris, 192 mMybyeine, 0,1% (w:v) de SDS) thermostaté a
18 °C.

E. Révélation du protéome et du phosphoprotéome

1- Coloration au bleu de coomassie colloidal

Les protéines sont révélées par coloration du gelasnuit au bleu de coomassie colloidal
(17 % (w:v) de sulfate d’'ammonium, 34 % (v:v) dethadol, 3 % (v:v) d’acide orthophosphorique
et 0,1 % (w:v) de bleu de coomassie brillant G-3&m3g puis une nouvelle coloration environ 2h
le lendemain. Apres décoloration deux fois 30 mamside I'acide acétiqgue 1 % (v:v), le gel est

numerisé par le scanner GS-800 Calibrated DensiwB®-Rad
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2- Coloration au Pro-O Diamond

Le Pro-Q Diamond est un colorant fluorescent dgyséoparMolecular Probegpermettant de
révéler spécifiguement les protéines phosphorylé8teinberg et al., 2003). Les gels
d’électrophorese sont colorés au Pro-Q Diamondarorment aux indications du fournisseur. Les
gels sont fixés une premiére fois 1h puis une sdedois sur la nuit dans 500 mL de 50 % (v:v) de
méthanol, 10 % (v:v) d’acide acétique, lavés 3 idianin dans 500 mL d’eau puis colorés pendant
2h a I'obscurité dans 250 mL de Pro-Q Diamond. Afendiminuer le bruit de fond, les gels sont
décolorés toujours a I'obscurité 3 fois 30 min a0 mL d'acétate de sodium 50 mM pH 4 dans
20 % (v:v) d’acétonitrile puis lavés 2 fois 5 miargs 500 mL d’eau.

Le phosphoprotéome est révélé grace au Typhoonstanner Amershamapres excitation
du fluorophore a 532 nm et application du filtrémission a 580 nm. Le photomultiplicateur est
réglé a 500 V de sorte que lintensité du signaisémar les bandes protéiques ne soit pas saturée.
Les gels sont ensuite directement mis a colores darbleu de coomassie colloidal puis a nouveau
scanneés au GS-800 Calibrated Densitomefiarde visualiser le profil du protéome et de fiérila

spécificité de coloration du Pro-Q Diamond.

F. Analysed’image par lelogicie Quantity One

L’'image du gel est analysée par le logiciel Qugn@ne deBio-Rad conformément aux
instructions du fournisseur. Brievement, la densi¢ééchaque bande protéique est exprimée en
fonction de sa densité optique et de sa largeurXD®n) dans le gel apres soustraction du bruit de
fond. Pour s’affranchir d’éventuelles erreurs dergiiés de protéines déposées dans le gel, la
densité de chacune des bandes est normalisée eiofode la somme des densités de toutes les
bandes détectées dans la piste. Deux autres méttdmienormalisation permettant d’exprimer
chaque bande en fonction d’'une bande référencdoos @ la densité totale d’'une piste ont été
testées et donnent les mémes résultats. L'analgistisiue est réalisée avec un test de Student sur
les densités normalisées de chaque bande protéigsebandes protéiques dont les densités
normalisées varient de fagon significative (p <5),lbrs d’un traitement sont sélectionnées pour
étre identifiées par spectrométrie de masse.

G. Western blot

Les échantillons solubilisés dans du tampon de balermaontenant 5 % (viv) des-

mercaptoéthanol sont chauffés 5 min a 95°C et souwmune électrophorése SDS-PAGE. Les
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extraits totaux sont obtenus directement par skdaltion dans du tampon de Laemmli des cellules
cultivées dans des plaques 24 puits. Les protésoes ensuite transférées sur membrane de
nitrocellulose (Hybond-C ExtrAmershampar transfert humide a 4°C, 25 volts sur la daits du
tampon a 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 192 mM glycine d&0s% (v:v) d’éthanol.

La membrane de nitrocellulose est bloquée parria®ipes du lait (5 % (w:v) de lait écrémé
en poudreRégilait 0,1 % (v:v) de Tween dans du tampon Tris Buffalire (TBS) a 20 mM Tris-
HCl pH 7,5, 8 g / L de NaCl) pendant 1h a tempéetmmbiante. Par la suite, les anticorps
primaires monoclonaux anti-flotilline 1T(ansduction Laboratorigs anti-Tag T7 couplé HRP
(Novagen et polyclonaux anti-actineS{gmg, anti-Cuai (C-10, réagissant contre les sous-unités
Gai;, Gaip, et Guiz; Santa Cruz Biotechnoloyyanti-G3 (T-20, réagissant contre les sous-unités
GB1, GB,, GB3, et @34, Santa Cruz Biotechnolopyet anti-G, (Santa Cruz Biotechnoloyysont
dilués (1/400 pour I'anti-flotilline, 1/5000 pouahti-Tag T7, 1/5000 pour I'anti-actine, 1/500 pour
'anti-Ga;, 1/2000 pour I'anti-@ et 1/500 pour l'anti-§) dans du TBS-Tween 0,1 %, 5 % de lait
pendant 1h. Aprés trois rincages de 10 min dan$RfsTween 0,1 %, la membrane est incubée
pendant 1h & température ambiante avec un antic@pesndaire couplé a la péroxydase HRP
(Horseradish Peroxidase) dilué au 1/2068ns du TBS-Tween 0,1 %, 5 % de lait. Suite 3 troi

nouveaux ringages, I'immunorévélation est réalarechimioluminescence (ECL plédsnersham

Les films sont numérisés avec le scanner GS-80ibr@td Densitometeast I'intensité des
blots est quantifiée grace au logiciel Quantity @nautilisant I'actine comme étalon interne.

H. Préparation des extraits cellulaires totaux pour [|'éectrophorése
bidimensionnelle

Apres traitement, les cellules cultivées dans witelde Pétri de 140 mm de diameétre sont
grattées dans du PBS a 4°C, centrifugées 10 md®@gl puis congelées a -70°C.

1- Solubilisation des protéines

Les culots cellulaires sont suspendus dans 500eutardpon de lyse contenant du Tris-HCI
50 mM pH 7,4, EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, des inhibite de protéase€ompletemini tablets
EDTA-free, Roche les cocktails d’inhibiteurs de phosphatases R €6igmg dans le cas de
I'analyse du phosphoprotéome et 1% (v:v) de TrXeh00. Les protéines sont alors solubilisées 3h

a 4°C et le matériel insoluble est éliminé par 20 de centrifugation a 20000g a 4°C.

103



2-  Précipitation des protéines au méthanol / chloroforme

La précipitation des protéines au méthanol / clitoroe permet d’éliminer des
contaminants de [I'échantillon (sels, acides nucdés) lipides etc.) afin daméliorer
I'électrofocalisation des protéines lors de la pem dimension d'une électrophorése
bidimensionnelle. Ainsi, le surnageant protéiquecpdemment récupéré est mélangé avec 2 mL de
meéthanol, 500 puL de chloroforme et 1,5 mL d’eauspeentrifugé a 20000g pendant 5 min a
température ambiante. Le disque protéique obtehales lavé avec 1,5 mL de méthanol. Apres
une nouvelle centrifugation, le culot de protéiassséché 10 min sous vide et resuspendu dans 400
pL de tampon 2DCellular and organelle membrane solubilizing reag&igma.

3- Réduction et alkylation des protéines.

Les protéines sont réduites pendant 1h a tempérafumbiante dans 5 mM de
tributylphosphine $igma puis alkylées a I'obscurité par 15 mM d’'iodoacéide pendant 1h30. La
concentration en protéines de I'échantillon esedinée par un dosage de Bradfo&igmag en
utilisant une gamme étalon BSA. Brievement, 1,5 delLréactif de Bradford est ajouté a 50 uL
d’échantillon dilué 10 fois dans du tampon 2D. Isatbance est mesurée a 595 rnranfbdal6

Perkin EIme) aprés 5 min d’incubation a température ambiante.

|. Séparation des protéines par électrophorese bidimensionnelle

1- Isoélectrofocalisation

250 pL de tampon 2D contenant la quantité de preséa déposer (300 ou 600 ug), 1,2 uL
de tampon IPG pH 3-10 ou 4-7, 2 pL dorange G 1 Wiv)X sont utilisés pour réhydrater
passivement 6h durant des bandelettes (ou strgp$Bam Amershammde pH immobilisé 3-10 non

linéaire (IPG strips 3-10 NL) ou 4-7 linéaire (IR@ips 4-7) dans un sarcophage adéquat.

L’isoélectrofocalisation des protéines s’effectumnsl un IPGphor IEF CelAfnersham a
20°C en limitant le courant a 50 pA / strip. Aples 6h de réhydratation passive puis 6h de
réhydratation active a 30V, le voltage est augmar3®0V pendant 4h. Aprés un gradient linéaire
de 8h de 300V a 8000V, la focalisation des progseepoursuit a 8000V jusqu’a atteindre un total
de 80000V.h. Enfin, les strips sont équilibréeoi® L0 min dans un tampon SDS contenant 6M
d’'urée, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 30% (v:v) de glycEr® % (w:v) de SDS et 0,01 % (w:v) de bleu
de bromophénol.
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2-  Electrophorése SDS-PAGE

La seconde dimension consiste en la séparation,upar électrophorése SDS-PAGE
classique, floefer SE 600 Ruby Amershades protéines précédemment focalisées. Les siips
placées au dessus d’'un gel polyacrylamide 12 %rdergions 160 x 160 x 1 mm et immobilisées
dans de I'agarose 0,5 % (w:v) préparé dans le tandgomigration. La migration est réalisée a 10
mA / gel dans des conditions identiques a cellepatagraphe D (page 101) jusqu’a ce que le bleu

de bromophénol atteigne la limite inférieure du gel

J. Révéation du protéometotal et du phosphoprotéome

1- Coloration au bleu de coomassie colloidal

Apres séparation du protéome total par électrogeobédimensionnelle, les protéines sont
révélées au bleu de coomassie colloidal commeuédag paragraphe E-1 (page 101). Les gels sont

ensuite numérisés au scanner GS-800 CalibratedtbemterBio-Rad

2- Coloration au Pro-Q diamond

Aprés séparation des protéines par électrophoidsadnsionnelle, les phosphoprotéines sont
révélées au Pro-Q Diamond avec seulement une roaiilifin par rapport a la procédure décrite au
paragraphe E-2 (page 102) : le photomultiplicae=iréglé a 530 V de sorte que le signal émis par
les spots ne soit pas sature.

Les gels sont ensuite directement mis a colores danbleu de coomassie colloidal puis a
nouveau scannés au GS-800 Calibrated Densitom@tere visualiser le profil du protéome total et

de vérifier la spécificité de coloration du Pro-@mond.

K. Analysed’image par lelogicid |mage Master 2D Platinium

Les gels bidimensionnels sont analysés avec leilgie traitement d'image Image Master
2D Platinium Amersham BiosciencesBrievement, les spots révélés par les coloratemnbleu de
coomassie colloidal ou Pro-Q Diamond sont déteatéematiquement grace a l'algorithme du
logiciel puis corrigés manuellement afin d’affinler détection. Ainsi, le volume de chaque spot
correspondant au produit de sa surface par sonsitéemoyenne (densité optique) est obtenu. Le
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volume de chaque spot est normalisé par rapporblume de I'ensemble des spots détectés sur le

gel (spot (i) normalisé = volume spot}j/{z volumes n spots).
n

Les gels sont « matchés » c'est-a-dire superpos#s gel de référence afin d’apparier
chacun des spots précédemment détecté a son spegpmndant sur I'ensemble des autres gels
formant ainsi un groupe de spots. Tous les grodpespots équivalents sont analysés par un test de
Student comparant un groupe de spots issu dess «cgetroles swersusle méme groupe de spots
issu des « gels traités ». Les spots dont les edumlatifs varient de fagon significative (p <5),0

lors d’un traitement sont sélectionnés pour éteatifiés par spectrométrie de masse.

L. Ildentification desprotéinespar spectrométrie de masse

1- Excision et lavage des protéines d’intér &

Les spots (2D) ou bandes (1D) d’intérét sont escis@nuellement a partir d’'un gel
préparatif coloré au bleu de coomassie colloidptes excision des protéines, le gel est scanné afin
de vérifier si les bons spots / bandes ont étéugEn Les morceaux de gel sont lavés a I'eau puis
décolorés d’'abord dans 160 pL d’'un mélange eatonirile 1:1 (v:v) puis dans 160 pL d’'un
mélange 0,1 M NFHCO; (bicarbonate d’ammonium) / acétonitrile 1:1 (vA&prés déshydratation

dans 80 pL d’acétonitrile, les morceaux de gel$ séohés sous vide.

2- Réduction et alkylation de bandes 1D

Les bandes 1D sont réhydratées avec 10 mM de Dm$ @4 M de NEFHCO; pendant 35
min a 56°C sous agitation puis déshydratées daexdfms 150 pL d’acétonitrile. Les cystéines des
protéines sont alors alkylées dans 50 pL diodaacéide a 55 mM dans 0,1 M de MCO;
pendant 30 min a I'obscurité et a température amtbid’uis les bandes sont lavées aveculs0e
NH4HCO; a 0,1 M et déshydratées deux fois dans 150 pletbadrile. Les bandes 1D sont alors
séchées sous vide. Pour les spots de gels bidiomreds ce processus n’'est pas effectué car les

protéines ont déja été réduites et alkylées aeamtdéparation (voir paragraphe H-3 page 104).
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3- Digestion trypsigue

Les morceaux de gel sont réhydratés dans un vodurffisant de trypsinePfomega a 12,5
ng/pL dans 12,5 mM de NHCO; pour les spots 2D et 50 mM de BHHCO; pour les bandes 1D.

La digestion se fait sur la nuit a 37°C.

4-  Analysepar spectrométrie de masse MALDI-TOF

La cartographie peptidique est obtenue en modectédin positif par un spectrometre de
masse de type MALDI-TOF / TOF (4700 Proteomics ys&l ; Applied Biosystems0,5 pL de
surnageant de digest peptidique est déposé sladagoMALDI avec 0,3 pL de matrice acide
cyano-4-hydroxycinnamique (5 mg / mL dans eau tamigile / TFA, 50:50:0,1 (v:v:v)) pour
obtenir des co-cristaux matrice / échantillon apgéshage a l'air. Les spectres de masses sont
enregistrés dans une gamme de m/ z allant de 360@et calibrés au moyen des peptides issus de
'autodigestion de la trypsine.

Les spectres analysés par le logiciel GPS Expl@dyeplied Biosystemsont confrontés a la
banque de données Swiss-Prot restreinte a I'huménle logiciel de recherche Mascot.
L’interrogation est réalisée avec un critere déramhice de 30 ppm, sans aucun clivage trypsique
manqueé, la carbamidométhylation des cystéines mngiae modification obligatoire tandis que
'oxydation des méthionines et la N-acétylation gestéines sont considérées comme possibles.
Une protéine est identifiée si son score calcutdeéogiciel GPS explorer est supérieur ou égal a
99 %. D’autres criteres sont également pris en ¢emf¥cart de score avec la deuxiéme protéine
proposée, le pourcentage de couverture de séqumnancore l'adéquation entre les masses

moléculaires et les points isoélectriques mesuréseriques.

5-  Extraction peptidigue

Les peptides sont extraits deux fois des boutsetipendant 30 min a 37°C : une premiere
fois en milieu basique dans 30 pL de 25 mM4NBQO; / acétonitrile 1:1 (v:v) puis en milieu acide
dans 30 pL d’'acide formique a 5 % / acétonitrile (iz:v). Les surnageants issus de ces extractions

sont mélangés et concentrés sous vide jusqu’a lumeod’environ 10 uL.

6- Analyse par nanoL C-ESI-O-TOF (nanoLiquid Chromatography-Electrospray-
Quadrupole-Time of Flight)

Lorsque lidentification par cartographie peptidiqum’'est pas concluante, l'identité des

protéines est confirmée par une analyse de typé MS. Les extraits peptidiques sont analysés par
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nanoLC-MS/MS sur un appareil de type ESI-Q-TOF (@BTXL, Applied Biosystemsn mode
positif avec un voltage de 2,1 kV appliqué sur diaile de couplage. La séparation
chromatographique est réalisée sur une colonngpdeGs (75 pm de diameétre x 15 cm PepMap,
LC Packing¥ a un débit de 200 nL / min et un gradient linéaiiacétonitrile dans I'eau (de 5 a 50
%) pendant 40 min en présence de 0,1 % (v:v) déafmdnique. Les données MS et MS / MS sont
enregistrées avec un cycle de 5 sec. Au cours dguehcycle les données MS sont accumulées
pendant 1 sec. Puis pour chague donnée MS, lesidesies plus intenses sont sélectionnés pour
étre analysés par MS / MS. L’énergie de collisish austée automatiquement en fonction de la
taille et de la charge de I'ion « parent ». Unelésion dynamique de 30 sec est réalisée pour éviter
une nouvelle sélection des mémes ions « parents ».

Les données analysées par le logiciel Analyst Qf @onfrontées a la banque de données
Swiss-Prot restreinte a I'humain en utilisant lgiéeel Mascot. Le critere de tolérance en MS et MS
I MS est fixé a 0,5 Da et deux clivages manqués lpartrypsine sont autorisés. La
carbamidométhylation des cystéines est fixée eh gae modification obligatoire tandis que
'oxydation des méthionines et la N-acétylation gestéines sont considérées comme possibles.
L’identification est considérée positive si unetpgioe est identifiée sur la base d’au moins deux
peptides séquencés possédant un score supérisauihde significativité déterminé par le logiciel
Mascot. Les mémes critéres que pour l'identifiaati@ar cartographie peptidique réalisée en mode
MALDI sont également vérifiés.
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l. Analyse protéomique des adaptations moléculaires induites par
la morphine dans les cellules SH-SY5Y

A. Protéome des DRM-rafts: «Long-term morphine treatment enhances
protéasome-dependent degradation of GB in human neuroblastoma SH-
SY5Y cells: correlation with onset of adenylate cyclase sensitization »
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ABSTRACT

The initial aim of this study was to identify protein changes
associated with long-term morphine treatment in a recombi-
nant human neuroblastoma SH-SY5Y clone (sc2) stably over-
expressing the human p-opioid (MOP) receptor. In MOP recep-
tor-overexpressing sc2 cells, short-term morphine exposure
was found to be much more potent and efficacious in inhibiting
forskolin-elicited production of cAMP, and long-term morphine
exposure was shown to induce a substantially higher degree of
opiate dependence, as reflected by adenylate cyclase sensiti-
zation, than it did in wild-type neuroblastoma cells. Differential
proteomic analysis of detergent-resistant membrane rafts iso-
lated from untreated and chronically morphine-treated sc2 cells
revealed long-term morphine exposure to have reliably induced
a 30 to 40% decrease in the abundance of five proteins, sub-
sequently identified by mass spectrometry as G protein sub-

units ai,, aiz, B4, and B,, and prohibitin. Quantitative Western
blot analyses of whole-cell extracts showed that long-term
morphine treatment-induced down-regulation of Gg but not of
the other proteins is highly correlated (* = 0.96) with sensiti-
zation of adenylate cyclase. Down-regulation of GB and ade-
nylate cyclase sensitization elicited by long-term morphine
treatment were suppressed in the presence of carbobenzoxy-
L-leucyl-L-leucyl-L-norvalinal (MG-115) or lactacystin. Thus,
sustained activation of the MOP receptor by morphine in sc2
cells seems to promote proteasomal degradation of G to
sensitize adenylate cyclase. Together, our data suggest that
the long-term administration of opiates may elicit dependence
by altering the neuronal balance of heterotrimeric G proteins
and adenylate cyclases, with the ubiquitin-proteasome path-
way playing a pivotal role.

It is widely agreed that dependence elicited by repeated
drug use reflects neuronal changes that endurably alter syn-
aptic transmission within select neural circuits in the central
nervous system (Koob et al., 1998; Kelly, 2004; Nestler,
2004). These plastic changes are likely to be similar to those
underlying memory formation and storage, as has been doc-
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umented in simple neuronal systems, with second messen-
gers such as cAMP playing a key role (Kandel, 2001). Indeed,
one fundamental neuronal change associated with long-term
opiate exposure is “hypertrophy of the cAMP system” (Collier
and Francis, 1975). Hypertrophy of the cAMP system may be
brought about by a compensatory adaptation of neuronal
adenylate cyclase (AC) to long-term opiate inhibition known
as adenylate cyclase sensitization (ACS) (Thomas and Hoff-
man, 1987; Johnston and Watts, 2003).

Long-term treatment of many cell types with drugs such as
morphine that inhibit AC induce enhanced activity of the
enzyme after withdrawal of the inhibitory drug (Thomas and
Hoffman, 1987). The phenomenon was first reported by
Sharma et al. (1975a,b), who found that pretreatment of
hybrid glioma X neuroblastoma NG 108-15 cells with mor-

ABBREVIATIONS: AC, adenylate cyclase; ACS, adenylate cyclase sensitization; DRM, detergent-resistant membrane; MALDI, matrix-assisted
laser desorption ionization; TOF, time of flight; ESI, electrospray ionization; MS, mass spectrometry; MS/MS, tandem mass spectrometry; PAGE,
polyacrylamide gel electrophoresis; MG-115, carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-norvalinal; wt, wild type; MOP, u-opioid; CHO, Chinese hamster
ovary; TM, total membrane; KRH, Krebs-Ringer-HEPES; MES, 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid; MBS, modified Barth’s solution; Ro20-1724,

4-[(3-butoxy-4-methoxyphenyl)-methyl]-2-imidazolidinone.

467



468

Moulédous et al.

phine for at least 12 h, upon removal of the drug, led to an
increase in both basal and prostaglandin E;-stimulated AC
activity. The morphine-treated cells were considered to be
dependent on morphine in the sense that they required the
drug to maintain normal levels of AC activity and intracel-
lular cAMP. The opiate-dependent status of these cells was
characterized by an overshoot of cAMP upon withdrawal of
the drug. ACS has since been observed in several other cell
types, including human neuroblastoma SH-SY5Y cells (Yu et
al., 1990) and transfected non-neuronal cells expressing the
p-opioid (MOP) receptor (Avidor-Reiss et al., 1995). In MOP
receptor-transfected CHO cells, the onset of ACS is indepen-
dent of protein synthesis and does not occur in pertussis
toxin-pretreated cells, indicating a requirement for the acti-
vation of a G;,, type of heterotrimeric G protein (Avidor-Reiss
et al., 1995). Moreover, in COS cells cotransfected with the
MOP receptor and different AC isoenzymes, long-term mor-
phine treatment is found to sensitize isoforms 1, 5, 6, and 8,
with sensitization of isoform 5 being particularly marked, but
not isoforms 2, 3, 4, and 7 (Avidor-Reiss et al., 1996, 1997).

