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Immunologie

MODULATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE

CHEZ LES INVERTEBRES ET LES VERTEBRES

MAMMALIENS PAR LES PEPTIDES OPIOIDES
ET LES SUBSTANCES OPIACEES

par
C. LEFEBVRE, A. TASIEMSKI
et M. SALZET*

Les peptides opioides et les substances opiacées interviennent, soit dans l'initiation,
soit dans l'inhibition de la réponse immunitaire. Chez les invertébrés et les vertébrés, il
existe d’'une part de grandes similitudes concernant les précurseurs des peptides opioides,
leur processus de maturation et les peptides qui en sont issus. Ces derniers interviennent
comme médiateurs de la réponse immunitaire. D’autre part, I'action des substances opiacées
comme inhibiteurs de la réponse inflammatoire est fortement conservée. Ces analogies
constatées entre invertébrés et vertébrés mettent en évidence I'apparition dés le début de
I'évolution d'une stratégie immunitaire efficace, perfectionnée et conservée au cours du
temps. Les boucles de régulation impliquant les peptides opioides et les substances opiacées,
correspondent a un héritage vieux de 600 millions d'années particulierement performant
puisque conserveé jusqu’a 'homme. Toutefois, la complexité des systeme nerveux et immu-
nitaire chez les mammiféres rend I'étude de ces mécanismes fondamentaux particulierement
difficile. C’est pourquoi, une approche alternative consiste a développer des modeles d'étude
invertébrés plus simples, afin de mieux comprendre les processus mis en jeu lors de la
réponse innée, dont les signaux sont a 'origine de la réponse adaptative chez les vertébrés.

Opioids and Opiates : immune response moderation
in both Invertebrates and Mammals

Opioids and opiates are involved both in the initiation and the inhibition of immune
responses. Similarities concerning opioids precursors, their processing and the subsequent
peptides have been shown in invertebrates and vertebrates. The subsequent peptides are
involved in moderation of the immune system through their antibacterial activity and/or
their capacity to induce inflammatory response. The inhibition of immune response by
opiates is highly conserved in the course of evolution.



348

Bulletin de la Société zoologique de France 124 (4)

The analogies between vertebrates and invertebrates underline an efficient and
sophisticated immune strategy in which opioids and opiates play an important role. They
appeared in invertebrate mechanisms which evolved at least 600 millions years ago.
However, the complexity of nervous and immune systems makes difficult the study in
mammals. Therefore, another approach consists of developing invertebrates models. They
are appropriate to delineate innate response mechanisms. These processes are all the more
important since vertebrate adaptive responses are generated from them.

Introduction

Jusqu’au XIX siécle, toutes les fonctions et toutes les manifestations physiolo-
giques, y compris les réactions immunitaires étaient considérées comme étant sous le
contréle du cerveau, assurant 'homéostasie de l'organisme, face aux maladies.
Limmunologie a connu un essor considérable par les découvertes d’Elie Metchnikoff
sur la phagocytose et par celles de Louis Pasteur sur la vaccination. Dés lors, chercheurs
et médecins ont compris I'importance du systeme immunitaire et I'ont percu comme
seul intervenant dans la réponse de I'organisme aux agressions étrangéres. Il a fallu
attendre la seconde moitié de notre siécle pour que les questions relatives aux intercon-
nections possibles entre systéme nerveux et immunitaire soient remises au goQt du jour.

Depuis ces quinze dernieres années, différents travaux ont montré d’'une part que
des changements de I'état mental (stress, hypnose) influencent les réponses immunes et
ainsi la résistance de I'organisme aux maladies (Fig. 1), et d’autre part que le systéeme
immunitaire active des voies périphériques (ex : nerf vague) et centrales afin, par
exemple, de produire I'état fiévreux qui accompagne une infection (DANTZER, 1994,
ELMQUIST et al., 1997, HANSENEet al., 1998). Ces relations font intervenir diffé-
rentes voies nerveuses, l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, la voie sanguine
(Fig. 1) et différentes molécules comme des peptides (CRH, ACTH), des monoamines
(noradrénaline, adrénaline et dopamine), des glucocorticoides, des cytokines (IL1, IL6,
TNFa), des peptides opioides, des substances opiacées (morphine, anandamide) et des
radicaux libres médiateurs comme le NO (OTTAVIA&tl al., 1996). SMITHet al.

(1992) ont confirmé l'existence d’'un échange bidirectionnel d’informations entre les
systemes neuroendocrine et immunitaire via des messagers intercellulaires. De plus, ils
ont été les premiers a montrer que des peptides comme I'’ACTH étaient également expri-
més par des cellules immunitaires (BLALOCK et SMITH, 1985). De la méme maniére,
certaines cytokines sont exprimées par les cellules du systéme nerveux (neurones, astro-
cytes, microglie) a la suite d’infections centrale ou périphérique, d’'ischémie ou de mala-
dies neurodégénératives (MERRILL et BENVENISTE, 1996).

De I'ensemble de ces travaux émerge un nouveau domaine de recherche chez les
mammiferes résultant de linterdisciplinarité entre I'immunologie, la neurobiologie,
I'endocrinologie et méme la psychiatrie que 'on nomme la neuroimmunologie, voire
chez 'homme la psychoneuroimmunologie (MAIERal.,1994). Cependant, la com-
plexité des systémes nerveux et immunitaire chez les mammiféres rend I'étude appro-
fondie de ces interactions neuroimmunitaires particulierement difficile. Une approche
alternative est de développer un modéle d'étude invertébré plus simple, qui partage
néanmoins les mécanismes fondamentaux des mammiféres. Les nombreux travaux réa-
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lisés a partir d®rosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Aplysia californica

ou Hirudo medicinalisont démontré I'intérét des modéles invertébrés dans des théma-
tiques aussi variées que le développement, I'immunité, I'apoptose, le vieillissement ou
différents champs d’étude en neurobiologie. Dans cette revue nous nous attacherons a
préciser I'intérét respectif des modéles invertébrés et vertébrés dans I'étude de la modu-
lation du systéme immunitaire par les messagers endocriniens.
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Figure 1

Interactions entre systémes nerveux, endocrinien et immunitaire chez les mammiferes
(modifié par WEIHEet al.,1998).
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Mécanisme inné de la réponse immunitaire : implication des peptides opioides

Les messagers chimiques de type hormonal libérés par les cellules immunitaires
sont nombreux (WEIGENT et BLALOCK, 1997, STEFAN®Dal.,1996a). Parmi ceux-
ci, nous nous sommes focalisés sur les peptides opioides et les substances opiacées
(STEFANOet al.,1996a, 1996b, STEFANO et SALZET, 1999ALZET et STEFANO,
1999).

La dénomination peptides opioides regroupe trois substances : les enképhalines,
les dynorphines et les endorphines. Ces molécules présentes chez les vertébrés (PATEY
et ROSSIER, 1986) sont également présentes chez les invertébrés (HARRISOQN
1994) (Tableau 1). Elles sont issues de trois précurseurs inactiéssproenképhaline,
la prodynorphine et la pro-opiomélanocortine (POMC) (Fig.2).

Tableau 1

Peptides opioides chez les invertébrés (HARRISON, 1994).

Espéces Peptides Méthode
de détection

PROCARYOTES

Staphylococcus aureus ME. RIA

EUCARYOTES

Protozoaires

Tetrahymena ACTH, R endorphine ICC

Plathelminthes
Planaires
Schistosoma mansoni

Insectes
Calliphora vomicata
Drosophila drosophila

Locusta migratoria
Leucophaea madera
Mollusques

Mytilus edulis

Lymnaea stagnalis

Aplysia californica

Annélides
Lumbricus terrestris

Theromyzon tessulatum

et dynorphine.

a-MSH.
ME
3 endorphine, ACTHy-MSH

ME, LE

MERGL, a-néoendorphine,
ME & LE

ME, ACTH eta-MSH

ME, LE et MERGL.