There is evidence that long-term morphine treatment in-
duces ACS in the brain as well. For example, levels of AC
activity and protein kinase A, activation of which is a fore-
seeable consequence of hypertrophy of the cAMP pathway,
have been shown to be increased in the brain of rats who
received long-term treatment with morphine (Nestler and
Tallman, 1988; Duman et al., 1988; Terwilliger et al., 1991,
Maldonado et al., 1995). Likewise, gene disruption of two of
the three types of cAMP response element-binding protein,
activation of which is also expected to result from hypertro-
phy of the cAMP pathway, attenuates symptoms of morphine
withdrawal in mice (Maldonado et al., 1996).

In the present study, we sought to identify protein changes
elicited by long-term exposure of neuroblastoma cells to mor-
phine and attempted to relate these changes to opiate depen-
dence, as reflected by sensitization of adenylate cyclase. To
this end, a recombinant human neuroblastoma SH-SY5Y
subclone (sc2) stably overexpressing the human MOP recep-
tor was used in which long-term morphine treatment induced
a substantially higher degree of dependence than in wild-
type cells. Protein changes elicited by long-term morphine
exposure were sought by comparison of the subproteome of
detergent-resistant membrane (DRM) raft preparations iso-
lated from drug-naive and continually morphine-treated sc2
cells. DRM rafts isolated from various cell types are indeed
enriched in signaling proteins, including heterotrimeric G
proteins (von Haller et al., 2001; Foster et al., 2003; Blonder
et al., 2004), and there is mounting evidence that G protein-
coupled receptor-mediated transmembrane signaling is spa-
tially confined to these membrane microdomains (Cooper,
2003; Chini and Parenti, 2004; Ostrom and Insel, 2004). In
addition, the raft proteome must be composed of considerably
fewer protein species than the whole-cell proteome, thus
allowing for a more quantitative analysis. Therefore, we ex-
pected that protein changes elicited by long-term morphine
exposure in sc2 cells would be more readily detected in the
raft subproteome than in the whole-cell proteome. Indeed,
quantitative proteomic analysis of DRM rafts isolated from
untreated and continually morphine-treated SH-SY5Y sc2
cells revealed long-term morphine exposure to have induced
a 30 to 40% decrease in the abundance of several proteins,
subsequently identified by mass spectrometry as G protein

subunits ai,, ais, B, and By, and prohibitin. Down-regulation
of GB but not of the other proteins is strictly correlated with
the amplitude of ACS elicited by continually applied mor-
phine, suggestive of a cause-and-effect relationship. Further-
more, down-regulation of G elicited by long-term morphine
treatment is shown to be totally suppressed in the presence
of MG-115 or lactacystin. These data suggest that in sc2 cells,
sustained activation of the MOP receptor may sensitize ad-
enylate cyclase by promoting proteasomal degradation of Gg.
Most importantly, they identify the ubiquitin-proteasome
pathway as being potentially involved in opiate dependence.

Materials and Methods

Cell Culture and Transfection. SH-SY5Y neuroblastoma cells
were transfected with N-terminal T7-tagged human p-opioid recep-
tor in pRC-CMV using Lipofectamine. Stably transfected G418-re-
sistant cells were grown in high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) containing 10% fetal calf serum,
50 pg/ml gentamicin, and 400 pug/ml G418 (all from Invitrogen) in 5%
CO, at 37°C.

Membrane Preparation. Cells were harvested in ice-cold phos-
phate-buffered saline, frozen at —70°C for 1 h, thawed, and homog-
enized in 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, in a Potter Elvehjem tissue
grinder (VWR Int., Fontenay-sous-Bois, France). The nuclear pellet
was discarded by centrifugation at 1000g for 10 min, and the total
membrane (TM) fraction was collected upon centrifugation at
100,000g for 35 min. Protein concentration was determined by the
method described by Lowry et al. (1951), with bovine serum albumin
used as standard.

Measurement of Opiate Binding Sites. Opiate binding sites
were assayed for the TM fraction from neuroblastoma cell by using
[*H]diprenorphine (50 Ci/mmol; PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Boston, MA). Membranes (10-60 ug of protein) were incu-
bated for 1 h at 25°C with increasing concentrations of tritiated
ligand in 0.5 ml of 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4. Nonspecific
binding was determined in the presence of 1 uM concentration of
unlabeled diprenorphine. Bound radioligand was collected by filtra-
tion on glass-fiber filters (GF/B; Whatman, Clifton, NJ), and radio-
activity counting was performed in a Packard model 2100TR liquid
scintillation analyzer (PerkinElmer).

Measurement of Intracellular cAMP. Twenty-four—well plates
were seeded with ~2 X 10° SH-SY5Y cells in culture medium and
incubated for approximately 16 h at 37°C. The culture medium was
then replaced with fresh medium containing the various agents
morphine sulfate (Francopia, Paris, France), MG-115, or lactacystin
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), or vehicle. After incubation for
the desired time, the culture medium was removed, and 300 ul of
fresh medium was added containing 0.1 uM adenine and 1 uCi
[®*H]adenine (24 Ci/mmol; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)
with or without morphine. After 1 h at 37°C, the cells were rinsed
four times with 500 ul of HEPES-buffered Krebs-Ringer saline
(KRH; 124 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.25 mM MgSO,, 1.5 mM CaCl,,
1.25 mM KH,PO,, 25 mM HEPES, 8 mM glucose, and 0.5 mg/ml
bovine serum albumin, pH 7.4), and 200 ul of fresh KRH was added
to each well. Intracellular accumulation of cAMP was initiated by the
addition of 100 ul of KRH containing 5 uM forskolin (Sigma), 0.1 mM
3-isobutyl-1-methylxanthine (Sigma), 0.1 mM Ro020-1724 (BIOMOL
Research Laboratories, Plymouth Meeting, PA). After exactly 10 min
at 37°C, the reaction was stopped by the addition of 30 ul of HCI 2.2
M and rapid mixing. The [*H]cAMP content was determined by
selective batch elution on acidic alumina columns, essentially as
described by Alvarez and Daniels (1992).

Isolation of DRM Fraction. Cells (~8 X 107 per gradient) were
harvested in ice-cold phosphate-buffered saline, frozen at —70°C for
1 h, and resuspended in 1.7 ml of MBS [25 mM MES and 0.15 M
NaCl] containing proteinase inhibitors (Complete Mini tablets;
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Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) and 1% Triton X-100 (Sigma).
After 20 min of gentle agitation at 4°C, the lysate was mixed with an
equal volume of ice-cold 80% sucrose in MBS buffer. Of the 40%
sucrose/cell lysate solution, 3 ml was transferred to 12-ml Polyal-
lomer centrifuge tubes (Beckman Coulter, Fullerton, CA) on ice,
overlaid successively with 6 ml of 30% sucrose and 2.5 ml of 5%
sucrose in MBS, and centrifuged at 200,000g for 18 h at 4°C in a
Kontron Ultracentrifuge TGA-65. Twelve 1-ml fractions were col-
lected from the top down. Alkaline phosphatase activity was mea-
sured in 50 ul of each fraction using FAST p-nitrophenyl phosphate
tablet sets (Sigma). Fractions with the highest alkaline phosphatase
activity (fractions 3 and 4 corresponding to low-density DRMs) were
pooled, mixed with 22 ml of 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, and 1 mM
EDTA, and recentrifuged at 100,000g for 2.3 h at 4°C. The DRM
pellet was resuspended in 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, and 1 mM EDTA,
and protein concentration was determined using the Lowry assay.

Gel Electrophoresis and Image Analysis. DRM proteins were
solubilized in 1X Laemmli sample buffer containing 5% B-mercap-
toethanol, boiled for 5 min at 100°C, and separated by SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis (PAGE) on 12% polyacrylamide gels
(16 X 16 cm, 1.5 mm thick) using a Hoefer SE 600 Ruby device. Gels
were stained with colloidal Coomassie blue [17% (w/v) ammonium
sulfate, 34% (v/v) methanol, 3% (v/v) orthophosphoric acid, and 0.1%
(w/v) brilliant blue G-250) for 24 h. Gels were scanned using a
GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad, Hercules, CA) and ana-
lyzed using Quantity One software (Bio-Rad). Band size was calcu-
lated as the area under the intensity profile curve after background
subtraction. To account for possible variation in protein load, Stu-
dent’s ¢ test statistical analysis was performed on normalized band
densities with reference to the summed band density for the whole
lane. Two other normalization methods, such as expression of band
density either as a fraction of the total density for the lane or relative
to the density of a single reference band, gave similar results.

Western Blot Analysis. Samples were solubilized in 1X SDS-
PAGE sample buffer containing 5% B-mercaptoethanol by boiling for
5 min at 100°C. Proteins were subjected to SDS-PAGE followed by
liquid transfer on nitrocellulose membranes (Hybond-C Extra; Am-
ersham). The following antibodies were used for immunoblotting:
monoclonal anti-flotillin 1 (Transduction Laboratories, Lexington,
KY) and anti-T7 Tag (Novagen, Madison, WI), polyclonal anti-actin
(Sigma), polyclonal anti-Gai (C-10, reactive with Gail, Gai2, and
Gai3 subunits; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), and
anti-GB (T-20, reactive with GB1, GB2, GB3, and GB4 subunits;
Santa Cruz Biotechnology). After enhanced chemiluminescence rev-
elation (Amersham), X-ray films were scanned using a GS-800 Cal-
ibrated Densitometer (Bio-Rad). When required, blots were quanti-
fied using Quantity One software (Bio-Rad) relative to the actin used
as internal standard.

In-Gel Protein Digestion. The gel pieces were washed and dried
under vacuum. Proteins were reduced and alkylated by rehydration
with 10 mM dithiothreitol in 0.1 M NH,HCO, for 35 min at 56°C
followed by incubation in 55 mM iodoacetamide in 0.1 M NH,HCO,4
for 30 min at room temperature in the dark. Gel pieces were then
washed with 0.1 M NH,HCO; and acetonitrile and dried in a vacuum
centrifuge. Gel pieces were rehydrated in a sufficient covering vol-
ume of modified trypsin solution (12.5 ng/ul in 50 mM NH,HCO;
Promega, Madison, WI) and incubated overnight at 37°C. Before
peptide extraction, 0.5 ul of the tryptic digest was spotted onto the
MALDI target plate. Peptides were extracted three times at 37°C for
15 min with shaking, once using 50 mM NH,HCO; and twice using
5% formic acid in 50% acetonitrile. The peptide mixture was concen-
trated in a vacuum centrifuge to a final volume of 10 pul.

Mass Spectrometry Analysis and Database Search. MALDI-
TOF mass spectrometry (MS) analyses were performed on a MALDI-
TOF/TOF instrument (4700 Proteomics Analyzer; Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). A 0.5-ul sample of tryptic digest supernatant
was applied on the MALDI target plate with 0.3 ul of matrix solution
(a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; 8 mg/ml in H,O/acetonitrile/triflu-
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oroacetic acid, 50:50:0.1). Mass spectra were acquired in an auto-
mated positive reflector mode, from m/z 700 to m/z 3500, and
calibrated with autodigestion trypsin peaks. Peak lists from peptide
mass mapping spectra were automatically extracted from the data
stored in an Oracle database and electronically submitted for search-
ing against human sequences in the Swiss-Prot and the National
Center for Biotechnology Information databases, using Mascot soft-
ware (Matrix Science, Boston, MA). Protein identification was sys-
tematically confirmed by MS/MS analyses. Tryptic peptide extracts
were subjected to nanoLLC-MS/MS analysis on an ESI-Qq-TOF mass
spectrometer (QSTAR Pulsar; Applied Biosystems) operating in pos-
itive mode with a 2.1-kV spray voltage. Chromatographic separation
was performed onto a 75-um internal diameter X 15 cm PepMap C18
precolumn using a linear gradient of increasing acetonitrile in water
(5-50%) over 40 min with 0.1% formic acid as an ion-pairing agent.
MS and MS/MS data were recorded continuously with a 5-s cycle
time. Within each cycle, MS data were accumulated for 1 s followed
by two MS/MS acquisitions of 2 s each on the two most abundant
ions. Dynamic exclusion was used within 30 s to prevent repetitive
selection of the same ions. Collision energies were automatically
adjusted according to the charge state and mass value of the precur-
sor ions. Mascot software was used for protein identification by
searching in the Swiss-Prot and National Center for Biotechnology
Information databases with MS/MS spectra. Species were restricted
to human.

Data Analysis. Experimental data-fitting and statistical analysis
were performed using Prism (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA). Statistical significance between groups of data was assessed
using either Student’s ¢ test or one-way ANOVA followed by the
Tukey post hoc test.

Results

Short- and Long-Term Effects of Morphine on Fors-
kolin-Stimulated cAMP Production in Wild-Type and
MOP Receptor-Overexpressing SH-SY5Y Clones. Be-
cause our own preliminary studies had shown that wild-type
(wt), undifferentiated SH-SY5Y neuroblastoma cells re-
sponded poorly to both short- and long-term exposure to
morphine, we generated transfected clones overexpressing
the human MOP receptor.

The parent (wt) neuroblastoma SH-SY5Y clone, which ex-
presses 0.37 *+ 0.01 pmol opiate binding sites/mg membrane
protein, and two selected genetically engineered subclones
thereof, sc4 and sc2, which express, respectively, 0.60 = 0.04
and 2.2 = 0.3 pmol opiate binding sites/mg membrane pro-
tein, were tested for short-term morphine exposure inhibi-
tion of forskolin-stimulated production of cAMP. Morphine
was found to be far more potent and efficacious in inhibiting
forskolin-stimulated production of cAMP in sc4 and sc2 cells
than in wt cells (Fig. 1a). In wt cells, 10 uM morphine, the
highest concentration tested, elicited less than 30% inhibi-
tion, whereas the opiate inhibited forskolin-stimulated pro-
duction of cAMP completely (E,,.. = 98 = 2%), with half-
maximal inhibition being attained with 4 = 0.6 nM morphine
in sc2 cells. sc4 cells displayed an intermediate response
toward morphine with maximum inhibition being 88 * 2%,
with half-maximum inhibition at 31 = 5 nM morphine.

Likewise, long-term morphine exposure elicited greater
ACS—as assessed by forskolin-stimulated cAMP production
after removal of the drug—in sc4 and sc2 cells than in wt
cells (Fig. 1b). An 18-h exposure to 10 uM morphine was
found to increase forskolin-stimulated cAMP production
1.31 * 0.42-fold in wt cells, 1.51 * 0.11-fold in sc4 cells, and
2.56 *= 0.50-fold in sc2 cells. This effect was independent of
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protein synthesis (i.e., resisted cycloheximide treatment) and
did not occur in pertussis toxin-pretreated cells (data not
shown). Thus, in neuroblastoma cells, there seems to be a
positive correlation between the level of expressed MOP re-
ceptor and the ability of not only short-term morphine expo-
sure to inhibit AC activity but also long-term morphine ex-
posure to induce ACS, a hallmark of opiate dependence.

In sc2 cells continually treated with morphine, the sensi-
tized AC activity remained as potently and efficaciously in-
hibited by morphine as in drug-naive cells. As Fig. 1c shows,
the opiate acutely inhibited sensitized AC activity with EC;,
and E_, . values, respectively, of 5.9 = 1.2 nM and 99.2 =
0.6%, similar to values (4 = 0.6 nM and 98 *+ 2%) obtained in
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Fig. 1. Short- and long-term effects of morphine on forskolin-stimulated
production of cAMP in human MOP receptor-overexpressing versus wild-
type neuroblastome SH-SY5Y clones. a, short-term morphine exposure is
far more potent and efficacious in inhibiting forskolin-induced cAMP
production in SH-SY5Y subclones 2 (sc2) and 4 (sc4) than in parent (wt)
SH-SY5Y cells. The cells were incubated for 10 min with 5 uM forskolin
and morphine at the indicated concentration and were assayed for cAMP
content as described under Materials and Methods. Control refers to
forskolin-stimulated cAMP production in the absence of morphine. b,
long-term morphine exposure induces a substantially higher degree of
adenylate cyclase sensitization in SH-SY5Y subclones 2 (sc2) and 4 (sc4)
than in parent (wt) SH-SY5Y cells. Here, the cells were incubated with 10
M morphine for 18 h, rapidly washed free of drug, and assayed for
forskolin-stimulated cAMP production. Control refers to cells that had
not been exposed to morphine. ¢, morphine-conditioned SH-SY5Y sc2
cells show unchanged response to short-term morphine exposure (com-
pare with sc2 curve in a). Cells were incubated with 1 pM morphine for
6 h, washed free of drug, and assayed for inhibition of forskolin-stimu-
lated cAMP production by morphine at the indicated concentration. Con-
trol refers to cells not exposed to morphine. Data are expressed as
mean *+ S.E.M. of at least three independent experiments with each
measurement performed in triplicate.

untreated cells. This showed that morphine did not induce
desensitization of the MOP receptor in SH-SY5Y cells. It also
indicated that inhibition of the sensitized AC activity by
morphine uses the same molecular pathway (i.e., the MOP
receptor and a heterotrimeric G/, protein), as does inhibition
of the nonsensitized AC activity.

Time Course, Dose-Dependence, and Reversibility of
Morphine-Induced ACS in SH-SY5Y sc2 Cells. Because
it responded maximally, particularly in terms of ACS elicited
by long-term morphine exposure, the MOP receptor-overex-
pressing SH-SY5Y subclone 2 was selected for further inves-
tigation. ACS elicited by treatment of sc2 cells with 1 uM
morphine was time-dependent and developed slowly (Fig.
2a). Half-maximum sensitization was reached after 2.5 =
0.4 h. Maximum sensitization required that the cells be ex-
posed to 1 uM morphine for at least 12 h and amounted to
approximately 4.5-fold.

ACS elicited by treatment of sc2 cells with morphine for
18 h was dose-related (Fig. 2b), with half-maximum sensiti-
zation, in this case approximately 2.15-fold, being observed
in the presence of 64 = 18 nM morphine. This is a substan-
tially higher concentration than that (4 * 0.6 nM) causing
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Fig. 2. AC sensitization elicited by long-term morphine exposure in
SH-SY5Y sc2 cells is time-dependent, dose-related, and reversible. a, the
time course of AC sensitization was determined by incubating the cells
with 1 uM morphine for the indicated period of time, removal of the drug,
and assay of forskolin-stimulated cAMP production as described under
Materials and Methods. Half-maximum sensitization was attained ap-
proximately 2.5 h after exposure to morphine. b, dose-dependence of AC
sensitization was determined by incubating cells for 18 h with morphine
at the indicated concentration, washing free of the drug, and assaying for
forskolin-stimulated cAMP production as described under Materials and
Methods. Under these conditions, the concentration of morphine that
caused half-maximum sensitization was estimated to be approximately
60 nM. c, the reversibility of AC sensitization was determined by incu-
bating cells for 24 h with 1 uM morphine, drug removal, and assay of
forskolin-stimulated cAMP production at the indicated time after drug
removal. The AC-sensitized state waned completely within 6 h, with
half-maximum desensitization being observed after approximately 1 h.
Controls in a, b, and c refer to cells not exposed to morphine. Data are
expressed as the mean = S.E.M. of at least three independent experi-
ments with each measurement performed in triplicate.
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half-maximum short-term inhibition of forskolin-stimulated
cAMP production in these cells.

Finally, ACS elicited by long-term exposure to morphine
was reversible (Fig. 2c) and diminished slowly upon drug
removal. Challenging morphine-treated sc2 cells with forsko-
lin at increasing time intervals after drug removal resulted
in progressively decreased forskolin-stimulated production of
intracellular cAMP, which returned to near control levels
within approximately 6 h. The half-life of ACS elicited by a
24-h exposure to 1 uM morphine was estimated to be 1.1 h.

Identification of Long-Term Morphine-Responsive
Proteins in SH-SY5Y sc2 Cells. A proteomics approach
limited to the proteome of detergent-resistant membrane
rafts was implemented (see Introduction) to identify proteins
that might have undergone changes in abundance or location
in response to long-term morphine exposure in sc2 cells.

Membrane rafts were prepared from intact sc2 cells as a
buoyant membrane fraction that is insoluble in cold Triton
X-100 (1%, v/v), the so-called DRM fraction. This fraction,
recovered at the 30/5% sucrose interface is enriched in spe-
cific raft markers, in this case alkaline phosphatase (Fig. 3a),
a glycosylphosphatidylinositol-anchored protein, and flotillin
(Fig. 3, b and c, left). It is also enriched in the Gai and G
subunits of heterotrimeric G proteins (Fig. 3c, middle and
right) and contains the T'7 epitope-tagged MOP receptor (Fig.
3d). This is consistent with the notion that morphine signal-
ing may occur, at least in part, within DRM rafts in sc2 cells.

The DRM fraction isolated from untreated, briefly (15 min)
morphine-treated, and continually (6 and 24 h) morphine-
treated sc2 cells was solubilized with SDS, submitted to
one-dimensional PAGE, and the proteins were stained with
colloidal Coomassie blue. Figure 4a shows a representative
one-dimensional protein map of the DRM fraction from neu-
roblastoma sc2 cells composed of at least 80 distinct protein
bands.

Quantitative densitometric analyses of the stained gels
indicated that short-term morphine exposure did not induce
qualitative or quantitative detectable change in the rafts
proteome from neuroblastoma cells (data not shown). In con-
trast, five protein bands (annotated I to V in Fig. 4a) were
found to have been significantly down-regulated in rafts from
continually morphine-treated cells. The identity of the pro-
tein(s) contained in these bands was determined by peptide
mass fingerprinting using MALDI-MS and partial sequenc-
ing using nano-liquid chromatography-electrospray ioniza-
tion-MS/MS, as described under Materials and Methods.
Band I/II was found to contain heterotrimeric G protein
subunits «i2 and «i3, bands III and IV, heterotrimeric G
protein subunits 1 and B2, respectively, and band V, pro-
hibitin (Fig. 4b). It is noteworthy that the down-regulated G
protein subunits are established inhibitors of AC, especially
isoform i, which is expressed in neuroblastoma SH-SY5Y
cells (see Discussion). A 6-h pretreatment with morphine
resulted in a significant decrease in the relative amount of
GB1(—16.1 = 2.7%; p = 0.0236) but not of Gai2, Gai3, GB2,
or prohibitin. A 24-h pretreatment with morphine caused a
significant reduction in the relative amounts of the five pro-
teins Gai2 (—16.8 = 2.3%; p = 0.0423), Gai3 (—25.9 = 1.6%;
p = 0.0175), GB1 (—24.1 = 6.2%; p = 0.0246), GB2 (—34.1 =
5.6%; p = 0.0148) (Fig. 4¢), and prohibitin (—38.4 = 6.4%; p =
0.0464).