ME, LE et MERF

ME, LE, MERF, MERGL,
dynorphine, ACTH eti-MSH.
ME et MERF.

3 endorphine, LE et ME.
ME, LE, a-néoendorphine,
y-MSH, ACTH et dynorphine

Northern blot
ICC
RIA, HPLC

ICC
ICC
ICC
HPLC, RIA
ICC

Microséquence
et HPLC
Microséquence
HPLC

ICC, HPLC

ICC
Microséquence

ICC, Immunocytochimie ; RIA , radioimmunoassay ; HPLC, High performance liquid chromatography ;
ME, Méthionine-enképhaline ; LE, Leucine-enképhaline ; MERF, Méthionine-enképhaline [Arg6, Phe7].
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(Dyn A-like: dynorphine A-like; Dyn B-like: dynorphine B-like; Met-Enk: Methionine-enképhaline; Leu-
Enk: Leucine-enképhaline; Enk-LRGL: enképhaline-Methionine Arginine Glycine Leucine; Enk-MRF:
enképhaline-Methionine Arginine Phenylalanine; All: Angiotensine 11.)

Figure 2
Structure des précurseurs d'opioides chez la safigmremyzon tessulatu(BALZET et al.,1997b).

De multiples travaux chez les vertébrés comme chez les invertébrés (STEFANO
al., 1996a) montrent que les peptides opioides et notamment les enképhalines et les
endorphines possédent la faculté de moduler la réponse immune (STEEANDI89,
1996a, SCHARRER et STEFANO, 1994). Chez les vertébrés, de nombreuses données
concernent la POMC (WEIGENT et BLALOCK, 1997) et la proenképhaline (STEFANO
et al., 1996a) (Tableau 2). La POMC contient deux molécules capables de moduler le
systeme immunitaire : la R-endorphine et 'hormone adrénocorticotrope (ACTH). Leurs
modalités d’action sont différentes voire opposées. En effet, la 3-endorphine est immu-
nostimulatrice alors que 'ACTH et surtout son produit de maturation : 'hormone méla-
nostimulante ¢-MSH ou ACTH(1-13)) sont immunosupresseurs (LIPTON et
CATANIA, 1997). La R-endorphine est libérée par de nombreuses cellules immunitaires
telles que les lymphocytes et les macrophages. Son action rejoint celle d’un autre peptide
opioide, la méthionine enképhaline (Met-enk) produit issu de la maturation de la proen-
képhaline. Ces deux peptides possedent la capacité de simuites la migration des
neutrophiles, des monocytes et des lymphocytes T (STEFANO et al., 1896@),des
injections chroniques de ces deux opioides entrainent la migration de ces mémes cellules
vers le site d'injection (STEFANG@t al., 1996a). L'action de ces deux neuropeptides
passe par des récepted® qui ont été caractérisés tout d'abord chez les invertébrés
(STEFANO et al., 1989) puis chez les vertébrés au niveau des neutrophiles, des lym-
phocytes, des monocytes et plus récemment au niveau de I'endothélium des veines
saphéenes humaines (STEFANOal.,1989, 1998a). lIs entrainent a la fois la migration
des cellules qui deviennent amiboides et la libération de cytokines proinflammatoires
(SMITH, 1997). De récents travaux ont par ailleurs montré une augmentation des taux
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d’ARN messagers codant pour la pré-proenképhaline au niveau des monocytes de sang
périphériqgue humain lorsque ceux ci sont mis en présence de cytokines de type Th2 (l16)
(KAMPHUIS et al.,1998). Par conséquent on peut penser que la présence simultanée de
certaines cytokines et de certains opioides au niveau d'un site d'infection favoriserait et
maintiendrait l'inflammation (WEIGENT et BLALOCK, 1997). Ce mécanisme est
régulé par une métalloprotéase : I'endopeptidase neutre (NEP 24.11)/CD10/enképhali-
nase (SHIPRt al.,1990). Cette enzyme, localisée sur la membrane plasmique des cel-
lules inflammatoires humaines, assure en effet le catabolisme de la Met-enk. Il est
intéressant de noter que cette enzyme intervient aussi au niveau du systéme nerveux
comme enképhalinase (TURNERal.,1994).

Tableau 2

Action des messagers endocriniens sur les cellules immunitaires de Vertébrés.
(WEIGENT et BLALOCK, 1997, STEFANO, 1996a, KLEIN, 1998).

Type cellulaire Fonction Messager Effet

Lymphocyte T Prolifération Anandamide, Morphine
Enképhalines +
ACTH (1-24) et +
3 endorphine
ACTH (1-19), MSH

Lymphocyte B IgE Anandamide, Morphine +
Enképhalines -

1gG Anandamide, Morphine
Enképhalines +
ACTH (1-39), MSH

Macrophage Phagocytose Anandamide, Morphine -
Enképhalines +
ACTH (1-24) -

ACTH (1-39), MSH

Natural Killer Cytotoxicité Anandamide, Morphine SE
Enképhalines +
ACTH (1-39), MSH -
ACTH (1-24) +
R3-endorphines +

(+ : activateur ; - : inhibiteur ; SE : sans effet.)

La proenképhaline : précurseur de médiateurs de la réponse inflammatoire

Les précurseurs d’opioides sont présents a la fois chez les vertébrés (PATEY et
ROSSIER, 1986) et chez les invertébrés (SALZET et STEFANO, 1999,
STEFANO et SALZET, 1999 (Tableaux 3a, 3b, 3c). Récemment, une proteine appa-
rentée a la proenképhaline a été caractérisée chez la sdingsamyzon tessulatum,
mais également chez la moiigrtilus eduli(SALZET et STEFANO, 1997a, STEFANO
et al.,1998b). Celle-ci contient des peptides opioides dont la Met-enk et de la leucine
enképhaline (Leu enk) dans les proportions 1/2, de la méthionine enképhaline arginine
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Tableau 3a

Pourcentage d’identité de séquence entre la proenképhalMgtitles edulis
et ses peptides dérivés avec celles de sangsues et de vertébrés
(SALZET et STEFANO, 1999, STEFANO et SALZET, 1999
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Mytilus

Sangsue Xénope Cochon d’Inde Homme
(%) (%) (%) (%)
Proenképhaline 15 254 50 39
Met-Enképhaline 100 100 100 100
Leu-enképhaline 100 100 100 100
Met-Enk R G L 100 100 100 100
Met-Enk R F 100 100 100 100
Synenképhaline 10 15 20 20
Peptide B, Enkélytine 95 92 98 96
Amidorphine 10 70 65 70
Tableau 3b
Pourcentage d’identité de séquence entre la POM@ytikus edulis
et ses peptides dérivés avec celles de sangsues et de vertébrés
(SALZET et STEFANO, 1999, STEFANO et SALZET, 1999
Mytilus Sangsue Xénope Cochon d’'Inde Homme
(%) (%) (%) (%)
POMC 51.3 31.6 40.26 35.3
ACTH 91.2 92.2 93.3 94.7
y-MSH 32 92 95 93
a-MSH 80 87 90 100
CLIP 90 88 95 95
y-LPH 38 8 5 5
3-endorphine 25 21 20 18
Met-enképhaline 100 100 100 100
Tableau 3c

Pourcentage d’identité de séquence entre la prodynorphidgtdes edulis
et ses peptides dérivés avec celles de sangsues et de vertébrés
(SALZET et STEFANO, 1999, STEFANO et SALZET, 1909