Down-regulation of the G protein subunits elicited by long-
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term morphine treatment was confirmed by Western blot
analysis of whole neuroblastoma cell extracts using antibod-
ies to Gad and GB. Figure 5 shows that in comparison with no
pretreatment, pretreatment of the cells with morphine for 6 h
induced a significant decrease in the amount of GB (—28.5 *
6.3%, p = 0.004) but no significant change in the amount of
Gai (8.9 = 9.5%; p = 0.3816). Pretreatment of the cells with
morphine for 24 h resulted in further down-regulation of G
(—=35.6 = 6.1%, p = 0.0012) and substantial down-regulation
of Gai (—35.7 = 4.9%, p = 0.0003). Down-regulation of G
but not Gai (or prohibitin) was apparent after 6 h of exposure
to morphine, a condition producing submaximal ACS in sc2
cells (Fig. 2a), making it clear that down-regulation of GS but
not Gai (or prohibitin) could be correlated to ACS in SH-
SY5Y sc2 cells. The remainder of the study therefore focused
specifically on Gp.
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Fig. 3. Isolation of DRM rafts from SH-SY5Y sc2 cells. Cells were lysed in
cold Triton X-100, and the lysate was floated by ultracentrifugation in a
discontinuous sucrose density gradient as described under Materials and
Methods. Each 1-ml gradient fraction was probed for the presence of
alkaline phosphatase and flotillin, established membrane rafts markers.
a, assay of 50-ul aliquots of each fraction for alkaline phosphatase activ-
ity indicates that the glycosylphosphatidylinositol-anchored enzyme is
recovered for the most part in the low-density fraction (labeled DRM) at
the 30/56% sucrose interface near the top of the gradient. Much less
activity is detected in the detergent-solubilized fractions at the bottom of
the gradient. b, low-density fractions 3 and 4 (labeled DRM) at the 30/5%
sucrose interface are enriched in flotillin. A 20-ul aliquot of each gradient
fraction was submitted to SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose, and
probed for flotillin-1 using a specific antibody. ¢, in comparison with the
TM fraction (the high-speed pellet from whole-cell homogenates), the
DRM fraction seems to be substantially enriched in flotillin (left). Equal
amounts (10 pg) of protein from pooled gradient fractions 3 and 4 (DRM
fraction) and the TM fraction were submitted to SDS-PAGE and immu-
noblotted using an antibody to flotillin-1 (left). The TM and DRM frac-
tions were also compared for heterotrimeric G protein subunits «i (mid-
dle) or GB (right) content by immunoblotting with the appropriate
antibody, as described above. As is observed for flotillin, the DRM fraction
is substantially enriched in Gai and G compared with the TM fraction.
d, the T7-epitope tagged MOP receptor is present in the DRM fraction
isolated from SH-SY5Y sc2 cells but not in that from wt cells, used as
control. Immunoblotting was with an anti-T7 antibody.



472

Moulédous et al.

Correlation between Levels of G and ACS in SH-
SY5Y sc2 Cells. A high degree of correlation existed between
levels of GB and the amplitude of ACS elicited by long-term
morphine treatment in SH-SY5Y sc2 cells. Quantitative
Western blot analysis showed that down-regulation of G
closely paralleled ACS with respect to both the duration of
exposure to morphine and the morphine dose. Half-maxi-
mum down-regulation of GB was attained after approxi-
mately 2 h of treatment with 1 uM morphine (Fig. 6a), a
duration close to that (2.5 h) necessary to produce half-
maximum ACS (Fig. 2a). Likewise, the concentration of mor-
phine eliciting half-maximum down-regulation of GB (Fig.
6b) was calculated to be approximately 50 nM, similar to that
(64 nM) producing half-maximum ACS (Fig. 2b) under the
same conditions. Linear regression analysis of normalized
experimental data shown in Figs. 2, a and b, and 6, a and b,

a b
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Fig. 4. Identification of morphine-responsive proteins in detergent-resis-
tant membrane rafts isolated from SH-SY5Y sc2 cells. a, representative
one-dimensional (SDS-PAGE) protein map of DRM rafts isolated from
SH-SY5Y sc2 cells. Staining was with colloidal Coomassie blue and re-
vealed up to 80 distinct protein bands. Marker relative molecular mass
(M,) is indicated to the left (in kilodaltons). The position of the five
continually morphine-responsive (down-regulated) proteins is indicated
in Roman numerals to the right. b, MALDI-MS and ESI-MS/MS protein
identification reveals band(s) I/II to contain heterotrimeric G protein
subunits «i2 and «i3, bands III and IV, heterotrimeric G protein subunits
B1 and B2, respectively, and band V, prohibitin. MALDI peptides: the
number of assigned peptides with M (expt) — M (calc) < 20 ppm and 0 or
1 trypsin miscleavage. The percentage of the full-length sequence covered
by the matching peptides is indicated in parentheses. MS/MS peptides:
the number of peptides for which the spectrum allowed protein identifi-
cation with Mascot individual ion scores >28, indicating that the match
is statistically significant (p < 0.05). The accession number is that of the
Swiss-Prot database. ¢, down-regulation of Gai2, Gai3, GB1, and GB2
elicited by long-term morphine exposure is time-dependent. SH-SY5Y sc2
cells were exposed to 1 uM morphine for 0.25 (15 min), 6, or 24 h, and the
DRM rafts were isolated and processed for densitometric quantification of
the four morphine-responsive proteins as described under Materials and
Methods. Note that only GB1 is significantly down-regulated after 6-h
exposure to morphine, a condition that produces submaximal AC sensi-
tization in sc2 cells (Fig. 2a). Unfilled bars represent the amount of
protein in DRM rafts from cells not exposed to morphine. Data are
expressed as mean = S.E.M. of at least four separate experiments. *,
p < 0.05.

reveals the high correlation (#> = 0.9619) between ACS and
down-regulation of GB (Fig. 6¢), a strong indication that
morphine-elicited down-regulation of GB is involved in AC
sensitization. On the other hand, the decrease in ACS ob-
served in morphine-treated cells after removal of the drug
was paralleled by an up-regulation of GB, with cellular levels
returning to control (untreated cells) values 6 h after with-
drawal (i.e., when ACS was no longer present) (Fig. 6d).

Effects of Inhibiting Proteasome Activity on Mor-
phine-Induced Down-Regulation of G and ACS in SH-
SY5Y sc2 Cells. Because the ubiquitin-proteasome pathway
provides one potential mechanism of G protein degradation
(see Discussion), we tested whether blocking proteasome ac-
tivity could affect long-term morphine-induced down-regula-
tion of GB and ACS in SH-SY5Y sc2 cells. sc2 cells were
therefore treated with MG-115 or lactacystin, two inhibitors
of proteasome activity, for 6 h in the absence or presence of
morphine.

Treating sc2 cells with either proteasome inhibitor alone
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Fig. 5. Long-term morphine exposure down-regulates heterotrimeric G
protein ai and B subunits in SH-SY5Y sc2 cells: validation by quantita-
tive immunoblot analysis in whole-cell extracts. a, SH-SY5Y sc2 cells
were exposed to 1 uM morphine for 6 (left) or 24 h (right) and were
processed for SDS-PAGE and immunoblotting using an antibody to
Gail-3, as described under Materials and Methods. Significant down-
regulation (—35.7 + 4.9%) of Gai was observed after 24 h but not after 6 h
of treatment, results similar to those observed by densitometric analysis
(Fig. 4c¢). b, same as in a, except that immunoblotting was with an
antibody to GB1-4. Significant down-regulation (—28.5 + 6.3%) is man-
ifest after a 6-h treatment with morphine, confirming the densitometric
analysis (Fig. 4¢). Treatment (24 h) with morphine (right) induced 35.6 *
6.1% down-regulation of GB. Gai and G protein abundance was deter-
mined relative to an actin (morphine-unresponsive) internal standard.
Unfilled bars represent the amount of protein in extracts from cells not
exposed to morphine. Data are expressed as mean + S.E.M. of at least
four separate experiments. **, p < 0.01; *** p < 0.001; ns, not significant
(p > 0.05).
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was found to enhance forskolin-stimulated synthesis of in-
tracellular cAMP (Fig. 7a, left). However, treatment with
proteasome inhibitor alone did not result in any significant
change in GB abundance, as assessed by quantitative West-
ern blot analysis of whole-cell extracts (Fig. 7a, right). Thus,
in contrast to ACS induced by long-term morphine treat-
ment, ACS elicited by the proteasome inhibitors seemed to be
independent of GB. We verified (data not shown) that neither
MG-115 nor lactacystin enhanced incorporation of [*H]ade-
nine into the intracellular ATP pool (see Materials and Meth-
ods) or induced up-regulation of the AC stimulatory Gas
subunit.

Long-term exposure of sc2 cells to morphine in the pres-
ence of MG-115 or lactacystin did not produce any further
enhancement of forskolin-stimulated production of cAMP
over that elicited by either proteasome inhibitor alone (Fig.
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Fig. 6. Morphine-induced down-regulation of G is highly correlated with
AC sensitization in SH-SY5Y sc2 cells. a, down-regulation of Gf3 elicited
by long-term exposure to morphine shows a time course similar to that of
AC sensitization. Cells were incubated with 1 uM morphine for the
indicated period of time and processed for Western blot quantification of
GpB as described under Materials and Methods. Half-maximum down-
regulation of GB was attained after approximately 2 h. b, down-regula-
tion of Gp elicited by long-term exposure to morphine shows a dose
dependence similar to that of AC sensitization. Here, the cells were
incubated for 18 h with morphine at the indicated concentration and
processed for Western blot quantification of GB as described under Ma-
terials and Methods. The concentration of morphine causing half-maxi-
mum down-regulation of G was estimated to be approximately 50 nM.
Data are expressed as mean = S.E.M. of at least three independent
experiments. ¢, correlation between AC sensitization and GB down-reg-
ulation elicited by long-term exposure to morphine in SH-SY5Y sc2 cells.
Experimental data shown in Fig. 2, a and b, were normalized to the
percentage of maximum AC sensitization, and those shown in Fig. 6, a
and b, were normalized to the percentage of maximum G down-regula-
tion; a is the linear regression slope. d, withdrawal of morphine-condi-
tioned SH-SY5Y sc2 cells from morphine induces G repletion. Drug-
naive (OMT), continually morphine-treated (CMT), and continually
morphine-treated and withdrawn (CMT/W) cells were assayed for G
content by Western blot. Long-term morphine treatment was with 1 uM
morphine for 24 h, ensuring maximum AC sensitization (Fig. 2a). CMT/W
cells were assayed 6 h after removal of the drug, a condition that ensures
the complete reversal of AC sensitization (Fig. 2¢). In comparison with
control (OMT) cells, CMT cells show a significantly diminished Gf con-
tent, whereas CMT/W cells show a Gf3 content not significantly different
from that of control cells. Data are expressed as mean + S.E.M. of at least
three independent experiments. *, p < 0.05; ** p < 0.01; ns, not signif-
icant (p > 0.05).
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b, left). This could be taken to mean that proteasome inhi-
bition suppressed the ability of morphine to promote AC
sensitization, although it cannot be excluded that the protea-
some inhibitors prohibit further morphine sensitization by
locking the enzyme into a maximally sensitized state. We
were unable to identify experimental conditions, such as dose
and/or duration of treatment with proteasome inhibitor,
whereby ACS induced by proteasome inhibitor and morphine
could be dissociated. However, whereas long-term morphine
treatment induced substantial down-regulation of GB in the
absence of proteasome inhibitors, it did not so in the presence
of MG-115 or lactacystin (Fig. 7b, right). The failure of long-
term morphine to induce G down-regulation in MG-115-or
lactacystin-treated cells provides a clear indication that
down-regulation of G is brought about by proteasomal deg-
radation of the G protein subunit.

Discussion

The primary aim of this study was to identify protein
changes elicited by long-term morphine treatment in an im-
proved cellular model of opiate dependence [i.e., a recombi-
nant human neuroblastoma SH-SY5Y clone (sc2)] stably
overexpressing the MOP receptor, the principal if not exclu-
sive vector of short- and long-term morphine actions in vivo
(Matthes et al., 1996). In sc2 cells, morphine is shown to be
far more potent and efficacious in acutely inhibiting forsko-
lin-induced cAMP production, and long-term morphine expo-
sure is shown to induce a degree of ACS, a hallmark of opiate
dependence, substantially higher than that observed in wild-
type cells. On the basis of mRNA content, SH-SY5Y cells are
expected to express AC1 and AC8 (Jang and Juhnn, 2001),
two of the four AC isoforms shown previously to be sensitized
upon long-term morphine treatment (Avidor-Reiss et al.,
1997). However, it remains to be firmly established which
particular AC isoform(s) morphine sensitizes in the neuro-
blastoma SH-SY5Y clone used in the present study.

Our proteomics analysis in which the proteomes of deter-
gent-resistant membrane rafts isolated from drug-naive and
morphine-treated cells were compared has detected the sig-
nificant down-regulation of five proteins, subsequently iden-
tified by mass spectrometry to be the heterotrimeric G pro-
tein subunits «i2, «i3, B1, and B2, and prohibitin. Down-
regulation of the «i and B subunits was confirmed by Western
blot analysis of whole-cell extracts using G protein subunit-
specific antibodies. It is noteworthy that quantitatively sim-
ilar decreases in subunit abundance are observed in whole
cells and the DRM fraction thereof, suggesting that the
down-regulated G protein subunits are essentially confined
to membrane rafts. This is consistent with the large enrich-
ment in Gai and G subunits of the DRM fraction and the
presence therein of the MOP receptor. It also indicates that
the decrease in abundance of the ai and 8 subunits elicited by
long-term morphine treatment is caused by degradation
rather than relocation to another subcellular compartment,
such as the nonraft fraction of the plasma membrane or the
cytosol.

Morphine-induced down-regulation of the five morphine-
responsive proteins proceeded in an ordered way, with down-
regulation of G preceding that of Gai and prohibitin. There
was clear down-regulation of G, but not of Gai or prohibitin,
after 6-h exposure of the cells to the drug, a condition that
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caused submaximal sensitization of adenylate cyclase. This
indicated a possible correlation of GB abundance, but not Gai
or prohibitin, with ACS. Indeed, GB abundance and the am-
plitude of adenylate cyclase sensitization were found to be
tightly coupled in SH-SY5Y sc2 cells. The increase in ACS
with the duration of morphine exposure or with the dose of
morphine was closely paralleled by a decrease in the amount
of GB. On the other hand, the decrease of AC sensitization
seen after removal of the drug in morphine-pretreated cells
was accompanied by an increase in the amounts of GS. The
close correlation between down-regulation of GB and ACS in
SH-SY5Y cells suggests a cause-and-effect relationship, al-
though the precise mechanistic link remains to be deter-
mined. However, from a knowledge that AC1 and AC8 mRNA
is present in neuroblastoma cells (Jang and Juhnn, 2001) and
that AC1 (Nielsen et al., 1996) and perhaps ACS8 (Steiner et
al., 2005) are inhibited by GpBy, one possible mechanism
whereby morphine sensitizes adenylate cyclase could be by
the removal of a direct GBy-mediated inhibitory constraint.
Indeed, this hypothetical mechanism may apply to the other
morphine-sensitizable AC isoforms as well, because scaven-
gers of GBy were reported previously to block morphine-
induced sensitization of AC5 and AC6 (Avidor-Reiss et al.,
1996; Rubenzik et al., 2001), two AC isoforms also known to
be inhibited by GBvy (Bayewitch et al., 1998). However, it is
possible that in other cellular models, mechanisms other
than down-regulation link G protein subunits with AC sen-
sitization. For example, in MOP receptor-transfected CHO
cells, long-term morphine exposure has been shown to induce
changes in detergent solubility rather than abundance of Gai
and Gp1, correlated with the onset of AC sensitization
(Bayewitch et al., 2000).

The other important observation of the present study is
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that down-regulation of G elicited by long-term morphine
treatment in SH-SY5Y sc2 cells is totally blocked by MG-115
or lactacystin. Thus, down-regulation of Gf is most probably
caused by degradation by the proteasome (i.e., long-term
morphine stimulates proteasomal degradation of G to sen-
sitize AC in these cells). Because the B subunit is normally
associated with a y subunit to form a quasi-irreversible By
heterodimer in the cell (Gautam et al., 1998), down-regula-
tion of G is likely to reflect degradation of the entire GBy
heterodimer. There is now strong evidence for the specific
degradation of heterotrimeric G protein subunits by the
ubiquitin-proteasome pathway, including Gpal (Madura and
Varshavsky, 1994; Marotti et al., 2002), Gao (Busconi et al.,
2000), Gai3 (Fischer et al., 2003), and Gy (Obin et al., 2002;
Hamilton et al., 2003). For instance, proteasome-dependent
degradation of GB, which we find to be down-regulated in
morphine-conditioned neuroblastoma cells, was recently
shown to be initiated by ubiquitylation of the y subunit (Obin
et al., 2002), consistent with a recent report that the 2
subunit is an N-end rule ubiquitylation substrate (Hamilton
et al., 2003). It is interesting that proteasomal degradation of
heterotrimeric G protein subunits seems to be dependent on
accessory/adaptor regulatory proteins, such as phosducin
(Obin et al., 2002), the regulator of G protein signaling RGS-
GAIP (Fischer et al., 2003), and perhaps also the activator of
G protein signaling 3 (AGS3), which was recently reported to
slow down the degradation of Gai and to suppress AC sensi-
tization elicited by prolonged stimulation of the a2-adrener-
gic receptor in CHO cells (Sato et al., 2004). Morphine could
use analogous molecular pathways, particularly the activity-
dependent ubiquitylation of Gy, and the proteasomal degra-
dation of the ubiquitylated Gy heterodimer to sensitize
adenylate cyclase in SH-SY5Y sc2 cells.

ns ns

Fig. 7. Proteasome inhibitors block both down-regulation
of GB and AC sensitization elicited by long-term morphine
exposure in SH-SY5Y sc2 cells. a, in control, morphine-
naive cells, MG-115 or lactacystin alone induce enhanced
forskolin-stimulated production of cAMP (left), but nei-
ther of the two proteasome inhibitors affect cellular G
content (right). Cells were incubated with 3 uM MG-115
or 10 uM lactacystin for 6 h, in the absence of morphine,
and assayed for forskolin-induced accumulation of cAMP
or processed for Western blot GB quantification, as de-
scribed under Materials and Methods. b, in the presence of
MG-115 or lactacystin, morphine did not induce further
enhancement of forskolin-induced accumulation of cAMP
over that produced by MG-115 or lactacystin alone in
SH-SY5Y sc2 cells (left). Morphine did not induce down-
regulation of G under these conditions (right). Cells were
incubated with 1 uM morphine in the presence of 3 uM
MG-115 or 10 uM lactacystin for 6 h and assayed for
forskolin-stimulated production of cAMP and Gf3 content,
as described above. Data are expressed as mean * S.E.M.
of at least three independent experiments. **, p < 0.01;
##% p < 0.001; ns, not significant (p > 0.05).
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Proteasomal Degradation of G Induced by Long-Term Morphine

It is clear that another critical issue will be to show that
long-term morphine exposure acts in the same way in the
brain as it is proposed here to do in neuroblastoma SH-SY5Y
cells (i.e., via the proteasome). Although there is as yet no
available direct evidence for the involvement of the protea-
some in drug dependence, recent in vivo studies have estab-
lished a role for regulators of G protein signaling in this
process, with changes in RGS9 (Zachariou et al., 2003) or
AGS3 (Bowers et al., 2004) brain levels contributing to the
behavioral and neural plasticity associated with long-term
administration of morphine or cocaine in rodents. These mo-
lecular adaptations, together with the emergent recognition
that these accessory proteins function as drug-dependent
regulators of heterotrimeric G protein processing by the UP
pathway (see above), suggest a role of the proteasome in
mediating the long-term effects of abused drugs. It is tempt-
ing to speculate that proteasomal degradation of GBvy elicited
by sustained activation of the MOP receptor by morphine in
the brain contributes to “hypertrophy of the cAMP system”,
the hallmark of opiate dependence. So far, there is only
mixed evidence for regulation of GB levels in the brain of
continually morphine-treated rats. Although a pioneer West-
ern blot analysis failed to detect any significant down-regu-
lation of G in locus coeruleus and frontal cortex (Nestler et
al., 1989), a recent quantitative proteomic analysis of synap-
tic plasma membranes isolated from cerebral cortex has doc-
umented, among other protein changes, the down-regulation
of GB (Prokai et al., 2005).

In conclusion, the present work has suggested a plausible
molecular mechanism for opiate-induced sensitization of ad-
enylate cyclase, a hallmark of opiate dependence, and iden-
tified the proteasome as mediating adaptations to long-term
opiate exposure in cultured neuroblastoma cells in vitro.
Further studies are needed to generalize the role of the
ubiquitin-proteasome pathway in the actions of long-term
morphine exposure in vivo.
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B. Suitedecestravaux

1- Dansles celules SH-SY5Y : la protéine Gy, est downrégulée aprés un traitement
de 6h ala morphine

Apres avoir mis en évidence la dégradation parrtéépsome de la protéine@ans les
cellules SH-SY5Y traitées de facon chronique a taphine, nous avons voulu savoir si cette
dégradation reflétait plus globalement celle du @@n@y. Ainsi, nous avons cherché si une
protéine de type Bsubit aussi une dégradation dépendante du protéaavec la méme cinétique
gue celle mise en évidence pour la protéifie G

Nous nous sommes intéressés a la protéipepGisque les travaux d’Hamiltoet al ont
montré que cette protéine est un substrat de défywadiu protéasome par la voie « N-end ruile »
vitro (Hamilton et al., 2003). Ainsi, les cellules SH-S¥®@nt été traitées en présence ou non
d’inhibiteur de protéasome (MG115) par 1 uM de rhorp pendant 6h, temps nécessaire pour
induire une downrégulation significative de la pine . Un western blot anti- est alors
réalisé sur les extraits totaux. Comme le montrefigare 33, un tel traitement induit une
downrégulation d’environ 30 % de la protéing.GDe plus cette downrégulation est inhibée en
présence de MG115. Ces résultats suggerent quditartrent chronique a la morphine conduit a la
dégradation par le protéasome d'un dimefy,GDe part les travaux de Obet al (Obin et al.,
2002) et d’Hamiltonet al (Hamilton et al., 2003), il est possible de pragogqu’un traitement
chronigue a la morphine conduit a l'ubiquitinylatide la sous-unité \z par la voie « N-end rule »
permettant I'adressage du dimer@yesvers la dégradation par le protéasome. Des traganx

actuellement en cours dans I'équipe pour confiroeinfirmer cette hypothése.