Mytilus Sangsue Xénope Homme
(%) (%) (%)
Prodynorphine 21.8 55 35
3-Néo-endorphine 100 100 100
a-Néo-endorphine 100 100 100
Dynorphine A 100 70.5 70.5
Dynorphine B 100 85.7 85.7
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glycine leucine (Met-enk arg gly leu) et de la méthionine enképhaline arginine phényla-
lanine (Met-enk arg phe) (Tableau 3a). Tous ces peptides sont flanqués de sites dibasiques
qui sont des sites potentiels de clivage. La proenképhaline de sangsue présente une homo-
logie de séquence relativement faible avec la proenképhaline humaine. En revanche, les
principes actifs sont trés conservés (tableau 3a). On peut également noter une forte
conservation du coté C-terminal des pro-enképhalines au cours de I'évolution (Tableau 4).
Elles possedent toutes des molécules apparentées au peptide B et a I'enkélytine bovine
avec une identité de séquence de l'ordre de 90% (SALZET et STEFANO, 1997a,
STEFANOet al.,1998h, GOUMONEt al.,1996). Ces deux molécules possedent des acti-
vités antibactériennes spécifiquement contre les bactéries Gram+ lorsqu’elles sont sous
des formes bi-phosphorylées (GOUM@Nal., 1996, 1998). La partie N-terminale est
moins conservée entre les vertébrés et les invertébrés (SALZET et STEFANO, 1997a). Le
peptide antibactérien, synenképhaline (fragment 1-72) présente 15% d’homologie avec
celui présent chez la moule et 45% avec la partie C-terminale du peptide présent chez la
sangsue (STEFANO et SALZET, 1999STEFANO et al.,, 1998b) (Tableau 4).
L'amidorphine (fragment 80-105 de la proenképhaline bovine) (SEIZINGER et al., 1985)
présente 40% d’identité avec ceux apparentés présents chez les invertébrés (STEFANO et
SALZET, 1999, STEFANOEet al.,1998b) (Tableau 3a).

Tableau 4

Séquence du peptide B de différentes especes d'invertébrés et de vertébrés : Sangsue, Moule, Souris, Rat,
Cochon d’Inde, Cochon, Beeuf et Homme (les astérisques indiquent les acides aminés conservés quelle
gue soit I'espéce ; la partie soulignée correspond a la séquence de I'enkélytine).

Espéces' * * dkk kk ok kkkkkkk K * %k Kk % kK Kk
Sangsue FAEFLPSEEEGESYSKEVPEMERRYGGFMRF
Moule FAEFLPSEEEGESYSKEVPEMEKYYGGEMRF
Souris FAEELPSDEEGENYSKEVPEIEKRYGGFMRF
Rat FAESLPSDEEGESYSKEVPEMEKRYGGFMRF
Cochon d’Inde FAEFLPSDEEGESYSKEVPEMEKRYGGFMRF
Cochon FADSLPSDEEGEGYSKEVPEMEKXYGGFMRF
Boeuf FAEPLPSEEEGESYSKEVPEMEKRYGGFMRF
Homme FAEALPSDEEGESYSKEVPEMEKRYGGEMRF

Chez les vertébrés, la synenképhaline et ses produits de dégradation sont synthé-
tisés et sécrétés par les lymphocytes humains quand ils sont activés (PADRIQS
1989). lIs participeraient a la réponse proliférative de ces cellules. La Met-enk stimule
in vitro la migration des immunocytes chez les vertébrés (STEF&N@I., 1989).
KOWALSKI et al.(1998) ont démontré que la Met-Enk stimule la prolifération des cel-
lules B et T. SIZEMORIEt al.(1991) ont par contre montré que la leucine-enképhaline
(Leu-enk) et ses produits de dégradation stimulent la prolifération de cellules cyto-
toxiques T et de lymphocytes T auxiliaires. Récemment, GOUMO®AI. (1998) ont
mis en évidence la libération de proenképhaline, peptide B, enkélytine, des fragments
(1-68, 1-17, 116-117) de la proenképhaline dans les fluides d'infections.
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Ces résultats ont suscité I'étude de la cinétique de maturation de la proenképha-
line lors de différents stregg. injection de lipopolysaccharides, Iésion tégumentaire et
chocs électriques au niveau du systéeme nerveux chez les invertébrés (TASIEMSKI et
SALZET, 1997, 1998). Les résultats ont montré une maturation du coté C-terminal
(Fig. 3) avec libération dans le liquide coelomique dés les premiéres minutes qui suivent
le stimulus, du peptide B sous forme active et de la Met-Enk (maximum & 15 minutes).
Cette libération s’exerce dans les trois types de traitement. Cet effet est dose-dépendant.