2- Chezlasouris

L’objectif des travaux initiés au cours de ma thédait d’identifier des adaptations
moléculaires a un traitement chronique a la momspldans les cellules modeles SH-5Y5Y. Il ne
s’agit que d’'une étape dans la compréhension desnigines moléculaires impliqués dans les
effets a long terme de la morphine. En effet, deslésin vivo sont indispensables pour valider
limportance de telles modifications dans le cadee la dépendance aux opiacés. Ainsi, une
collaboration entre I'équipe de Jean-Claude Meurgerde Bernard Francés du Centre de

Recherches sur la Cognition Animale de Toulousk anése en place.
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Figure 33 : Un traitement de 6h a la morphine induit une dégralation par le
protéasome de la protéine @ dans les cellules SH-SY5Y. ALes cellules sont
traitées dans des plaques de 24 puits puis sdéaedidirectement dans du tampon de
Laemmli. Les extraits totaux sont soumis a une épbbrése SDS-PAGE a 17 % de
polyacrylamide. Aprés transfert des protéines & membrane de nitrocellulose, un
western blot anti-2 est réaliséB- La quantification est réalisée a I'aide du logiciel
Quantity One en utilisant une bande non spécifiqureroe étalon interne (* p <0, 01 t-
test, n = 4).



a) Un traitement chronique a la morphine conduit ala downrégulation de Gy:
dans |le noyau accumbens de souris

Les premiers travaux effectués dans le cadre d&e aamillaboration montrent qu’un
traitement chronique a la morphine, induisant daegouris une dépendance physique, conduit a
une downregulation significative (p = 0,04) d’emvir20 % de la protéine ygdans le noyau
accumbens. Ce résultat suggére que des adaptatmésulaires a la morphine dans des régions du
cerveau impliquées dans la dépendance aux drogeiegemt étre reproduites dans le modéle
cellulaire SH-SY5Y. Il reste encore a savoir siteetlownrégulation est le résultat d’'une
dégradation par le protéasome. En ce qui concarpeokéine @B, aucune downrégulation n'a été
mise en évidence dans le noyau accumbens de gaunides mémes conditions de traitement a la
morphine. Cependant, I'anticorps utilisé pour lesigen blot est capable de reconnaitre les sous-
unités @1, 2, 3 et 4. Il est donc possible que la down#guh d’'une unique sous-unité soit en
guelque sorte « noyée » par la détection des astnes-unités non affectées par le traitement a la

morphine. L'utilisation d’anticorps plus spécifiqgipermettra de vérifier cette hypothése.

b) Lalactacystine inhiberait |a préférence de place conditionnée induite par la
morphine chez la souris

Parallelement aux études biochimiques précédedis,tests comportementaux ont été
initiés chez la souris. L'objectif étant de sawite protéasome est impliqué d’'une fagon ou d’une
autre dans l'acquisition de la dépendance a la hioep Pour répondre a cette question des souris
ont été traitées a la morphine et soumises a undwegpréférence de place conditionnée. Les
premiers résultats suggérent que les souris aggnt une injection de lactacystine (un inhibiteur
spécifiqgue du protéasome) directement dans le nagaumbens préalablement au traitement a la
morphine ne présenteraient plus de préférenceate pCes travaux effectués sur un nombre encore

restreint de souris restent a confirmer sur un fgitge panel d’animaux.
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C. Protéome total de la cellule: «Effect of long-term exposure of human
neuroblastoma SH-SYS5Y cells to morphine. a whole cell proteomic
analysis »
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Abstract

Background: Opiate addiction reflects plastic changes that endurably alter synaptic transmission
within relevant neuronal circuits. The biochemical mechanisms of these adaptations remain largely
unknown and proteomics-based approaches could lead to a broad characterization of the
molecular events underlying adaptations to chronic drug exposure.

Results: Thus, we have started proteomic analyses of the effects of chronic morphine exposure
in a recombinant human neuroblastoma SH-SY5Y clone that stably overexpresses the -opioid
receptor. Cells were treated with morphine for 6, 24 and 72 hours, the proteins were separated
by 2-D gel electrophoresis and stained with Coomassie blue, and the protein map was compared
with that obtained from untreated cells. Spots showing a statistically significant variation were
selected for identification using mass spectrometric analyses.

Conclusion: A total of 45 proteins were identified, including proteins involved in cellular
metabolism, cytoskeleton organization, vesicular trafficking, transcriptional and translational
regulation, and cell signaling.

preventing formation and/or expression of dependence,
with potential benefits for the treatment of chronic pain
and addiction.

Background

Opiate addiction, a pathological form of learning and
memory associated with repeated drug use or administra-
tion, reflects neuronal adaptive/plastic changes that

endurably alter synaptic transmission within relevant cir-
cuits in the central nervous system [1-4]. The biochemical
mechanisms underlying the functional and structural
adaptations to chronic opiate exposure remain largely
unknown. Elucidating them in details is important, as this
is expected to reveal novel pharmacological strategies for

The biochemical mechanisms of drug dependence have
begun to be examined globally by using DNA microarray-
and/or proteomics-based approaches. Thus, DNA micro-
array-based approaches have been used in order to study
gene expression induced by drugs of abuse [5], including
opiates [6,7], but interpretation of the results is limited -
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mRNA levels do not necessarily reflect proteins levels [8]
- and no information about post-transcriptionally modi-
fied proteins is provided. In principle, proteomics-based
approaches could lead to a much broader characterization
of the molecular events underlying drug dependence. Yet,
the successful application of differential proteomics to
identify drug-induced protein changes in the central nerv-
ous system represent a technical challenge because of its
cellular heterogeneity [9].

Obviously, sample heterogeneity is much less of a prob-
lem in cultured clonal cell lines than in nerve tissue. Thus,
we have started proteomic analyses of the effects of
chronic morphine exposure in a recombinant human
neuroblastoma SH-SY5Y clone that stably overexpresses
the p-opioid (MOP) receptor. Wild-type SH-SY5Y cells
express low levels of MOP receptor, and even lower (3- to
4-fold) levels of delta opioid (DOP) receptor [10], and are
only poorly responsive to both acute and long-term mor-
phine treatment [11]. In marked contrast, in MOP recep-
tor-overexpressing cells, acute morphine is much more
potent and efficacious in inhibiting forskolin-elicited pro-
duction of cAMP, and chronic morphine induces a higher
degree of adenylate cyclase sensitization, a hallmark of
opiate dependence, than in the parent (wild type) cells
[11]. The dramatically increased responsiveness of MOP-
overexpressing over wild-type cells is an indication that
the observed effects are MOP receptor- rather than DOP
receptor-mediated. The cells were treated with morphine
for 6, 24 and 72 hours, the proteins were separated by 2-
D electrophoresis (2-DE) and stained with colloidal
Coomassie blue, and the protein map was compared with
that obtained from untreated cells. Spots showing a statis-
tically significant variation were selected for identification
using a combination of MALDI-TOF MS (matrix-assisted
laser desorption/ionization time of flight mass spectrom-
etry) and nanoLC-ESI-Q-TOF MS/MS (liquid-chromatog-
raphy electrospray ionization quadrupole time of flight)
analyses. A total of 45 proteins were found to have varied
in abundance in the course of long-term exposure to mor-
phine, including proteins involved in cellular metabo-
lism, cytoskeleton organization, vesicular trafficking,
transcriptional and translational regulation, and cell sign-
aling.

Results

Figure 1 shows a representative bi-dimensional map of
the proteome of untreated (control) neuroblastoma SH-
SY5Y cells. Colloidal Coomassie blue protein staining,
followed by automatic feature detection and manual edit-
ing enabled visualization of about 950 individual spots
ona 2-D gel.

The protein map of neuroblastoma cells having been
treated with 1 uM morphine for 6 hours was compared

http://www.proteomesci.com/content/4/1/23

with that of untreated cells. A 6 h treatment with mor-
phine was selected since such treatment was previously
shown to elicit nearly maximum sensitization of ade-
nylate cyclase, an index of opiate dependence, in these
cells [11]. As shown on Figure 1, the protein pattern from
6 h-treated cells was globally very similar to that of control
cells. After image analysis, the abundance of each spot was
estimated relative to the abundance of all spots in the gel
(see Methods). Four control gels were matched with four
6 h morphine-treatment gels and the spots showing a sta-
tistically significant variation in relative abundance (Stu-
dent t test, p < 0.05) were selected for identification by
mass spectrometry. Eighteen spots displayed such signifi-
cant variation: 11 spots were upregulated by a factor 1.22
to 2.03 following morphine treatment, while 7 spots were
downregulated by a factor 0.35 to 0.75. These spots were
cut from a gel, digested by trypsin and analyzed by pep-
tide mass fingerprinting using MALDI-TOF mass spec-
trometry. When peptide mass fingerprinting data was not
sufficient for confident identification, trypsin digests were
also analyzed using nanoLC-ESI-MS/MS. The combina-
tion of these two methods enabled the unambiguous
identification of 18 proteins whose name, accession
number, change in relative abundance and MS data are
summarized on Table 1. Spot numbers in this table refer
to the ones in Figure 2, which depicts the location of every
spot that was identified in this study on a representative 2-
D gel. Spot 11 could not be identified while spot 24 con-
tained a mixture of 2 proteins.

We next examined the proteome effects of exposing the
neuroblastoma cells to morphine (1 uM) for longer peri-
ods of time, i.e. 24 and 72 hours. Twenty one spots were
found to display a significant variation in relative abun-
dance after a 24 h morphine treatment: 11 spots were
upregulated by a factor 1.18 to 1.84, whilst 10 spots were
downregulated by a factor 0.45 to 0.84. Among these, 18
spots could be attributed to one protein, and 3 spots con-
tained a mixture of 2 proteins (Table 2). 2 spots with sim-
ilar molecular weights but different pIs contained the
same protein (o-enolase). The relative volume of these 2
spots varied in opposite direction after morphine treat-
ment suggesting a change in post-translational modifica-
tion, possibly phosphorylation. Twenty-five spots
displayed a significant variation in relative abundance
after a 72 h morphine treatment: 5 spots were upregulated
by a factor 1.1 to 1.79, whilst 20 spots were downregu-
lated by a factor of 0.45 to 0.84. Among these, 21 could be
attributed to one protein, 2 contained a mixture of 2 pro-
teins, and 2 could not be identified (Table 3).

The pattern of morphine-responsive proteins was clearly
dependent upon the duration of exposure of the cells to
morphine. In fact, only 8 proteins were found to be signif-
icantly regulated at 2 or 3 time points. Vacuolar ATP syn-
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Figure |

2-DE pattern of untreated (A) and 6 h morphine-treated (B) SH-SY5Y cells. Sample were resolved by 2-DE on non-
linear pH 3—10 IPG strips followed by separation on a 12% SDS-PAGE gel in the second dimension. Proteins were visualized by
colloidal coomassie staining. The box in |B delineates the close-up presented on figure 2.

thase subunit B and bifunctional purine biosynthesis
protein were upregulated at 6 and 24 h. Rab7 was down-
regulated at 6 and 24 h while guanine nucleotide binding
protein B subunit 2-like 1 (also known as RACK1) was
downregulated at 6 and 72 h. Adenylosuccinate syn-
thetase 2 was upregulated at 6 h and downregulated at 72
h. Septin 11 and spot 24 containing a mixture of Rab GDI
B and mitochondrial-processing peptidase § were upregu-
lated at 6 h, returned to baseline at 24 h and showed only
a minor upregulation at 72 h. Finally, only malate dehy-
drogenase was downregulated at each time point.

Discussion

Overall, the present whole cell proteomic analysis has
identified 53 proteins from 55 spots whose relative vol-
ume is modified upon morphine treatment in SH-SY5Y
cells. Once mixtures are excluded, 45 morphine-respon-
sive proteins can be classified according to cellular func-
tion (see Additional file 1). These are involved in cell
metabolism, organization of the cytoskeleton, vesicle traf-

ficking, transcriptional regulation, protein translation,
folding and degradation, and cell signaling.

The pattern of morphine-responsive proteins appears to
be dependent on the duration of morphine treatment
(compare Tables 1, 2 and 3), indicating that cellular adap-
tation to chronic morphine is a dynamic process. Such
dynamic adaptation has previously been documented in
the striatum of chronically morphine-treated rats,
wherein various members of the Fos family of transcrip-
tion factors are sequentially upregulated, implying that
distinct sets of genes are regulated over time [3]. Alterna-
tively, it is possible that changes could have been missed
at some time point due to technical limitation. For exam-
ple, RACK1 was found to be downregulated at each time
point but this downregulation reached statistical signifi-
cance only for the 6 and 72 h time points. The difficulty to
detect subtle variations in low abundance proteins is a
well known limitation of large scale proteomic studies.
Thus, the present whole cell analysis failed to detect
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Table I: Proteins whose abundance in SH-SY5Y cells is regulated after 6 h of morphine treatment

Spot# Protein

Accession # (a) MW (Da)

Variation (% of
control) (b)

MALDI peptides % coverage MS/MS peptides (c)

2 Elongation factor G | Q96RP9 83506

3 Ezrin P15311 69268

5 Lamin A/C P02545 74139

9 Bifunctional purine biosynthesis protein P31939 65088

I no identification

14 Vacuolar ATP synthase subunit B, brain P2128I 56501
isoform

15 Rho-GTPase-activating protein | Q07960 50461

17 Septin-11 QINVA2 49267

18 ATP synthase beta chain P06576 56560

24 Rab GDP dissociation inhibitor beta P50395 50663
Mitochondrial-processing peptidase beta 075439 55072
subunit

27 Synaptic vesicle membrane protein VAT-| Q99536 41920
homolog

28 Adenylosuccinate synthetase 2 P30520 50097

36 40 kDa peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 08752 40632

44 Malate dehydrogenase, cytoplasmic P40925 36295

49 Guanine nucleotide binding protein beta P63244 35077
subunit 2-like |

52 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB Q15102 25734
gamma

53 Triosephosphate isomerase P60174 26538

54 Ras-related protein Rab-7 P51149 23490

42+ 11 13 16
165 £ 26 10 15
203 £ 21 18 32
122+ 16 14 30
52+10
151 £17 18 54
166 + 44 4
141 £ 19 13 37
35+9 10 48
136 £ 16 14 36
12 25
141 £ 17 7 31
147 + 14 5
174 + 42 12 26
50+9 I 32
7515 15 69
70+ 14 5
186 + 60 13 65
56+ 13 13 65

aSwiss-Prot primary accession number
bMean * S.D., control refers to untreated cells.

<Only peptides with a statistically significant Mascot score (p < 0.05) were considered

changes in heterotrimeric G protein B subunits and pro-
hibitin whose relative abundance was previously shown
to be decreased in the detergent-resistant membrane
(DRM) raft fraction isolated from morphine-treated cells
[11]. This is readily explained by the fact that standard
sample preparation for 2-DE (the present study), which
involves incubation with Triton X-100 at 4° C followed by
high speed centrifugation, has eliminated the DRM raft
fraction and the proteins which this fraction is enriched
in, including heterotrimeric G protein subunits [11]. In
addition, the present study has focused onto the ~950
most abundant and soluble proteins of the cell, which
represent only 1 to 10% of the total protein species likely
to be expressed in a cell. This illustrates the necessity of
combining both whole cell and sub-proteome targeted
analyses to obtain a clear picture of the proteome of a
given cell type.

Four recently published proteomic analyzes have
addressed chronic morphine effects in the brain [12-15].
Seven of our morphine-responsive proteins, or closely
related isoforms, were also found to be modified in these
studies: ATP synthase beta chain, vacuolar ATP synthase
subunit B, malate dehydrogenase, triosephosphate iso-
merase, rab GDP dissociation inhibitor beta, peptidyl-
prolyl isomerase, and septin-11. These are indications that
at least some of the brain protein changes associated with
chronic morphine treatment in vivo can be reproduced in
our cellular model in vitro after a relatively short time of

morphine exposure. Conversely, some of the new changes
identified in our present in vitro study may provide hints
as to what neuronal processes may be regulated upon
chronic morphine treatment in vivo.

Ascribing a precise role for the identified proteins in medi-
ating specific chronic morphine effects in neurons would
be too speculative at this stage. However it appears note-
worthy to highlight possible links between selected pro-
teins identified in this study and known effects of chronic
morphine. Similar to what was recently described for
cocaine [16], some of morphine transcriptional effects
could be mediated at the level of histone acetylation and
chromatin remodeling since two histone acetyltransferase
subunits (RuvB-like 1 and histone acetyltransferase type B
subunit 2) are upregulated after 24 h of treatment. The
variation in 20S proteasome subunit composition
observed after 72 h of morphine is consistent with previ-
ous studies demonstrating a role for the ubiquitin/protea-
some pathway in mediating chronic morphine effects
[11,17].

Such transcriptional and post-translational regulations
can lead to numerous changes in cellular function among
which alterations in cellular architecture [18,19], vesicle
trafficking [4] and signal transduction pathways are essen-
tial for drug-induced neuronal plasticity. Regarding neu-
ronal architecture and synaptic remodelling, potentially
interesting morphine targets are ERM proteins, septins
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Figure 2

Close-up from a representative 2-D gel showing the spots whose abundance in SH-SY5Y cells is regulated after
chronic morphine treatment. Spots numbers refer to numbers on Tables 1, 2 and 3 where quantitative analysis and mass

spectrometric data are presented.

[20] and Rho-GTPase-activating protein 1 [21]. Concern-
ing vesicular transport, the SNAP-alpha downregulation
observed in our study is consistent with the recent obser-
vation that chronic morphine could induce an inhibition
of SNARE complex formation [22]. Morphine could also
act at the level of small GTPases of the rab family which

are essential for vesicle trafficking. The observed increase
in rab GDP dissociation inhibitor beta after 72 h of mor-
phine could result in an alteration of the amount of active
rab proteins available for neurotransmitter release [23].
These data are all consistent with chronic morphine mod-
ifying neurotransmitter secretion and synapse efficacy.
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Table 2: Proteins whose abundance in SH-SY5Y cells is regulated after 24 h of morphine treatment

Spot# Protein

Accession # (a) MW (Da)

Variation (% of
control) (b)

MALDI peptides % coverage MS/MS peptides (c)

| ATP-dependent RNA helicase DDXI Q92499 82432

7 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, P43304 80815
mitochondrial

9 Bifunctional purine biosynthesis protein P31939 65088

14 Vacuolar ATP synthase subunit B, brain P2128I 56501
isoform

16 RuvB-like 1 Q9Y265 50228

19 4-trimethylaminobutyraldehyde P49189 53802
dehydrogenase Q9GZL7 48190
WD-repeat protein 12

20 Alpha-enolase P06733 47038

21 Alpha-enolase P06733 47038

22 Histone acetyltransferase type B subunit 2 16576 47820

30 Heterogeneous nuclear riboprotein F 45853
Eucaryotic translation initiation factor 3 000303 37654
subunit 5

32 Beta-succinyl CoA synthetase Q77503 43611

33 Galactokinase P51570 42272

35 Acyl-CoA hydrolase 000154 41796

37 Arsenical pump-driving ATPase 043681 38793

38 Serine-threonine kinase receptor Q9Y3F4 38756
associated protein

41 Protein phosphatase 2A, regulatory subunit Q15257 40682
B 15417 36561
Calponin-3

42 Biliverdin reductase A P53004 33428

44 Malate dehydrogenase, cytoplasmic P40925 36295

46 Annexin A5 P08758 35806

51 Endoplasmic reticulum protein ERp29 P30040 28993

54 Ras-related protein Rab-7 P51149 23490

5410 27 EY)
7547 15 2
g 11 14 30
13113 8 54
144 £ 32 16 66
145 & 24 I5 kY]
12 25
45+ 15 8 60
184 + 53 6
145 + 65 10 30
181 & 60 12 4
7 32
74+ 10 5 35
589 15 43
166 + 33 " 44
167 £ 29 8 26
164 £ 31 14 48
65+8 10 30
7 30
846 12 44
49£25 " EY)
152 + 41 8 70
76+ 14 8 46
58+ 12 13 65

aSwiss-Prot primary accession number
bMean * S.D., control refers to untreated cells.

<Only peptides with a statistically significant Mascot score (p < 0.05) were considered

Finally, chronic morphine induced a change in abun-
dance of several signaling proteins: heterotrimeric G pro-
tein subunit o i2, serine-threonine kinase receptor
associated protein and receptor for activated C kinase 1
(RACK1). The downregulation of Go. i2 has already been
described in our previous study [11] and will not be dis-
cussed further. The observed upregulation of serine-threo-
nine kinase receptor associated protein provides a new
link between morphine signaling and the phosphatidyli-
nositol 3-kinase/Akt pathway [24]. RACK1 downregula-
tion in brains of morphine-treated rats has been described
previously but it has only been discussed in terms of
changes in PKC activity since it was its only known func-
tion at this time [25]. Since then, RACK1 has been charac-
terized as a scaffolding protein for many proteins involved
in cell signaling [26]. Alterations in RACK1 abundance
could thus coordinate changes in distinct signaling path-
ways and its role in molecular adaptations to drugs of
abuse deserves further investigation [27].

Conclusion

In conclusion, our differential proteomics study has iden-
tified several candidate proteins that could be implicated
in the molecular adaptation of neurons to chronic mor-
phine treatment. In particular, changes in vesicular traf-

ficking and proteasome-dependent protein degradation
are known to be critical for various forms of synaptic plas-
ticity such as long term potentiation or depression
[28,29]. These adaptations as well as their role in the
development of drug dependence have now to be vali-
dated in animal models of addiction.

Methods

Cell culture and treatment

Human SH-SY5Y neuroblastoma cells were transfected
with N-terminal T7-tagged human MOP receptor in pRC-
CMV using lipofectamine [11]. Stably transfected G418-
resistant cells were grown in high glucose DMEM (Gibco
BRL) containing 10% fetal calf serum, 50 pug/ml gentami-
cine (Gibco BRL), and 400 ug/ml G418 (Gibco BRL), in
5% CO, at 37°C. Cells in 14 cm dishes were treated by
diluting morphine sulphate directly in the culture
medium. The cell density was adjusted so that the cultures
were nearly confluent at the end of each treatment. For 72
h treatment, medium was changed and fresh morphine
was added every day. Four independent experiments were
performed for each treatment time.
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Table 3: Proteins whose abundance in SH-SYS5Y cells is regulated after 72 h of morphine treatment

Spot# Protein Accession # (a) MW (Da) Variation (% of MALDI peptides % coverage MS/MS peptides
control) (b) (c)
4 Radixin P3524| 68564 50+ 17 4
6 no identification 48 £ 23
8 Heat shock cognate 71 kDa protein PI11142 70898 172 £ 48 I 23
10 Lamin A/C P0254 74139 78+ 15 22 30
12 T-complex protein |, zeta subunit P40227 57893 5717 15 29
13 Dihydropyrimidinase-related Q14195 61963 57 21 13 40
protein 3
17 Septin-11 QINVA2 49267 110£3 13 37
23 Rab GDP dissociation inhibitor beta P50395 50663 179 + 61 I 34
24 Rab GDP dissociation inhibitor beta P50395 50663 114+6 14 36
Mitochondrial-processing peptidase 075439 55072 12 25
beta subunit
25 Proliferation-associated protein 2G4 Q9UQ80 43787 54+20 15 44
26 Elongation factor |-gamma P26641 49988 89+5 16 36
28 Adenylosuccinate synthetase 2 P30520 50097 73+ 16 5
29 Elongation factor |-gamma P26641 49988 51 +27 I 24
tRNA-nucleotidyltransferase | 96Q1 1 50340 9 19
31 Ornithine aminotransferase. Po4i8I 48535 84+3 14 37
34 Septin-2 Q15019 41487 72+ 15 12 36
39 ll::JIbAquitin-like | activating enzyme 9UBE 38450 45+ 14 I 35
40 Guanine nucleotide binding protein, Q96C71 40493 65+8 9 37
alpha inhibiting activity polypeptide 2
43 3-mercaptopyruvate P25325 33047 69+9 6
sulfurtransferase
44 Malate dehydrogenase, cytoplasmic P40925 36295 7316 I 32
45 Alpha-soluble NSF attachment P54920 33247 45+ 12 8 45
protein
47 Nuclear protein Hee-| P82979 23540 779 9 41
48 no identification 49 + 32
49 Guanine nucleotide binding protein P63244 35077 749 15 69
beta subunit 2-like |
50 Proteasome subunit alpha type 3 P25788 28302 73+ 13 8 46
55 Proteasome subunit beta type 6 P28072 25358 143 £ || 7 23

aSwiss-Prot primary accession number
bMean * S.D., control refers to untreated cells.

<Only peptides with a statistically significant Mascot score (p < 0.05) were considered

Sample preparation for 2-DE

Following treatment, the culture medium was removed
and the cells were scraped into PBS and centrifuged at
1000 x g for 10 min at 4°C. The supernatant was dis-
carded and the pellet was frozen and stored at -80° C for 2
hours. Cells were then resuspended in 500 pl of lysis
buffer [50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM
EDTA, proteinase inhibitors (Complete Mini tablets,
Roche) and 1% (v:v) Triton X-100 (Sigma)], and protein
extraction allowed to proceed for 3 h at 4°C. The extract
was centrifuged at 20,000 x g for 20 min at 4°C in order
to remove cell debris and insoluble material. The superna-
tant was delipidated and desalted using methanol/chloro-
form precipitation by mixing with 2 ml of methanol, 500
ul of chloroform and 1.5 ml of water, and centrifuging at
20,000 x g for 5 min, at room temperature. The pellet was
washed with 1.5 ml of methanol and vacuum-dried. Pro-
teins were then resuspended in 400 pl of 2-DE buffer (Cel-
lular and Organelle Membrane Solubilizing Reagent,
Sigma), reduced for 1 h at room temperature by adding
tributylphosphine to a final concentration of 5 mM, and
alkylated in the dark for 1.5 h at room temperature by

adding iodoacetamide to a final concentration of 15 mM.
Protein concentration was determined by using the Brad-
ford assay (Biorad).

Two-dimensional gel electrophoresis

The reduced and alkylated protein samples (300 pg) were
used to rehydrate 13 cm pH 3-10 NL Immobilized pH
Gradient (IPG) strips (Amersham Biosciences). 1.2 ul of
IPG buffer pH 3-10 NL (Amersham Biosciences) and 2 pl
of 1% (w:v) orange G were added to 250 pul of sample
before application to the strip. Strips were focused on the
IPGphor IEF (isoelectrofocusing) Cell (Amersham Bio-
sciences) for 80000 Vh. After 6 h of passive rehydration
and 6 h of active rehydration (30 V), the voltage was set to
300 V for 4 h. It was then increased from 300 to 8000 V
during 8 h, followed by additional hours at 8000 V (until
the desired volt x hour product is reached). Focused IPG
strips were equilibrated in SDS-equilibration buffer con-
taining 6 M urea, 2% (w:v) SDS, 50 mM Tris-HCl (pH
8.8), 30% (v:v) glycerol and 0.01% (w/v) bromophenol
blue as a tracking dye for 2 x 10 min. The equilibrated
strips were loaded onto 16 x 16 cm, 1 mm thick, 12%
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polyacrylamide SDS gels. Runs were performed at 10 mA/
gel (SE600 Ruby, Amersham Biosciences) until the
bromophenol blue reached the bottom of the gel. Gels
were then stained overnight using Coomassie colloidal
blue (1 g/1, Sigma) and destained for 1 h in 1% (v/v) acetic
acid solution.

Image analysis

Gels were scanned using a GS-800 Calibrated Densitome-
ter (Biorad) and analyzed using ImageMaster Platinum
software (Amersham Biosciences). Spots were detected on
quadruplicate gels and manually edited. Normalization
was performed by dividing the volume (OD x surface) of
each spot by the total volume of every spot on the gel to
give a %volume value. Gels were then matched and each
group of equivalent spots was compared. In a preliminary
experiment, 4 independent control gel were compared.
Pair-wise comparison of spot %volumes gave linear
regressions of the type y = ax + b where a = 1.03 + 0.06 and
b =-0.0019 + 0.0034, and a correlation coefficient of 0.95
+ 0.011. Average coefficient of variation (SD/mean x 100)
for all spot %volumes was 19.8 + 10.1. This level of repro-
ducibility is indicative of a statistical power of 80 to 90%
for a sample size of 4 and a 0.05 p-value [30]. Having
assessed the reliability of our analyses, %volumes of spots
from control gels were compared to those of spots from
treated gels using a Student unpaired t test. Groups of
spots showing a statistically significant difference in rela-
tive volume (p < 0.05, df = 6) between control and mor-
phine-treated samples were first visually controlled in
order to make sure that %volume changes were not due to
spot detection or matching errors. Confirmed spots were
then selected for identification by mass spectrometry.

In-gel protein digestion

Spots of interest were manually excised from a represent-
ative gel. The gel pieces were washed with water and
destained first in 160 pl of 50% (v:v) acetronitrile (ACN)
in water then in 160 pl of 50% (v:v) ACN in 0.1 M
NH,HCOj;, dehydrated with 80 ul ACN and dried in a vac-
uum centrifuge. Gel pieces were rehydrated in a sufficient
covering volume of modified trypsin solution (12.5 ng/ul
in 12.5 mM NH,HCOj;; Promega) and incubated over-
night at 37°C. Prior to peptide extraction, 0.5 ul of the
tryptic digest was spotted onto the MALDI target plate.
Peptides were extracted two times at 37 °C for 30 min with
shaking, first using 50% 25 mM NH,HCO; /50% ACN
and then 5% formic acid/50% ACN in water. The peptide
mixture was concentrated in a vacuum centrifuge to a final
volume of about 10 pl.

MALDI-TOF MS analysis

MALDI-TOF MS analyses were performed on a MALDI-
TOF/TOF instrument (4700 Proteomics Analyzer; Applied
Biosystems, Foster City, CA). 0.5 ul of tryptic digest super-

http://www.proteomesci.com/content/4/1/23

natant was loaded onto the MALDI target plate and air
dried. 0.3 pl of matrix solution (o-cyano-4-hydroxycin-
namic acid; 5 mg/ml in H,O/acetonitrile/TFA, 50:50:0.1)
was then added. Mass spectra were acquired in an auto-
mated positive reflector mode from m/z 700 to m/z 3500.
Trypsin autolytic peptides (m/z 842.51 and 2211.10) were
used to internally calibrate each spectrum to a mass accu-
racy within 30 ppm. Spectra were analyzed using GPS
Explorer (version 3.5, Applied Biosystems) which acts as
an interface between the Oracle database containing raw
spectra and a local copy of the Mascot search engine (ver-
sion 2.0 ; Matrix Science, London, U.K.). Peptide peaks
with a signal/noise ratio greater than 10 were searched
against human sequences in the Swiss-Prot database
(Release 48 from September 2005 ; 194 317 entries). No
missed cleavage was allowed and the data were searched
using carbamidomethylation of cysteine as fixed modifi-
cation whereas oxidation of methionine and N-acetyla-
tion of the proteins were considered as variable
modifications. A protein was considered correctly identi-
fied if the Protein Score Confidence Interval calculated by
the GPS Explorer Results Browser was greater than 99%
(see Additional file 2).

NanoLC-ESI-Q-TOF MSIMS analysis

When MALDI-TOF data were not conclusive (protein
score not significant), protein identification was con-
firmed by MS/MS analyses. Tryptic peptide extracts were
subjected to nanoLC-MS/MS analysis on an ESI-Q-TOF
mass spectrometer (QSTAR XL, Applied Biosystems) oper-
ating in positive mode with a 2.1 kV spray voltage. Chro-
matographic separation was performed onto a 75 pm ID
x 15 cm PepMap C18 column (Dionex/LC Packings, USA)
at a flow rate of 200 nL/minute using a linear gradient of
increasing ACN in water (5-50%) over 40 min with 0.1%
formic acid as ion pairing agent. Data were acquired with
Analyst QS (version 1.1, Applied Biosystems). MS spectra
were acquired for one second. For each MS spectrum, the
two most intense multiple charged peaks were selected for
generation of subsequent Collision Induced Dissociation
(CID) mass spectra. The collision energy was automati-
cally adjusted based upon peptide charge and mass to
charge (m/z) ratio. A dynamic exclusion window was
applied to prevent repetitive selection of the same ions
within 30 sec. Data were analyzed using Analyst QS soft-
ware (version 1.1) and MS/MS centroid peak lists were
generated using the Mascot.dll script (version 1.6b13).
MS/MS centroid peaks were thresholded at 0% of the base
peak. Data were searched against human sequences in the
Swiss-Prot/TrEMBL database as of October 2005 using
Mascot (version 2.0). Peptide tolerance in MS and MS/MS
modes was 0.5 Da. Trypsin was designated as the protease,
and up to two missed cleavages were allowed. Carbamid-
omethylation of cysteine was searched as fixed modifica-
tion, while oxidation of methionine and amino-terminal
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protein acetylation were allowed as variable modifica-
tions. Identification was considered positive if the protein
was identified on the bases of at least two peptides with a
score greater then the significance threshold score deter-
mined by the Mascot Search program (>36) (see Addi-
tional file 2).
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Supplementary Table 1. Functional

classification of proteins regulated by chronic morphine.

M etabolic enzymes

Glycerol 3-phosphate dehydrogenase
Alpha-enolase

Adenylosuccinate synthetase 2

Bifuntional purine biosynthesis protein
Ornithine aminotransferase

Beta-succinyl CoA synthetase
Galactokinase
Acyl-CoA hydrolase

Biliverdin reductase A
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase

Malate dehydrogenase, cytoplasmic
Triosephosphate isomerase

sn-glycerol 3-P + NAD+ = glycerone phosphate + NADH.
Multifunctional enzyme that, as well asitsrolein glycolysis,
plays a part in various processes such as growth control.
Plays an important role in the de novo pathway of purine
nucleotide biosynthesis.

Nucleotide biosynthesis; IMP biosynthesis.

L-ornithine + a 2-oxo acid = L-glutamate 5-semiadehyde +
an L-amino acid.

Involved in nucleotide synthesis.

Major enzyme for galactose metabolism.

Catalyzes the hydrolysis of acyl-CoAs to the free fatty acid
and coenzyme A (CoASH).

Bilirubin + NAD(P)+ = biliverdin + NAD(P)H.

Transfer of a sulfur ion to cyanide or to other thiol
compounds.

(S)-maate + NAD+ = oxa oacetate + NADH.

D-glycera dehyde 3-phosphate = glycerone phosphate.

Nuclear proteins, transcriptional regulation

Lamin A/C
RuvB-like 1
Histone acetyltransferase type B subunit 2

Proliferation-associated protein 2G4
Nuclear protein Hce-1

Component of the nuclear lamina. Provides a framework for
the nuclear envelope and may interact with chromatin.
Component of the NuA4 histone acetyltransferase complex
involved in transcriptional activation of select genes.
Core-histone-binding  subunit  that target histone
acetyltransferases to their histone substrates.

Involved in transcriptional repression, inhibits proliferation.
May participate in important transcriptional or translational
control of cell growth, metabolism and carcinogenesis.

Protein trandlation, folding and degradation

Elongation factor G 1

Elongation factor 1-gamma
ATP-dependent RNA helicase DDX 1
Heat shock cognate 71 kDa protein

T-complex protein 1, zeta subunit

40 kDa peptidyl-prolyl cis-transisomerase
Endoplasmic reticulum protein ERp29

Ubiquitin-like 1 activating enzyme E1A
Proteasome subunit alphatype 3

Proteasome subunit beta type 6

Promotes the GTP-dependent translocation of the nascent
protein chain from the A-site to the P-site of the ribosome.
Probably plays arole in anchoring the elongation complex to
other cellular components.

Regulation of translational initiation.

Chaperone

Molecular chaperone; assists the folding of proteins upon
ATP hydrolysis.

PPlases accelerate the folding of proteins.

Plays an important role in the processing of secretory
proteins within the endoplasmic reticulum.

The dimeric enzyme actsasa UBL1 (SUMO) E1 ligase.

Part of a multicatalytic proteinase complex involved in the
degradation of poly-ubiquitynated proteins.

See proteasome subunit a phatype 3



Supplementary Table 1. (continued)

Cytoskeleton-associated proteins

Ezrin
Radixin

Dihydropyrimidinase-related protein 3
Septin-11

Septin-2
Rho-GTPase-activating protein 1

Probably involved in connections of major cytoskeletal
structures to the plasma membrane.

Probably plays a crucia role in the binding of the barbed end
of actin filaments to the plasma membrane.

Binds to F-actin, potentially regulates the cytoskel eton.
Involved in cytokinesis and in a variety of other processes
involving organization of the cell cortex and exocytosis.

See septin-11

GTPase activator for the Rho, Rac and Cdc42 proteins,
converting them to the putatively inactive GDP-bound state.

Vesicle-associated proteins

Vacuolar ATP synthase subunit B, brain
isoform
ATP synthase beta chain

Rab GDP dissociation inhibitor beta
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog

Alpha-soluble NSF attachment protein

Ras-related protein Rab-7

V-ATPase is responsible for acidifying a variety of
intracellular compartments in eukaryotic cells.

Produces ATP from ADP in the presence of a proton
gradient across the membrane. Catalytic subunit.

Regulates the GDP/GTP exchange reaction of most Rab
proteins by inhibiting the dissociation of GDP from them.
Homologous to VAT-1, the major protein of the synaptic
vesicles of the electric organ of Torpedo californica.
SNAP-alpha, Required for vesicular transport between the
endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus.

Involved in late endocytic transport. Contributes to the
maturation of phagosomes (acidification).

Céell signaling

Guanine nucleotide binding protein, alpha
inhibiting activity polypeptide 2

Guanine nucleotide binding protein beta
subunit 2-like 1

Alphai2 subunit of heterotrimeric G proteins

RACK1, anchors the activated PKC to the cytoskeleton.
Involved in the organisation of signaling complexes.

Serine-threonine kinase receptor associated Role in phosphatidylinositol 3-kinase/PDK1 and TGF-beta

protein

signaling pathways.

Micellaneous

Arsenical pump-driving ATPase
Annexin A5

Platel et-activating factor acetylhydrolase
IB gamma subunit

Anion-transporting ATPase. Catalyzes the extrusion of
arsenite.

Anticoagulant protein that acts as an indirect inhibitor of the
thromboplastin-specific complex.

Inactivates paf by removing the acetyl group at the sn-2
position (important for brain devel opment).

Description of protein function is based on the annotations from the Swiss-Prot database.



II.  Analyse protéomique des adaptations moléculaires induites par
un traitement a la morphine sur le phosphoprotéome des
cellules SH-SY5Y

A. Introduction

La seconde partie de mon projet de these a corsat@lyser les modifications induites au
niveau du phosphoprotéome des cellules SH-SY5¥ suitin traitement a la morphine. Comme
indiqgué dans le chapitre IV-D (page 92), les phosyghations sont des modifications post-
traductionnelles dynamiques (Mukherji, 2005), maifierement courantes, capables de moduler la
fonction d’'une protéine (Raggiaschi et al., 200®inders et Sickmann, 2005). De ce fait, les
phosphorylations sont impliquées dans de nombrdasetons cellulaires.

L’activation des RCPG et notamment des réceptepicides peut conduire a I'activation de
nombreuses protéines kinases telles que les PKAKEt ou encore les MAP Kinases (Law et al.,
2000; Williams et al.,, 2001). Plus particulierememtiusieurs travaux suggérent que les
phosphorylations jouent un réle majeur dans leptatians a la morphine par exemple aussi bien
au niveau du phénomene de la sensibilisation dé (Bhakrabarti et Gintzler, 2003; Chakrabarti et
al., 2001) que de la libération de neurotransmedtéBonci et Williams, 1997; Xu et al., 2004).
Certains inhibiteurs de protéines kinases sontllelas capables de diminuer l'intensité de la
tolérance a la morphine (Wang et Wang, 2006).

Récemment, les travaux de Kiat al ont montré qu’une stratégie de type protéomique
différentielle est adaptée a l'identification def@ines qui sont phosphorylées suite a un traitemen
par la morphine (Kim et al., 2005). Cependant,raedil se limite aux protéines phosphorylées au
niveau des tyrosines c'est a dire une minoritéptiesphoprotéines (Gronborg et al., 2002). Aussi, a
I'heure actuelle aucune étude globale décrivanipleséines phosphorylées suite a un traitement
aigu ou chronique a la morphine n’a été publiéesCpourquoi nous avons entrepris une analyse
différentielle du phosphoprotéome suite a un tnaget morphinique des cellules SH-SY5Y. Plus
gue descriptif, I'objectif de ce travail était dédtifier de nouvelles cibles moléculaires de la
morphine et éventuellement de nouvelles voies leglis impliquées dans les effets aigus et / ou
chroniques de la morphine.

La stratégie mise en place a consisté a analysgindephoprotéome des DRM (Detergent
Resistant Membrane) et plus largement celui ddsleslentiéres aprés séparation des protéines par
électrophorése. L'utilisation du colorant fluoresc®ro-Q Diamond nous est apparue comme le
meilleur compromis pour l'analyse différentielle ghhosphoprotéome. En effet, ce colorant est

guantitatif, compatible avec une identification dpsotéines par spectrométrie de masse,
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Figure 34 Mesure de I'activité de la phosphatase alcaline de les 12 fractions
d’ultracentrifugation en fonction de [lutilisation ou non d’inhibiteurs de
phosphatases dans le protocole de préparation defkM. 50 uL de chaque fraction
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suffisamment sensible (2 a 10 ng de phosphopragiee surtout révele a la fois les protéines
phosphorylées sur une tyrosine, sérine et thréofBteinberg et al., 2003). D’'un point de vue
pratigue la coloration des phosphoprotéines au@miamond est rapide, simple et évite la
manipulation d’éléments radioactifs.

Trois types de traitements a la morphine ont aiéiés : i) traitement aigu ii) traitement

chronique iii) traitement chronique suivi de lagpétation d’'un sevrage.

B. Analysedu phosphoprotéome dela fraction DRM des cellules SH-SY5Y

Nous avons décidé d’initier une analyse différdigtielu phosphoprotéome apres un
traitement a la morphine dans un premier temps iaean de la fraction Detergent Resistant
Membrane (DRM ou rafts) et ce pour deux raisonegguales : i) d’une part, les données de la
littérature montrent que cette fraction est enaatm protéines de signalisation (Foster et al.3200
Li et al., 2003; von Haller et al., 2001) ii) d'aaitpart, le protocole de préparation des DRM aipart
des cellules SH-SY5Y permet d’obtenir des fractiengchies en protéinesoGet 3 et contenant
le récepteur MOP révélé par la présence du tagvbriledous et al., 2005).

Ainsi, la stratégie mise en ceuvre a consisté aapeépes fractions DRM en utilisant un
protocole similaire a celui de notre précédental@t{Mouledous et al., 2005). Les protéines des
DRM sont par la suite séparées par une électropa@OS-PAGE. Les travaux de Schulenkedrg
al montrent que cette technique séparative est calnhpatec la révélation du phosphoprotéome au
Pro-Q Diamond (Schulenberg et al., 2003). L’objefitial est alors de détecter des modifications
du degré de phosphorylation d’'une ou plusieursémets ou de I'abondance d'une protéine

phosphorylée aprés une analyse d’'image par lei@dgluantity One.

1- Miseau point delarévéation du phosphoprotéome des DRM

a) Caractérisation des DRM

La préparation de la fraction DRM des cellules S¥5'% (sous-clone 2) est réalisée avec
une seule modification du protocole par rapportré&c@demment (Mouledous et al., 2005). Des
inhibiteurs de phosphatases a large spectre smuniégjaux tampons et gradients de sucrose tout au
long de la préparation des DRM afin de préseniatégrité des phosphorylations, modifications
post-traductionnelles particulierement labiles (Rlers et Sickmann, 2005).

Suite a I'étape d’ultracentrifugation a I'équilibseirr gradient de sucrose, 12 fractions de 1
mL sont récupérées a partir du haut du tube. 5dqithaque fraction sont dilués dans 1 mL de p-

nitrophényl phosphate (dilution au 172§ afin de mesurer de facon relative I'activité de |
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Figure 36 Comparaison du profil protéique des DRM aprés cajration au bleu de
coomassie colloidal et au Pro-Q Diamond.es DRM des cellules SH-SY5Y sont préparés de
facon paralléle en présence (+) ou non (-) d’intbilmis de phosphatases. 100 ug de protéines
sont séparés sur gel SDS-PAGE a 10 % de polyacrgtanie phosphoprotéome est révélé au
Pro-Q DiamondB) puis le protéome total est révélé au bleu de coamas#ioidal Q). Seuls

les marqueurs phosphorylés (ovalbumin@-€aséine) sont révélés par le Pro-Q Diamond. La
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le Pro-Q DiamondL’apparent retard de migration depaCaséine est probablement di & sa phosphorylation
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phosphatase alcaline (voir figure 34). La figuren3dntre qu’en particulier dans les fractions 3,et 4
fractions dans lesquelles les DRM flottent a I'éigoe, I'activité de la phosphatase alcaline est
faible lorsque la préparation des DRM est réal@g@résence d’inhibiteurs de phosphatases. Ainsi
méme dilués au 1/98° les inhibiteurs utilisés inhibent efficacement moins une phosphatase
appartenant a leur spectre d’action. Ce résultggéme que dans les conditions d’utilisation
recommandées par le fournisseur, les inhibiteurshdsphatases sont efficaces.

Afin de vérifier que cette baisse d’activité deplaosphatase alcaline ne résulte pas d’'une
diminution de la quantité de protéines présentes dies fractions 3 et 4, celle-ci est dosée (voir
figure 35). Le dosage de protéines de la fracti®Mfractions 3 et 4) par la méthode de Lowry ne
révéle pas de différence quantitative entre lesxdeéthodes de préparation aveersussans
inhibiteurs de phosphatases.

Enfin, afin de vérifier que l'ajout d’inhibiteursedphosphatases dans le protocole de
préparation des DRM ne modifie pas de facon quaktdes protéines retrouvées dans la fraction 3
et 4, 100 pg de chacune des préparations protésprdsséparés sur gel SDS-PAGE (voir figure
36-A). La révélation des protéines au bleu de casiracolloidal ne dévoile pas de différence
reproductible de profil entre les deux méthodepréparation de DRM.

L’ensemble de ces résultats suggére que la prépamdes DRM en présence d’inhibiteurs
de phosphatases permet d’isoler une fraction gpo¢equalitativement identique a celle décrite
dans nos travaux précédents (Mouledous et al.,)2006en préservant les phosphorylations.

b) Révéation du phosphoprotéome des DRM

100 pg de protéines sont séparés sur gel SDS-PR&RBel est coloré au Pro-Q Diamond
comme indiqué dans le chapitre « matériels et nuethe puis les protéines sont révélées au
scanner Typhoon Trio (voir figure 36-B). Le méméagt par la suite coloré directement au bleu de

coomassie colloidal (voir figure 36-A).

C) Spécificité de coloration

D’'un point de vue spécificité de coloration, il estnoter que les marqueurs de masse
moléculaire non phosphorylés ne sont quasimentéusés par le Pro-Q Diamond (comparer A et
B de la figure 36). Au contraire, les marqueurssatorylés sont spécifiquement révélés au Pro-Q
Diamond. Ensuite, les profils protéiques du gel SB&E different selon le procédé de coloration.
De plus les protéines colorées fortement au Pro#nbnd ne correspondent pas forcément aux
protéines les plus abondantes colorées au bleoataassie colloidal (comparer A et B de la figure

36). Par exemple la protéine indiquée par une déacdige sur la figure 36 est I'une des protéines
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Figure 38 Phosphoprotéome des DRM aprés traitement chronigei a la morphine
des cellules SH-SY5YLes cellules SH-SY5Y sont traitées 24h avec 1 pNhdephine
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parallele et 100 pg de protéines sont séparés suUrSBPS-PAGE a 10 % de
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les plus intensément colorées par le bleu de cogiemamlloidal. Au contraire lintensité de

coloration de cette méme protéine au Pro-Q Dianestgbarticulierement faible. L'ensemble de ces
observations suggeére que le Pro-Q Diamond ne pegseslla méme spécificité de coloration que le
bleu de coomassie colloidal. Ainsi comme le propbs#ges travaux précédents ce colorant
fluorescent révelerait spécifiqguement les phospbiepres (Davis et al., 2006; Hayduk et al., 2004;
Schulenberg et al., 2003; Steinberg et al., 2008pendant, il est surprenant que le profil proiqu

révélé au Pro-Q Diamond ne différe ni quantitatieatmi qualitativement selon que la méthode de

préparation des DRM inclutu non les inhibiteurs de phosphatases (voir fiGér).

d) Proportion relative entre phosphoprotéome et protéome

Le nombre total de protéines révélées par le PRiggnond (environ 40 apres analyse par le
logiciel Quantity One) est inférieur a celui révgar le bleu de coomassie colloidal, environ 80
protéines (comparer A et B de la figure 36). SeBininberget al (Steinberg et al., 2003), la
sensibilité du Pro-Q Diamond est de 2 a 10 ng despioprotéines en fonction du degré de
phosphorylation c'est a dire au moins aussi senstie le bleu de coomassie colloidal
(Westermeier et Marouga, 2005). Par conséqueptutefaible nombre de protéines révélées par le
Pro-Q Diamond résulte probablement du fait queplessphoprotéines ne représentent qu’un sous-
ensemble de protéines dans les DRM. Ce constanestcord avec la littérature qui prévoit qu’un
tiers (Raggiaschi et al., 2005) voire la moitié i(RRlers et Sickmann, 2005) du protéome total est
phosphorylé. En ce qui concerne cette proportiors ¢ DRM, aucune donnée n’est disponible.

Ensuite, la plupart des bandes protéiques colgpéede Pro-Q Diamond sont de faible
intensité, notamment celles de masse inférieur® &Dh. Cette faible intensité de coloration au
Pro-Q Diamond par rapport au bleu de coomassieidall suggere comme l'indiquent Reinders et
Sickman que la fraction phosphorylée ne représgatene proportion mineure (1 a 2 %) d’'une
protéine totale (Reinders et Sickmann, 2005).

Enfin, il est a noter que I'image numeérisée apmeration au Pro-Q Diamond est de moins
bonne qualité (plus floue) que celle issue de laration au bleu de coomassie colloidal.

Une fois les conditions d’étude du phosphoprotéde® DRM mises au point, nous avons
initié une analyse différentielle de ce sous pnoté@pres un traitement a la morphine.

2- Analysedifférentielle du phosphoprotéome des DRM

Notre objectif était de réaliser une étude difféidle du phosphoprotéome des DRM apres
un traitement aigu a la morphine, chronique etreafirés un traitement chronique puis un sevrage

précipité par la naloxone des cellules SH-SY5Y eltuce. Le sevrage précipité par la naloxone
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peut étre réalisé en présence de forskoline (unaaetir de I'adénylyl cyclase) pendant 10 min afin
de révéler la sensibilisation de I'adénylyl cycld8€). Lors d’'un tel traitement, I'activité de 'AC

est environ trois fois supérieure par rapport aotrébe (comparer les colonnes 2 et 3 de la figure
37) ce qui suggere que la protéine kinase A (PKst)fertement activée pour phosphoryler ses

cibles.

a) Premiére expérience : traitement chronique ala morphine

Dans un premier temps, les cellules SH-SY5Y scaitées pendant 24h avec 1 uM de
morphine parallelement a des cellules contréles. téIntraitement morphinique conduit & des
adaptations moléculaires au niveau des cellule$§$5lY (Mouledous et al., 2005). Les DRM issus
des cellules contrélegersustraitées sont préparés de facon paralléle, leatépme est soumis a
une séparation sur un gel SDS-PAGE et les prot&@oesrévélées au Pro-Q Diamond. Comme le
montre la figure 38-A ce traitement chronique nedpit aucune modification reproductible au
niveau du phosphoprotéome des DRM. La coloratidgrielre de ce méme gel au bleu de
coomassie colloidal (voir les figure 38-B et 39)rpet de vérifier que le traitement opéré produit
comme attendu une downrégulation des protéings & @2 (Mouledous et al., 2005). Cette
observation indique que les cellules SH-SY5Y omor&lu de fagon « normale » au traitement
chronique a la morphine. Toujours en ce qui coreéa protéines @& et B2, alors qu’elles sont
downrégulées par le traitement chronique a la nmioepleur intensité de coloration au Pro-Q
Diamond ne varie pas significativement (voir fig@®). Cela suggere qu’une plus grande fraction
de ces protéines est phosphorylée suite au traiteaeonique par la drogue, phénomene décrit
dans la littérature (Chakrabarti et Gintzler, 200Bakrabarti et al., 2001).

L’absence de différentiel reproductible au niveaupthosphoprotéome des DRM aprés un
traitement chronique a la morphine peut s’expliqueiamment par deux raisons : i) un traitement
chronique a la morphine ne produit aucune modiboatiétectable au niveau du phosphoprotéome
des DRM ii) le protocole de préparation des DRM @i de séparation puis de coloration au Pro-Q

Diamond ne permet pas de révéler de différentiel.

b) Deuxiéme expérience : traitement aigu ala morphine

Dans un deuxiéme temps, les cellules SH-SY5Y saitéés pendant 15 min avec 1 uM de
morphine parallelement a des cellules contréless IBuphosphoprotéome des DRM est analysé de
facon identique que précédemment (voir la figure 48 coloration des phosphoprotéines au Pro-Q
Diamond ne révele encore une fois aucun différengieroductible aprés un traitement aigu a la
morphine.
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Figure 42 Phosphoprotéome des DRM aprés un traitement chraque a la
morphine des cellules SH-SY5Y puis sevragkes cellules SH-SY5Y sont traitées 6h
avec 1 uM de morphine (+) ou avec de lI'eau (-) danmilieu de culture. Puis les
cellules sont sevrées d’abord par un ringage a®emP de PBS (Phosphate Buffer
Saline) a 37°C directement dans les boites de euttarl4 cm puis pendant 10 min avec
du milieu de culture contenant de la naloxone a 1gvkt (+) ou sans (-) forskoline a 5
HM. Les DRM sont préparés de facon parallele et|d@@e protéines sont séparés sur
gel SDS-PAGE a 10 % de polyacrylamide. Le phosphéproe est révélé apres
coloration au Pro-Q DiamondsA (Bovine Serum Albumin) .



Suite a ce résultat nous avons cherché a savieipsotocole d’analyse que nous avons mis

en ceuvre est capable de révéler un différentieivaau du phosphoprotéome des DRM.

C) Troisiéme expérience : traitement alaforskoline.

Comme indiqué précédemment, la forskoline est utivateur de I'AC et donc
indirectement aussi un activateur de la PKA. Nousna décidé de réaliser deux traitements
différents avec la forskoline. Le premier est watément de 10 min des cellules SH-SY5Y avec 5
MM de forskoline ce qui augmente d’environ vingtisfd’'activité de I'AC, révélée par
'accumulation d’AMPc, par rapport au contrble (qmmer les colonnes 1 et 2 de la figure 37). Le
second traitement consiste a traiter de facon atuen(6h de morphine a 1 uM) les cellules SH-
SYS5Y puis de réaliser un sevrage en présence d&ora avec ou sans 5 UM de forskoline pendant
10 min. Un sevrage de 10 min réalisé en présenéeud de forskoline (voir figure 37) induit une
augmentation de l'activité¢ de I'AC environ soixarfi@s et trois fois supérieure par rapport
respectivement a l'activit¢ basale (colonnevé@sus 1) et stimulée par la forskoline sans
prétraitement a la morphine (colonnev@&sus?2). L'idée de réaliser de tels traitements était d
potentialiser la phosphorylation des protéinesaivant indirectement la PKA.

Comme le montrent les figures 41 et 42, aucun de tc@tements ne conduit & un
différentiel au niveau du phosphoprotéome des DBRMIE au Pro-Q Diamond. Suite a ce résultat,
nous avons cherché a savoir si des substrats EKAaétaient présents dans les DRM. Pour cela
nous nous sommes basés sur les travaux de vorr galéqui ont identifié 71 protéines dans les
DRM de lymphocytes T de type Jurkat (von Hallealet 2001). Sur les 143 substrats de la PKA

contenus dans la base de données phospho.ELM/tttgspho.elm.eu.ory/seules trois protéines

sur les 71 publiées par von Hallet al sont répertoriées. Parmi elles deux sont de masse
moléculaire inférieure a 25 kDa et sont des pretipeu abondantes. La troisieme, la vimentine
avec une masse moléculaire de 53 kDa est potemtefit masquée sur une électrophorése
monodimensionnelle par la tubuline, une protéimtiqdierement abondante d’environ 50 kDa.

L’ensemble de ces résultats indique probablemegt lguprotocole d’analyse et / ou de
préparation des DRM mis en ceuvre ne permet padvidder de différentiel. Il est possible que les
cibles de la morphine et de la PKA soient des pretpeu abondantes dans les DRM, masquées
par les phosphoprotéines majoritaires qui, ellessont pas modifiées. Une séparation des protéines
sur gel bidimensionnel permet de révéler des nmatibns plus subtiles. Ainsi, la suite de mon
projet a consisté a analyser le phosphoprotéomealkdes SH-SY5Y suite a un traitement a la
morphine aprés une séparation des protéines sgelunidimensionnel.
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Figure 43 Séparation du protéome des cellules SH-SY5Y parleEtrophorése
bidimensionnelle sur une gamme de pH 3-10 ou 4-Les protéines sont séparées en
seconde dimension sur un gel de polyacrylamide a ¥ %6vélées au bleu de coomassie
colloidal. L'utilisation de bandelettes de gammenpite 4-7 augmente la résolution de la
séparation. Les fleches indiquent des spots ideggigur les deux profils.



C. Analyseglobale du phosphoprotéome des cellules SH-SY5Y

Le second volet de I'analyse différentielle du pdtasprotéome des cellules SH-SY5Y apres
un traitement a la morphine a été réalisé sur targdlon protéique plus large que celui des DRM.
La stratégie mise en ceuvre est de méme type qleeprékentée au paragraphe I-C (page 113).
Ainsi, I'échantillon protéique correspondant & Bemble des protéines cellulaires solubilisées dans
1 % de Triton X-100 pendant trois heures a 4°Cpgsence d’inhibiteurs de phosphatases) a été
soumis a une séparation sur électrophorese bidiorerele (2-DE). La 2-DE est une technique de
choix pour analyser un échantillon protéique comglkgorg et al., 2004; Herbert et al., 2001) et en
particulier les phosphoprotéines. En effet, la phosylation d’'une protéine modifie son point
isoélectrique ce qui change sa mobilité électrotique en premiere dimension (Mann et Jensen,
2003). Apres seéparation, le gel d’électrophoredece®ré au Pro-Q Diamond puis au bleu de
coomassie colloidal. Les phosphoprotéines sontéés@race au scanner Typhoon Tryo et I'image
analysée par le logiciel Image Master 2D Platinibiobjectif est de détecter des modifications du
degré de phosphorylation des protéines ou de I'ddnace de phosphoprotéines apres un traitement

a la morphine.

1- Miseau point delarévéation du phosphoprotéome des cellules SH-SY5Y

a) Conditions expérimental es pour |a séparation des phosphoprotéines par 2-DE

Des bandelettes (ou strips) de 13 cm a gradie@ailiea de pH 4 a 7 (pH 4-7) ont été testées
pour la séparation des protéines en premiere diorenBans un premier temps, nous avons donc
cherché a comparer la séparation bidimensionn@te pdotéines en fonction de l'utilisation de
bandelettes a pH 3 a 10 non linéaire (pH 3-10) es lwhndelettes a pH 4-7 (voir figure 43). De
facon générale, l'utilisation de bandelettes a genta pH réduit a I'avantage pour une méme
longueur de bandelette d’augmenter la résolutiola déparation en premiére dimension.

Au niveau des pH acides, la figure 43 montre quesdparation protéique avec une
bandelette de type pH 4-7 n’induit quasiment papeatée de protéines d’'un point de vue qualitatif.
En effet, il semble que peu de protéines aientaintpsoélectrique entre 3 et 4. Par exemple, le
spot protéique noté 1 sur la figure 43 du cotéeadi I'électrophorese pH 3-10 est aussi retrouve a
I'extrémité de I'électrophorese pH 4-7. Qui plug éss protéines acides sont alors mieux résolues.

Au niveau des pH plus basiques l'utilisation dedsettes pH 4-7 fait perdre trois unités de
pH par rapport a la bandelette pH 3-10 et par cures@ un certain nombre de protéines sont
exclues de l'analyse. Cependant, il est a noterlaytupart de ces protéines exclues de I'analyse

focalise sur la partie de I'électrophorese bidinn@mselle pH 3-10 la moins bien résolue (pH
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Pro-Q Diamond

Bleu de coomassie
colloidal

d -

Figure 44 : Spécificité de coloration du Pro-Q Diamond.600 pg de protéines sont
séparés en premiere dimension sur une bandeletigpdepH 4-7. La seconde dimension
consiste en une électrophorése SDS-PAGE a 12 % Igacpglamide. Le gel est coloré
dans un premier temps au Pro-Q Diamond et les pexdésont révélées par le scanner
Typhoon Tryo. Puis le méme gel est coloré directeraenbleu de coomassie colloidal et
scanné par le GS-800 Calibrated Densitometer. La aocmgon des profils protéiques
montre que le Pro-Q Diamond n’a pas la méme spééifde coloration que le bleu de
coomassie colloidal. Par exemple, le cadre blamtespond a plusieurs sous-unités
d’'actine particulierement abondantes dans le pro¢étotal. Ces protéines ne sont pas
révélées par le Pro-Q Diamond.



basique) et donc la moins exploitable. Ainsi maligréperte de trois unités de pH, le nombre de
spots protéiques analysables diminue assez fainleme

Nous avons donc considéré que l'utilisation de bégttes pH 4-7 était un bon compromis
entre résolution et nombre de spots analysablespll® une meilleure résolution en premiere
dimension doit permettre ultérieurement une décampauelle des spots plus facile et précise
diminuant la probabilité d’analyse d’'un mélangemetéines par spectrométrie de masse. Enfin,
d’un point de vue de I'étude du phosphoprotéomasijisation de bandelettes a gamme de pH réduit

comme pH 4-7 posséde plusieurs avantages surnegleies pH 3-10 :

> Elle permet de réaliser une sorte de fractionnendent’échantillon (en excluant
volontairement les protéines de points isoélecesgsupérieurs a 7) et réduit donc la
complexité de I'échantillon (Righetti et al., 2009)e ce fait la probabilité de
détecter des protéines de plus faible abondandes tque les phosphoprotéines

(Reinders et Sickmann, 2005), est augmentée.

> Elle permet de charger une plus grande quantitgrak&ines ce qui augmente aussi

la probabilité de détecter des protéines de faibndance (Unwin et al., 2005).

> Elle permet d’augmenter la résolution au nivealadaremiere dimension et donc la
probabilité¢ de séparer des protéines qui differeniguement par leurs points
isoélectrigues comme c'est le cas pour une proté@indifférents degrés de

phosphorylation (Mann et Jensen, 2003).

En conclusion, le protocole d’électrophorese bidisiennelle utilisé pour I'analyse du
phosphoprotéome ne differe de celui de I'analyserdteome total (voir paragraphe I-C page 113)
gue par l'utilisation de bandelette pH 4-7 et @aglantité de protéines déposée : 600 pg au lieu de
300 pg précédemment.

b) Comparaison du phosphoprotéome et du protéome total
)] Spécificité de la coloration au Pro-Q Diamond

600 pg de protéines sont séparés par 2-DE. Lesgal’abord coloré au Pro-Q Diamond,
scanné au Typhoon Tryo scanner puis coloré diremtérau bleu de coomassie colloidal (voir
figure 44). La figure 44 montre que pour le méme djélectrophorése deux profils protéiques

totalement différents sont révélés selon le colonailisé. Par exemple, plusieurs sous-unités
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Contréle Morphine 24h

Figure 45 Un traitement chronique a la morphine n’induit pas de modifications
reproductibles majeures au niveau du phosphoprotéomdes cellules SH-SY5Y révélé
dans les conditions mises en ceuvrBes cellules SH-SY5Y sont traitées pendant 24h avec
1 uM de morphine parallelement a des cellules ctedr@®00 g de protéines sont séparés
par électrophorése bidimensionnelle. Les gels smhbrés au Pro-Q Diamond et les
protéines sont révélées par le scanner Typhoon Tiyes profils globaux du
phosphoprotéome contrdlersus morphine sont particulierement similaires.



d’actine particulierement abondantes au sein duéproe ne sont pas colorées par le Pro-Q
Diamond. Ces résultats montrent que le Pro-Q Diamuom posséde pas la méme spécificité de
coloration que le bleu de coomassie colloidal ce syjggére qu'il révele spécifiquement les

phosphoprotéines (Davis et al., 2006; Hayduk e2alD4; Steinberg et al., 2003).

i) Sensibilité de la coloration au Pro-Q Diamond

Le nombre de spots révélés par le Pro-Q Diamonédsapgparation par 2-DE est estimé a
environ 800 a laide du logiciel d’'analyse d'imagmage Master 2D Platinium. De fagon
surprenante, le nombre de spots révélés par laatmo du protéome total est du méme ordre de
grandeur. Ce résultat est contradictoire non seeéravec le fait qu'un tiers (Raggiaschi et al.,
2005) voire la moitié (Reinders et Sickmann, 2008% protéines sont phosphorylées mais aussi
avec d’autres travaux ou le nombre de protéineéléég au Pro-Q Diamond est bien inférieur au
nombre de protéines révélées par un colorant totdtdayduk et al., 2004; Steinberg et al., 2003;
Unwin et al., 2005). Cependant dans ces travasxcdrants utilisés pour révéler le protéome total
sont le nitrate d’argent (Unwin et al., 2005) oBlgpro Ruby (Hayduk et al., 2004; Steinberg et al.,
2003) qui sont environ dix fois plus sensibles dgiebleu de coomassie colloidal. Ainsi, nous
suggérons que le Pro-Q Diamond révele quasimeantde protéines que le bleu de coomassie
colloidal du fait de sa plus grande sensibilitégeest en accord avec la littérature (Steinbe.et
2003; Westermeier et Marouga, 2005).

Nous considérons qu’une analyse différentielle Iear800 spots détectés par le logiciel
d'analyse d'image Image Master 2D Platinium esfisaihment large. Ainsi a l'instar de travaux
précédents (Hayduk et al., 2004; Steinberg e2@03; Unwin et al., 2005), nous n’effectuerons pas

d’étape d’enrichissement des protéines phosphageant leur séparation.

2- Analysedifférentielle du phosphoprotéome apr és un traitement a la morphine

a) Conditions opératoires

Comme indiqué au paragraphe II-A (page 114), I'ditffjele notre étude est d’identifier les
protéines des cellules SH-SY5Y phosphorylées suiia traitement aigu a la morphine, chronique
et enfin suite & un traitement chronique suivi dsenrage.

Le traitement aigu est effectué avec 1 puM de momtpendant 5 min. Ce temps de
traitement a été choisi puisque récemment Biletlkl ont montré dans les cellules SH-SY5Y que
les protéines ERK (Extracellular signal-Regulateiiadse) 1 et 2 sont phosphorylées de fagcon
transitoire aprés un traitement morphinique de 1pekidant 5 min. Le degré de phosphorylation de
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® 23-B— —24-B

Figure 46 : Localisation des spots d'intérét sur un gel synthétique. 4 gels d'électrophoréese
issus d'échantillons controles sont comparés a 4 gels issus d'échantillons traités grace au logiciel
Image Master 2D Platinium. Le test de Student permet de détecter les spots dont I'intensité de
coloration est modulée suite a un traitement chronique par la morphine (21 spots-A) ou suite a
un traitement chronique suivi d'un sevrage (32 spots-B). Les spots d'intérét sont soumis a une
identification par spectrométrie de masse.



ces protéines retourne ensuite au niveau du cenapites 10 min de traitement (Bilecki et al.,
2005).

Le traitement chronique est quant a lui réalisécalguM de morphine pendant 24h. Le
sevrage des cellules s’effectue en présence de HegiNbloxone et 5 uM de forskoline apres ce
méme traitement chronique. Dans ces conditionstiViégé de I'AC révélée par I'accumulation
d’AMPc est trois fois supérieure pour des celldbsniquement traitées a la morphine par rapport
a des cellules non traitées (comparer les coloBres3 de la figure 37). Ainsi, il est possible uu’
tel traitement potentialise la phosphorylation gestéines en particulier les cibles moléculaires de
la PKA.

Chacun de ces trois traitements est réalisé pkmaiént a un contrble et répété quatre fois
afin de détecter des modifications significativédolfoy et al., 2003). Aprés révélation des
phosphoprotéines au Pro-Q Diamond, les spots @ovbllme varie de facon significative d’apres
le test de Student (p < 0,05) sont sélectionnés poe identification par spectrométrie de masse.
Les spots d'intérét sont découpés manuellementisgel coloré au bleu de coomassie colloidal.
Ces spots colorés au bleu de coomassie colloiddlrepérés aprés une superposition numérigue
grace au logiciel Image Master 2D des gels colaré$ro-Q Diamond et au bleu de coomassie

colloidal.

b) Premieére expérience : traitement chronique de 24h a1 uM de morphine

La figure 45 illustre le profil des phosphoproté&n@vélées au Pro-Q Diamond apres un
traitement chronique a la morphine. Un tel traitetmaodule de facon significative I'intensité de
coloration au Pro-Q Diamond de 21 spots (voir f&gd6). Parmi ces 21 protéines, I'abondance de
15 d’entre elles augmente dans des proportionstala 121 % a 170 % tandis que 'abondance de
6 d’entre elles diminue dans des proportions allenb7 % a 78 %. 18 protéines sur les 21 ont été
identifiées (voir tableau 8) par spectrométrie desse MALDI- TOF et / ou par ESI-MS / MS. Seul
le spot 7-A contient un mélange de deux protéinlasf actine et la protéine nudC. Les deux
protéines étant connues comme des substrats dehahrgktion d’'aprés la banque de données
Swiss-Prot (voir tableau 10), il n'est pas posside conclure quant a la nature de la véritable

protéine modulée par la morphine.

C) Deuxieme expérience : traitement chronique ala morphine puis sevrage

Un traitement chronique de 24h a la morphine sdiiuh sevrage en présence de naloxone et
de forskoline module de facon significative I'ing#é de coloration au Pro-Q Diamond de 32 spots

(voir figure 46). Parmi ces 32 protéines, I'abormarde 6 d’entre elles diminue dans des
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Tableau 8: Spots dont lintensité de coloration au Pro-Q Diamond varie aprés un
traitement de 24h a la morphine des cellules SH-SY5 Les criteres d’identification sont

indiqués dans le chapitre « matériels et méthod@s muméro principal d’accession Swiss-Prot, (b)
seuls les peptides significatifs (p < 0,05) selerogiciel Mascot sont considérés, MW (masse mddé@), *
masse moléculaire de I'isoforme lourde de la dibpgrimidinase-related protein 3.

B Accession MW Variation MALDI MALDI MS/MS
Spot Protéine # (Da) (% du peptides % de  peptides
(@) contrdle) couverture  (b)
1-A Heat shock cognate P1114. 7108 68 11
2-A Dihydropyrimidinase- Q14195 61963 121 4
related protein 3
3-A Hsp60 Q38L19 61346 57 5
4-A Tubulin beta 2 chain P07437 50095 156 20 44
5-A Pas d'identification 149
6-A Thioredoxin domain- Q9BS26 47341 122 7 19
containing protein 4
precursor
7-A Beta-actin P60709 42052 138 5
nudC Q9Y266 38276 6
8-A DnaJ homolog subfamily Q9UBS4 40774 78 7 23
B member 11
9-A Arsenical pump-driving 043681 39224 130 8 29
ATPast
10-A Thioredoxin-like protein  O76003 37693 137 8 31
11-A Pas d'identification 149
12-A Small glutamine-rich 043765 34270 145 8 29
tetracopeptide repeat-
containing protein .
13-A ubiquitin thiolesterase  Q96FW1 31493 137 10 47
protein OTUB1
14-A Pas d'identification 151
15-A Nuclear protein Hce-1 P82979 23582 78 5
16-A Phosphoserine P78330 25163 134 6
phosphatase
17-A 5'(3)- Q8TCD5 23596 75 7 38
deoxyribonucleotidase
18-A MIR-interacting saposin- Q9Y2B0O 20981 132 12 70
like precursor
19-A Heat shock cognate 71 P11142 71082 74 15 31
20-A SH3-containing GRB2- Q99961 41692 147 2
like protein 1
21-A Dihydropyrimidinase- Q14195 74320 170 9

related protein 3




proportions allant de 46 % a 84 % tandis que I'alamce de 19 d’entre elles augmente dans des
proportions allant de 116 % a 285 % (voir tablepul%st a noter qu’un sevrage des cellules SH-
SY5Y module 'abondance d’'un plus grand nombre desphoprotéines et dans de plus grandes
proportions que lors d’'un traitement chronique.r€ailtat est en accord avec le fait qu'un sevrage
entraine de plus amples perturbations moléculawesein d’une cellule par rapport a un traitement
chronique (McClung et al., 2005). Bien que la viaoiadu spot 30-B de 116 % soit faible et donc
difficilement interprétable d’'un point de vue folmetnel, nous avons procédé a son identification.
Ainsi sur les 32 spots d’intérét, 21 ont été idesgipar spectrométrie de masse (voir tableau 9).

Les spots 7-B, 12-B, 13-B, 18-B et 30-B sont cdnéts d’'un meélange de protéines.
Cependant le spot 30-B est constitué de deux soitésithéta et epsilon de la T-complex protein 1,
seule la premiére est un substrat de phosphomlatiaprés la banque de données Swiss-Prot
suggérant que la protéine réellement modifiée @andrphine est la sous-unité théta (voir tableau
11). De méme le spot 12-B est constitué de deus-sniiés d’actine béta et gamma, seule la
premiéere est un substrat de phosphorylation d’dprbanque de données Swiss-Prot suggérant que
la protéine réellement modifiée par la morphinelestine de type béta (voir tableau 11). Cette
méme actine béta est retrouvée dans le spot 10iB vaaant dans le sens inverse. Il est donc
possible que cette dichotomie soit le fait d'uneiataon du degré de phosphorylation de I'actine
béta sous l'effet de la morphine ce qui a déjanéd@tré au cours d’'une autre étude (Kim et al.,
2005). Le spot 18-B est aussi un mélange de deforimes de la méme protéine : 14-3-3 gamma et
théta toutes deux des substrats de phosphoryl@tantableau 11). Encore une fois, les travaux de
Kim et al suggérent qu’un traitement morphinique induit fegphorylation de ces deux protéines
(Kim et al., 2005).

La comparaison des tableaux 8 et 9 montre que selgdex protéines, la tubuline béta 2
(spots 4-A et 7-B) et l'actine béta (spots 7-A, BGt 12-B), sont identifiees a la suite de la

premiere et de la deuxieme expérience.

d) Troisieme expérience : traitement aigu de 5 mina 1 uM de morphine

Un traitement aigu a la morphine module de facgniicative I'intensité de coloration au
Pro-Q Diamond de 32 spots (résultats non présemébheure actuelle, ces spots n'‘ont pas été
identifiés mais aucun d’entre eux ne correspondsasgots d’intérét préalablement détectés lors des
deux précédents traitements. Cela suggeére que éshilations détectées lors d'un traitement
chronique sont spécifiques d'un effet a long tedada drogue sur les cellules SH-SY5Y. Il est a
noter sur les 32 spots d'intérét détectés, I'aboodale 30 d’entre eux (soit 94 %) diminue aprés un
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Figure 47: Schéma illustrant la difficulté d’interprétation d es données d’intensité de
coloration. Dans le premier casAj}, I'expérimentateur détecte (gris) une diminutida
I'intensité de coloration au Pro-Q Diamond qui cop@sd en réalité a une augmentation du
degré de phosphorylation d'une protéine lors dutamaént. Dans le second caB),(
I'expérimentateur détecte (gris) une augmentatioideensité de coloration qui correspond

en réalité a une augmentation du taux d’expressida geotéineEn noir (variation non détectée ou
faux négatif), en gris (variation détectée).



traitement aigu a la morphine. L’identification des spots n’ayant pas encore été réalisée, il est

encore trop tot pour interpréter un tel résultat.

3- Discussion
a) Interprétation du sens de variation de I’ intensité des spots apres un traitement

La question qui se pose est de savoir commentpidiEer une augmentation ou une
diminution de I'abondance d’un spot aprés coloratia Pro-Q Diamond.

D’abord, une modification ne signifie pas forcémguoe le degré de phosphorylation de la
protéine identifiée a été modifie. En effet, il gsbssible que la modulation observée soit
uniquement le fait d'une variation de I'expressida la protéine constitutivement phosphorylée
dans les cellules SH-SY5Y.

Ensuite, si lintensité d’'un spot diminue cela ngngie pas forcément que la protéine
identifiée a été déphosphorylée. En effet, il essfble qu’un autre spot correspondant a la méme
protéine augmente parallélement sans avoir ét&tégpar le test statistique. Ainsi, une diminution
de l'intensité d’un spot peut refléter égalemeatiimentation de I'abondance d’'une autre forme de
la protéine et donc une augmentation du degré despbiorylation (voir figure 47-A). Le
raisonnement réciproque peut également étre redleséigure 47-B, quant a elle, représente une
situation ou la détection d’'une augmentation detdisité d'un spot révélé au Pro-Q Diamond
correspond a une augmentation du taux d’expresida protéine. Afin de mettre en évidence une
variation du degré de phosphorylation d’'une pra&éinest nécessaire de réaliser des travaux
supplémentaires combinant par exemple 'immunopi&tion et le western blot. Pour I'ensemble

de ces raisons, il est difficile d’interpréter &ns de variation des protéines identifiées.

b) Validation de la stratégie de protéomique différentielle mise en cauvre
)] Comparaison avec les précédents travaux

A I'heure actuelle seuls les travaux de Kémal (Kim et al., 2005) ont cherché a identifier
de facon globale les modifications générées pamtaphine sur le phosphoprotéome. Plus
précisément, ces travaux ont porté sur les phoglations induites sur les tyrosines au niveau des
protéines du cortex frontal de rats rendus physigue dépendants a la morphine.

En ce qui concerne nos travaux, la comparaisorpags contréleversustraitement (voir
figure 45) montre qu’un traitement chronique a larphine n’induit pas de modifications majeures

au niveau des phosphoprotéines réveélées par I Bi@amond dans les conditions mises en ceuvre.
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Ce résultat est en contradiction avec les travaenXin et al qui montrent au contraire qu’'un
traitement chronique a la morphine conduit a I'ajtipen de nombreuses protéines phosphorylées
(révélées par un western blot anti-phosphotyrosid@)s le cortex frontal de rat. Plusieurs
explications peuvent rendre compte de cette coiotrad. La premiére provient du matériel
biologique étudié cerveatersuscellules en culture. Il est possible qu'au semndsysteme intégrée
comme le cerveau, la morphine conduise a des dtapgtanoléculaires, parfois indirectes, plus
importantes que dans un modele cellulaire. Une rec@xplication serait que la combinaison
électrophorése bidimensionnelle puis coloratioiPea+Q Diamond révéle en majorité les protéines
les plus abondantes, probablement les moins siislesptd’étre la cible d'un traitement a la
morphine.

En ce qui concerne la nature des protéines, noasuxaont identifié cing protéines
identiques ou trés proches (isoformes) de cellbtigms par Kimet al: I'actine, les protéines 14-3-
3 gamma et théta, la dihydropyrimidinase relatedtgan, la tubuline et la glycéraldehyde-3-
phosphate déshydrogénase. Cette similitude suggérecertaines adaptations moléculaires a la
morphine au niveau du phosphoprotéome de cervaatepeétre reproduites dans les cellules SH-
SY5Y et identifiées par la stratégie que nous avaise en ceuvre. Par conséquent, il est possible
gue les nouvelles adaptations que nous avons ecexistent dans des régions du cerveau
impliquées dans la dépendance a la morphine. Liessgorotéines que nous avons identifiées n’ont
jamais été décrites en tant que cibles phosphagéie a un traitement par la morphine.

i) Les protéines identifiées sont elles phosphory?es

Afin de répondre a cette question, l'interrogataes banques de données protéiques a éte
réalisée en incluant la phosphorylation comme upedification variable. Cette interrogation n’a
pas permis d’identifier des peptides phosphory&srésultat n'est pas surprenant puisqu’un faible
rendement d’ionisation et les effets de suppresgioir paragraphe 1V-B-3-a-ii page 81) rendent
les phosphopeptides difficilement détectables pes d@pproches classiques de spectrométrie de
masse (Raggiaschi et al., 2005; Reinders et Sichkn2405).

Par conséquent, nous avons cherché a savoir darseaond temps si les protéines
identifiées étaient des substrats de protéines&maour cela, nous nous sommes appuyés d’abord
sur les informations fournies par Swiss-Prot, pteies de la littérature. En cas de recherche
infructueuse, des sites consensus de phosphorylatid été recherchés sur la séquence des

protéines par l'intermédiaire du servéletPhosK 1.0 _(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetsKip

(voir tableaux 10 et 11). Cette recherche monteelgs deux tiers (26 / 39) des protéines identfiée

sont des substrats phosphorylables d’apres ladeadennées Swiss-Prot et / ou la littérature. En ce
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Tableau 9 (f™ partie) : Spots dont I'intensité de coloration au Pro-Q Dianond varie aprés
un traitement de 24h a la morphine suivi d’'un sevrge des cellules SH-SY5YLes critéres

d’identification sont indiqués dans le chapitre atémiels et méthodes %a) numéro principal
d’accession Swiss-Prot, (b) seuls les peptidesfiigtifs (p < 0,05) selon le logiciel Mascot sar@nsidérés, MW
(masse moléculaire).

3 Accessions Mw Yaration s o MALDE - MS/MS
Spot Protéine (@) (Da) (% du peptides % de peptides
contréle) couverture (b)

1-B Pas d'identification 70

2-B Pas d'identification 84

3-B Stress-70 protein P38646 73920 148 7

4-B Pas d'identification 287

5-B T-complex protein 1 subunit P48643 60089 71 5
epsilor

6-B Pas d'identification 125

7-B vimentin P08670 53545 127 40 72
tubulin beta-2 P07437 50095 17 36

8-B protein disulfide-isomerase A3 P30101 57146 71 20 43

9-B Proliferation-associated Q9UQ80 43970 150 5
protein 2G4

10-B beta actine P60709 42052 70 3

11-B Mitochondrial ATP-Mg/Pi Q705K4 51492 164 3
carrier

12-B actine beta P60709 42052 132 18 39
actine gamma P63261 42108 16 34

13-B Transaldolase P37837 37688 142 10
Glyceraldehyde-3-phosphate P04406 36070 2
dehydrogenase

14-B Glyceraldehyde-3-phosphate P04406 36070 215 2
dehydrogenase

15-B Pas d'identification 139

16-B Pas d'identification 46

17-B Tubulin-specific chaperone B Q99426 27594 194 3

18-B 14-3-3 gamma P61981 28325 73 10
14-3-3 theta P27348 28032 4

19-B Peroxiredoxin-2 P32119 21918 225 3

20-B Pas d'identification 285

21-B RM12=39S ribosomal protein P52815 21563 58 3
L12

22-B Pas d'identification 76




Tableau 9 (suite).

3 Accessions Mw Vafation oy MALDE - MS/MS
Spot Protéine (@) (Da) (% du peptides % de peptides
contrdle) couverture  (b)
23-B Deoxyuridine 5'-triphosphate  P33316 26975 78 9 42
nucleotidohydrolas
24-B ADP-ribosylation factor 4 P18085 20481 80 2
25-B Pas d'identification 161
26-B Pas d'identification 147
27-B Beta-centractin P42025 42381 211 4
28-B Microtubule-associated prote Q15691 30020 128 10 53
RP/EB family member 1
29-B Tumor protein D54 043399 24896 82 3
30-B T-complex protein 1 subunit P50990¢) 60022 116 6
theta ) et epsilong) P48643¢) 60089 5
31-B Heterogenous Nuclear P61978 51230 75 8

Ribonucleoprotein K

32-B Pas d'identification 153




qui concerne les 13 autres protéines, NetPhoskredit plusieurs sites de phosphorylation, celui

possédant le meilleur score étant indiqué dansbdeaux 10 et 11.

C) Fonction des protéines identifiées

Nous avons classé les protéines selon leur fonatalulaire annotée dans la base de
données Swiss-Prot (voir tableau 10 et 11). Pati®s,ela béta centractine (27-B) et la tubuline
spécifique chaperonne B (17-B) ont été classéesf@id dans deux catégories. L'arsenical pump-
driving ATPase (9-A) et la Tumor protein D54 (2948Bpnt pas été classées. Le rble que pourrait
jouer certaines de ces fonctions cellulaires deseffets de la morphine est discuté ci apres :

> classe P. protéines participant d'une facon ou d’une autréa modification des
protéines (repliement, oxydation / réduction, ddgten, etc.)
17 protéines sur les 39 identifiées ont été clasdéas cette catégorie (1-A, 3-A, 6-
A, 8-A, 10-A, 12-A, 13-A, 19-A, 3-B, 5-B, 8-B, 17;R9-B, 21-B, 24-B, 30-B, 31-
B). Un traitement chronique a la morphine module pamticulier des protéines
chaperonnes comme Hsc 71 (1-A et 19-A), Hsp 60)(8tAla Small glutamine-rich
tetracopeptide repeat-containing protein A (12-B8¢t effet de la morphine sur de
nombreuses protéines chaperonnes comme les «hHuoedt »s est en accord avec des
travaux issus de la génomique réalisés sur desngglu cerveau (Ammon et al.,
2003). Les sens de variation de ces chaperonnégadnis opposés, cependant un
tel résultat est difficile a interpréter a ce stader deux raisons : i) comme expliqué
dans le paragraphe 1I-C-3-a (page 125) une vaniaams un sens peut correspondre
aussi bien a une phosphorylation, déphosphorylatiodifférence d’expression de la
protéine (voir figure 47) ii) la phosphorylation tesine modification post-
traductionnelle pouvant aussi bien augmenter gomendier I'activité d’'une protéine
en fonction de la nature de celle-ci.
Apres un sevrage, des chaperonnes ont été égaleetenivées, Stress-70 protein
(3-B), T-complex protein 1 (5-B) etc., mais ne sqats les mémes que celles
identifiées suite au traitement chronique. Il n'@sts possible de savoir si ces
changements sont dus aux nouveaux effets induitdepaevrage ou s’ils étaient

présents mais n’'ont pas été détectés dans I'expérigrécedente (faux négatifs).
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Tableau 10: Informations concernant la phosphorylation et lafonction cellulaire des
protéines identifiées suite a un traitement chronige a la morphine.Pour chaque protéine
identifiée, il est indiqué si elle est possede it de phosphorylation selon la base de données
Swiss-Prot ou la littérature. Si la recherche mstictueuse, la séquence protéique a été soumise
a NetPhosK 1.0. Dans ce cas, il est indiqué ledat@hosphorylation le plus probable sur la
séquence protéique (acide aminé, protéine kinasespmndante, scotmaximum = 1). (a) pour la
signification des classes P, C, M, V, T, se repoaie texte. (b) la description des fonctions estébasur les
annotations de la banque de données Swiss-Preéridd), T (thréonine), PKA (Protein Kinase A), PKBotein

Kinase B), PKC (Protein Kinase C).

Spot Protéine Phosphorylation

classe (a)

fonction (b)

1-A Heat shock cognate 71 Swiss-Prot

P Chaperonne

2-A Dihydropyrimidinase- Swiss-Prot
related protein 3

\% Régulerait la fonction vésiculaire dans
le cone de croissance axonal

3-A Hsp60 Asquith KLetal , J
Cell Sci 2004 117 (Pt

16) :3645-57

P Chaperonne

4-A Tubulin beta 2 chain  Swiss-Prot

C Constituant majeumdaiesotubules

6-A Thioredoxin domain- S15 PKA 0,85
containing protein 4

P Controle le repliement oxydatif des
protéines dans le reticulum

precursor endoplasmique
7-A Beta-actin Swiss-Prot C Constituant des microfilaments
nudC Swiss-Prot Intervient dans la génése et la
migration neuronale
8-A DnaJ homolog S132 PKA 0,8 P Co-chaperonne du reticulum

subfamily B member
11

endoplasmique

9-A Arsenical pump-
driving ATPase

S67 PKA 0,7

? Catalyse le transpoerdenite de fagc
dépendante de I'ATP

10-A Thioredoxin-like
protein 2

T243 PKC 0,84

P Interviendrait dans la régulation
fonctionnelle du systéme thioredoxine

12-A Small glutamine-rich Swiss-Prot
tetracopeptide repeat-
containing protein A

P Co-chaperonne qui interagit avec
HSC70 et HSP70 et régule leur activité
ATPase

13-A ubiquitin thiolesteraseluris Skt al , FEBS
protein OTUB1 Lett. 2006 580(1):179-
83.

P Hydrolase qui coup vitro la liaison
entre l'ubiquitine et une protéine et
jouerait donc un roéle important dans le
turnover des protéines en inhibibant
leur dégradation

15-A Nuclear protein Hce-1 Swiss-Prot

T Interviendrait slacontrole de la
transcription

16-A Phosphoserine Swiss-Prot

phosphatase

M Catalyse la derniere étape de la
biosynthese de sérine

17-A 5'(3)- S182 PKB 0,82
deoxyribonucleotidase

M Déphosphoryle les phosphates en 5' et
3' des désoxyribonucléotides

18-A MIR-interacting S55 PKC 0,9 C Régulateur positif de la croissance des
saposin-like precursor neurites

19-A Heat shock cognate 71 Swiss-Prot P Chaperonne

20-A SH3-containing GRB T43 PKC 0,88 \% Interviendrait dans le recyclage des

like protein 1

vésicules synaptiques

21-A Dihydropyrimidinase- Swiss-Prot
related protein 3

Y, Régulerait la fonction vésiculaire dans
le cone de croissance axonal




classe C protéines associées au cytosquelette

9 protéines sur les 39 identifiées ont été clasdéas cette catégorie (4-A, 7-A, 18-
A, 7-B, 10-B, 12-B, 17-B, 27-B et 28-B). La phospylation de l'actine et de la
tubuline pourrait étre impliquée dans la dynamigles microfilaments et des
microtubules cellulaires (Kim et al., 2005). Il ésinc possible que ces modifications
ainsi que celles des autres protéines du cytostgiglarticipent aux changements de
morphologie cellulaire associés a un traitementpmoique. En ce qui concerne le
sens de variation et les differences d’identités gmtéines retrouvées apres un
traitement chronique suivi ou non d’'un sevrage né&nes remarques que celles du

paragraphe précédent peuvent étre formulées.

classe M: protéines du métabolisme

6 protéines sur les 39 identifiees ont été clasdaas cette catégorie (16-A, 17-A,
11-B, 13-B, 14-B et 23-B). L'administration de dumginduit des modifications au
niveau du métabolisme cellulaire. Par exemple ®$a régions du cerveau
augmentent leur consommation en glucose suite guse de drogue (Samaha et
Robinson, 2005). Des adaptations similaires peugaet suggéerées au niveau des

voies métaboliques dans lesquelles ces 6 prot&itesiennent.

classe V: protéines impliquées dans le trafic vésiculaire

4 protéines sur les 39 identifiées ont été clasdars cette catégorie (2-A, 20-A, 21-
A et 27-B). Ces protéines pourraient étre impliguéans les modifications induites
par la morphine au niveau du trafic vésiculaire swia libération présynaptique de

neurotransmetteurs.

classe S protéine de signalisation

Seule la protéine adaptatrice 14-3-3 a été cladaée cette catégorie (18-B). Les
travaux de Garzoret al ont montré que lors d'un traitement a la morphilee,
protéine RGS9-2 interagit avec la protéine 14-&B8sda PAG (Garzon et al., 2005).
Une modification de I'état de phosphorylation deteceprotéine pourrait étre

impliquée dans cette interaction ou dans d’autnesme inconnues.

classe D: protéine impliquée dans le cycle, la croissasetkilaire
Une seule protéine sur les 39 identifiées a étésék dans cette catégorie : la
Proliferation-associated protein 2G4 (9-B).
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> classe T: protéine impliquée dans la transcription
Une seule protéine sur les 39 identifiées a égsémdans cette catégorie : la nuclear
protein Hce-1 (15-A).

d) Comparaison des résultats avec ceux issus de |’ analyse du protéome total

Sur les 53 spots d'intérét détectés au Pro-Q Dian@8 ont été identifies soit 73 %.
L’analyse différentielle réalisée apres coloratit@s protéines au bleu de coomassie colloidal a été
suivie par l'identification de 52 spots sur lessgibts d’'intérét détectés soit 94 % de réussitedeCet
différence de réussite (73 % contre 94 %) peutpdigder par une faible abondance de certaines
phosphoprotéines au sein du protéome et par coastaune plus grande difficulté pour les

identifier sans ambiguite.

4 protéines ont été identifiées a la fois au calesl’'analyse du protéome total et du
phosphoprotéome apres un traitement chroniquevmtahine : la Heat Shock Cognate 71 (spot 8,
1-A et 19-A), I'arsenical pump-driving ATPase (sf3t et 9-A), la nuclear protein Hcc-1 (spot 47
et 15-A), la dihydropyrimidinase related proteiot8 DRP-3 (spot 13, 2-A et 21-A). 2 isoformes de
cette derniére protéine (une forme légére 2-A etfonme lourde 21-A) ont été détectées. Le spot
13 dont l'intensité diminue apres 72h de traitenmeatphinique lors de I'analyse du protéome total
correspond a une forme moins acide de l'isoforngeré (2-A) dont l'intensité augmente. Méme si
le temps de traitement a la morphine n’est pas éeen(72hversus24h), ce décalage de point
isoélectrigue suggére que le degré de phosphamglate DRP-3 augmente aprés un traitement
chronique par la drogue.

Le raisonnement inverse peut étre réalisé pourd&eime Hsc 71. En effet, le spot 8 dont
l'intensité augmente aprés 72h de traitement maighé lors de I'analyse du protéome total
correspond a une forme moins acide que les spAtetl19-A dont les intensités diminuent. Méme
si encore une fois le temps de traitement a la hinepn’est pas le méme (72brsus24h), ce shift
suggere que le degré de phosphorylation de Hsdniihwk apres un traitement chronique par la
drogue.

En ce qui concerne les deux autres protéines comsndentifiées, aucun décalage du point
isoélectrique n’est observé entre le spot déteatéblau de coomassie colloidal et au Pro-Q
Diamond. De plus les intensités de coloration &w lile coomassie colloidal et au Pro-Q Diamond
varient dans le méme sens : augmentation pouehaal pump-driving ATPase (spot 37 et 9-A) et
diminution pour la nuclear protein Hcc-1 (spot 4716-A). Ces résultats suggérent pour ces

129



Tableau 11 (£ partie): Informations concernant la phosphorylation et la fonction
cellulaire des protéines identifiées suite a un tieement chronique a la morphine suivi
d'un sevrage. Pour chaque protéine identifiée, il est indiquéelieé est posséde un site de
phosphorylation selon la base de données Swissdrda littérature. Si la recherche est
infructueuse, la séquence protéigue a été sounitRhosK 1.0. Dans ce cas, il est indiqué le
site de phosphorylation le plus probable sur laisage protéique (acide aming, protéine kinase

correspondante, score (maximum = {g) pour la signification des classes P, C, M, VDSse reporter au
texte. (b) la description des fonctions est basides annotations de la banque de données SwissSFP(sérine),

T (thréonine), PKA (Protein Kinase A), PKC (Prot&imase C).

Spot Protéine Phosphorylation classe (a) fonction (b)
3-B Stress-70 protein  Bhat @Gflal , J Biol P Probable chaperonne
Chem. 2004
279(47):48915-22.
5-B T-complex proteinT366 PKC 0,9 P Chaperonne
1 subunit epsilon
7-B vimentin Swiss-Prot C Filaments intermédiaires de classe llI
tubulin beta-2 Swiss-Prot Constituants des microtubules
8-B protein disulfide- Sakai Jt al, Proteomics. P Catalyse le réarrangement des ponts disulfures

isomerase A3 2003 3(7):1318-24.

des protéines

9-B Proliferation- Swiss-Prot
associated protein
2G4

Interviendmdéns la régulation de la
croissance cellulaire et dans la signalisation du
récepteur tyrosine-kinase ERBB3

10-B beta actine Swiss-Prot C Constituant des microfilaments

11-B Mitochondrial T47 PKC 0,77 M Transporteur mitochondrial de glutaerett
ATP-Mg/Pi carrier d'aspartate dépendant du calcium

12-B actine beta Swiss-Prot (beta) C Constituant des microfilaments
actine gamma

13-B Transaldolase = Swiss-Prot M Impliquée dans la voie des pentoses phosp
Glyceraldehyde-3-Swiss-Prot Enzyme de la glycolyse
phosphate
dehydrogenase

14-B Glyceraldehyde-3-Swiss-Prot M Enzyme de lcglyse
phosphate
dehydrogenase

17-B Tubulin-specific Swiss-Prot C/P  Interagit@des intermédiaires de repliement
chaperone B de la tubuline alpha

18-B 14-3-3 gamma  Swiss-Prot (gamma) S Protéine adaptatrice impliquée dans de

14-3-3 theta Van Der Hoeven P&t nombreuses voies de signalisation
al, Biochem J. 2000 345
Pt 2:297-306.
19-B Peroxiredoxin-2 S111 PKA 0,78 Jouerait un ndlpartant dans I'élimination

des péroxydes générés par le métabolisme




Tableau 11(suite)

Spot Protéine Phosphorylation classe (a) fonction (b)

21-B RM12=39S S40 PKC 0,86 P Constituant des ribosomes
ribosomal protein
L12

23-B Deoxyuridine 5-  Swiss-Prot M Impliqué daasriétabolisme des nucléotides
triphosphate

nucleotidohydrolase

24-B ADP-ribosylation S146 PKC 0,81

P Protéine liant le GTP et activailieda toxine

factor 4 cholérique. Interviendrait dans le trafic de
protéines au niveau de l'appareil de Golgi
27-B Beta-centractin T70 PKC 0,87 C/V  Sous-unité dompglexe intervenant dans la
mobilité via les microtubules de vésicules
cellulaires
28-B Microtubule- Swiss-Prot C Interviendiddins la polymérisation des
associated protein microtubules
RP/EB family
member 1

29-B Tumor protein D54  Swiss-Prot

30-B T-complex protein 1Swiss-Prot )
subunit thetat et

Chaperonne

epsilon )
31-B Heterogenous Swiss-Prot P Une des pringparotéines liant les ARN pré
Nuclear messagers, interviendrait dans le métabolisme

Ribonucleoprotein K

de certains ARN




protéines que les variations d’intensité de coiomatau ProQ-Diamond correspondent a des

variations du taux d’expression de la protéine sefiet de la drogue.

4- Conclusion

La coloration au Pro-Q Diamond du phosphoprotéor®e@RM aprés séparation par SDS-
PAGE ne révélait gqu'un nombre restreint de proteipar rapport a celui détecté au bleu de
coomassie colloidal. Au contraire, I'approche bieitsionnelle présentée dans ce chapitre a permis
de détecter au moins autant de spots apres colotati Pro-Q Diamond qu’apres coloration au bleu
de coomassie colloidal. Ce résultat reflete pradrabht le fait qu’'une séparation bidimensionnelle
est particulierement utile pour séparer la fracpootéique phosphorylée de celle non phosphorylée
afin de détecter ultérieurement le phosphoprotéome.

La stratégie de détection du phosphoprotéome misew/re a permis de révéler un effet de
la morphine sur une centaine de phosphoprotéinggetprétation fonctionnelle de ces données est
compliquée d’abord puisqu’elles doivent étre vadslét précisées (modification de I'expression ou
du degré de phosphorylation, intensité de la viangiet ensuite puisque ces protéines interviennent
dans un grand nombre de fonctions cellulaires.

Enfin, il est & noter que I'extrapolation des dogsié cellulo vers I'animal est délicate.
Cependant, le fait que cing protéines identifiéesdgja été décrites comme étant modulées par la
morphine chez le rat suggere la validité de notoeléte cellulaire pour étudier les effets de la
drogue. Le méme constat avait déja été établi suitétude des effets de la morphine sur le
protéome total des cellules SH-SY5Y (voir parageapl page 113). Ainsi, les résultats présentés
dans ce chapitre fournissent une base de travaillfaude des modifications moléculaires induites

par la morphine dans le cerveau de rongeurs.
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A. Conclusion

L’objectif de mon projet de thése était d’identifeles adaptations moléculaires induites par
un traitement a la morphine dans des cellules deob&astome humain SH-SY5Y surexprimant le
récepteur MOP. Pour cela une approche globale pke pyotéomique différentielle combinant la
séparation des protéines par électrophorese, l&lateon spécifigue du protéome et du
phosphoprotéome, l'analyse d’'image et enfin l'idiesdtion des protéines par spectrométrie de

masse a été mise en ceuvre.

1- Analysedifférentielle du protéome apreés coloration au bleu de coomassie colloidal

Dans un premier temps, I'analyse différentielle@réalisée au niveau d’'un sous protéome
membranaire enrichi en protéines de signalisaties :DRM. Cette étude a permis de montrer
gu’un traitement chronique a la morphine des cefilH-SY5Y conduit a une downrégulation des
protéines @i, Gais, GB1, GB, et prohibitine dans les DRM. La downrégulation gestéines G
dans les DRM refléte leur diminution globale aunnsdu protéome des cellules SH-SY5Y apres un
traitement chronique a la morphine. D’un point de Yonctionnel, nous avons établi qu’il existe
une étroite corrélation entre la downrégulationlalerotéine @ et la sensibilisation de I'AC,
phénomeéne impliqué dans les effets a long termdadmorphine chez l'animal. De plus, la
downrégulation de la protéineGst associée a celle de la protéing. Glous avons montré que la
diminution de I'abondance du dimergd¥ apres un traitement chronique a la morphine résiét
sa dégradation par le protéasome. Ainsi, nous apoIPOSE un nouveau meécanisme moléculaire
impliqué dans le phénomene de sensibilisation A€ Kans lequel la dégradation du dimeréys
par le protéasome conduirait & une levée de litibib tonique de I'AC. Un mécanisme de
régulation de l'activité de I'AC par une inhibitidonique des protéines G a d'ailleurs déja été mis
en évidence dans d’autres contextes biologiquee¢Riet al., 2004; Rau et al., 2003).

Au deld de ce mécanisme moléculaire, nos travaggesent pour la premiére fois que la
voie de dégradation du protéasome est impliquée @@nadaptations moléculaires a un traitement
chronique a la morphine. Bien que nouveau dangotexte, 'implication du protéasome dans la
dépendance aux drogues est appuyée par de nomipa@axix montrant que la voie ubiquitine
protéasome joue un réle essentiel dans la plastisytnaptique (Bingol et Schuman, 2006;
DiAntonio et Hicke, 2004; Ehlers, 2003; Yi et EldgR2005).

Dans un second temps nous avons cherché a identége adaptations moléculaires a un

traitement chronique a la morphine au sein de éeride du protéome des cellules SH-SY5Y.
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Ainsi, nous avons procedeé a la séparation desipestar électrophorése bidimensionnelle. Cette
analyse a plus grande échelle a permis d’identifesr protéines du métabolisme, de signalisation,
du cytosquelette, de la régulation transcriptiolenétraductionnelle ou encore du trafic vésicidair
qui pourraient étre impliquées dans les adaptatetfislaires a la morphine. Ces adaptations restent
encore a valider par western blot au sein desleslBH-SY5Y mais également dans des régions du
cerveau impliquées dans la dépendance.

Il est important de noter que nous avons été cotéeoa la difficulté d’interpréter ces
derniers résultats d’'un point de vue fonctionnle$’dgit 1a d’un probleme courant et commun aux
études a grandes échelles telles que la protéonugua génomique. En ce qui concerne les
données issues de cette deuxieme partie de moail tchey these, il est d’abord apparu difficile
d’extrapoler des modifications moléculaires obsesv@u niveau d’'un modele cellulaire a des
phénomenes décritie vivo. L'interprétation des résultats n'a pas été uromvénient lors de
lanalyse des DRM puisque ces microdomaines étampliqués dans la signalisation, les
modifications décrites pouvaient étre plus facilameorrélées a des adaptations cellulaires a la
drogue comme la sensibilisation de I'AC. Ensuitéaavue de nos résultats, il ressort que les
protéines affectées par un traitement a la morptares les cellules SH-SY5Y varient dans des
proportions relativement faibles. Il est alors ptiificile d’interpréter la signification et I'impa
fonctionnel de tels changements méme si de fail@estions peuvent avoir des conséquences au
niveau cellulaire (la protéineff=diminue d’environ 30 %). Les résultats expérimartde ma thése
montrent l'intérét du fractionnement cellulaire dadfanalyse protéomique. Limiter I'étude a un
domaine (DRM) ou un compartiment fonctionnel (noyaitochondrie etc.) permet de détecter des
modifications moléculaires plus subtiles tout erprépendant plus aisément le role de ces

modifications.

2-  Analyse du phosphoprotéome par coloration au Pro-Q Diamond

Dans la seconde partie de mon travail de thésejni@é une analyse différentielle du
phosphoprotéome des cellules SH-SY5Y suite a utemnant a la morphine. Il s’agit ici d’'une
forme de fractionnement cellulaire puisque les phogrotéines ne représentent qu’une fraction du
protéome total. Nous nous sommes de plus focadiseses protéines dont le point isoélectrique
était compris entre 4 et 7.

Pour révéler spécifiquement les protéines phospéesy nous avons utilisé le colorant
fluorescent Pro-Q Diamond. Nos résultats confirnmgrg le Pro-Q Diamond est un outil efficace
pour la détection spécifique des phosphoprotéinéspendant, l'analyse différentielle du

phosphoprotéome aprés un traitement a la morphiaepas permis de révéler d’importantes
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variations du degré de phosphorylation des prateidd’heure actuelle, il n’est pas possible dedir

si ce résultat correspond a une réalité biologiowe un probleme d’ordre pratiqgue. Malgré tout
certaines protéines dont I'état de phosphorylagisnhconnu pour étre modulé par la morphine ont
pu étre identifiées (dihydropyrimidinase-relatedtpm, protéine 14-3-3 etc.). Pour les autres
protéines, la variation de leur niveau de phosghtion apres un traitement a la morphine devra

étre validée par des approches biochimiques combiirmamunoprécipitation et le western blot.

B. Perspectives
1- Incdlulo

Au niveau des cellules SH-SY5Y, des travaux sontcears afin de décortiquer le
mécanisme moléculaire conduisant a la dégradatioirdere @y- lors d’'un traitement chronique
a la morphine. Il s’agit dans un premier temps axtma en évidence I'éventuelle ubiquitinylation
de la protéine & lors d’'un traitement a la morphine, par exempleesapmmunoprécipitation de
Gy- suivi d’'un western blot anti-ubiquitine. Les prems résultats obtenus par Lionel Moulédous
semblent indiquer que la protéing,Gst effectivement ubiquitinylée lors d’un traiterhepar la
drogue. Ensuite, I'objectif est d’identifier I'uhigine ligase qui catalyse I'étape de liaison de
'ubiquitine a la protéine (. L'attention sera d’abord portée sur les ubigeitiyases de la voie
« N-end rule » puisqu’il a été montré que la prutéBy, est un substrat de cette voie de dégradation
(Hamilton et al., 2003). L'invalidation fonctionnelde ces ubiquitine ligases peut étre envisagée
par l'utilisation d’inhibiteurs spécifiques (Baket Varshavsky, 1991) ou par ARN interférence.
Enfin, il s’agira de savoir si I'inhibition de I'uguitinylation de la protéine % corréle avec une
diminution de l'intensité de la sensibilisation|teC révélée lors d’'un sevrage.

La présence du récepteur MOP et de ses protéimssdgiées dans la fraction DRM est une
indication du réle potentiel de la micro-compartitegion membranaire dans l'organisation des
voies de signalisation opioide et la régulation’d€. Récemment, Zhaet al ont montré qu’un
traitement chronique a la morphine de cellulesyge tHEK exprimant le récepteur MOP, suivi
d’'un traitement par un chélateur de cholestérabimtte phénomeéne de sensibilisation de I'AC lors
du sevrage (Zhao et al., 2006). Selon les autesirsed travaux, la localisation du récepteur MOP
dans les DRM est nécessaire a la révélation dugohéne de sensibilisation de I'AC. Ainsi a
l'instar d’autres RCPG (Ostrom et Insel, 2004) signalisation du récepteur MOP pourrait étre
confinée dans les DRM. De plus des travaux réceffiectués dans I'équipe ont montré qu’une
déplétion en cholestérol des cellules SH-SYS5Y é@mdin une sensibilisation de I'AC. Par

conséquent, le confinement de 'AC dans les DRMriiu étre important pour sa régulation,
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indépendamment du récepteur (Cooper, 2005). Ceamsiges méritent également d’étre étudies

plus précisément.

2- In vivo

La découverte que le protéasome est impliqué dessatlaptations moléculaires a un
traitement chronique a la morphine dans les calugH-SY5Y ouvre un nouveau champ
d’investigations sur la dépendance a la morphisgytalors inexploré. Ainsi, une suite logique de
mon travail de theése consiste a étudier le rélld®ie ubiquitine-protéasome dans les adaptations
moléculaires et comportementales a la suite daitetnent chronique a la morphiimevivo.

a) Réle du protéasome dans les comportements associés a la dépendance a la
morphine

Afin d’examiner le réle éventuel du protéasome dandépendance a la morphine, il s’agit
dans un premier temps d’établir si la dégradatiemprbtéines par le protéasome est nécessaire a la
formation ou a I'expression de comportements aésoaila dépendance. Pour cela un inhibiteur
spécifique et irréversible du protéasome commadeatystine pourra étre injedtesitu dans des
régions du cerveau impliquées dans la dépendanka, (Woyau accumbens, cortex préfrontal etc.)
préalablement a une administration de morphine @upécipitation d’'un sevrage. La préférence
de place conditionnée ainsi que l'intensité despgpmes somatiques du sevrage pourront alors étre
mesurées et comparées a des animaux controles.

Afin de cibler plus spécifiguement une voie de déagtion, les mémes tests
comportementaux pourront étre mis en ceuvre chesa@ss transgéniques knock-out pour les
génes codant des ubiquitine ligases de la voieerdN+tule » (ex : UBR1 et UBR2). De telles

lignées ont déja été construites dans I'équipeakahder Varshavski (Caltech).

b) Rdle du protéasome dans | es adaptations moléculaires ala morphine

L'un des enjeux de la recherche sur la dépendangedeogues est de déterminer les
corrélats moléculaires de ses manifestations eglés et comportementales. Une combinaison
d’approches de type protéomique différentielle 'ghhunorévélations pourra étre mise en ceuvre
dans des régions spécifiques du cerveau issuesndiax naifs ou traités a la morphine en présence
ou non d’inhibiteurs de protéasome. Les substratia dioie ubiquitine-protéasome pourraient étre
aussi purifiés par colonne d'affinité de type GSiBibnnée a la protéine S5a, une sous-unité du

protéasome possédant une forte affinité pour legépres polyubiquitinylées (Ehlers, 2003).
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L’objectif est ainsi d’identifier des protéines ghitinylées et / ou dégradées par le protéasonte sui

a l'induction de la préférence de place ou du sgv/diun animal.

L’ensemble de ces travaux pourrait éclaircir lerdé la voie ubiquitine-protéasome dans le
développement et I'expression des comportemenssdida dépendance. De plus, il permettrait
d’identifier de nouvelles cibles moléculaires asses a un traitement a la morphine. Plus
généralement cette recherche s'inscrit égalemens da compréhension du réle de la voie
ubiquitine-protéasome dans les mécanismes moléeslanpliqués dans la plasticité synaptique et

donc I'apprentissage et la mémoire.
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