KRRG KK RY

N-term C-term

Met-enk.
Met-enk. E
Leu-enk.
(N
Peptide B
Met-enk. RGL
Met-enk. RF Peptide B

Met-enk. RF

Figure 3
Schéma de maturation de la pro-enképhaline de la safgsvemyzon tessulatum.

Sous l'influence des LPS, la proenképhaline de sangsue subit une maturation dans les quinze premiéres
minutes qui suivent la stimulation, pour libérer de la Met-enk ainsi qu’un fragment de 5,4 kDa renfermant

le peptide B. Ce fragment est ensuite clivé pour libérer le peptide B. Le catabolisme de ce peptide anti-
bactérien va alors assurer la formation de Met-enk.RF: peptide opioide qui présente, tout comme la
Met-enk., la faculté d’activer et de recruter les immunocytes de sangsue.
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La maturation de la proenképhaline entraine la libération de Met-Enk. Ce peptide
opioide est capable d’activer les cellules immunitaires d’'invertébrés (STEEANIQ

1989, 1991a, 1996a) en agissant sur les récepidyssésents a la surface de ces cel-

lules (STEFANCet al., 1989). Il agit comme un signal chimiotactique qui assure, en
plus de leur activation, le recrutement des cellules immunitaires. Ce mécanisme néces-
site un certain laps de temps pendant lequel la protection antibactérienne est notamment
assurée par le peptide B et son produit dérivé, I'enkélytine. La co-libération de peptide
antibactérien et de Met-enk pourrait donc représenter une réponse neuroimmune unifiée
face a une agression extérieure (Fig. 4). De la méme facon, le peptide B de sangsue est
ensuite clivé pour libérer la Met-enk arg phe, présente a son extrémité C-terminale.
Le peptide B a une durée de vie relativement longue (d’au moins 4 heures) ce qui per-
met donc un apport étalé dans le temps de cet heptapeptide. La Met-enk arg phe assure
I'activation des cellules immunitaires d'invertébrés et des granulocytes humains
(STEFANOet al.,1991b, 1999). Les cellules inactives et rondes deviennent amiboides

et suivent le gradient de chémotaxie établi par la Met-enk arg phe. Le peptide B posséde
donc un double réle dans la réponse immunitaire des invertébrés puisqu’il assure dans
'immédiat son action bactéricide puis son produit de dégradation permet le recrutement
des cellules immunitaires (Fig. 4).

Lipopolysaccharides
\ (2 +  Cytokines (II-1, 1I-6 etc.).
Proenképhaline <: Enképhalines Molécules d’adhésion
Peptide B Recrutement des immunocytes

N Cytotoxicité des cellules NK.
. ’/’_ Enkélytine
Activité
antibactérienne

+

Met-enk-Arg-Phe

Figure 4

Schéma hypothétique de l'initiation de la réponse inflammatoire :
mécanismes de la réponse immunitaire innée.

Son clivage en Met-enk arg phe est di a des métalloenzymes (la NEP et 'ACE),
présentes a la fois au niveau de la membrane plasmique de ccelomocytes et dans le
liquide ccelomique (SALZET et STEFANO, 1999, STEFANO et SALZET, 1999,
LAURENT et al.,1998). Ces deux enzymes sont connues pour étre des peptidases mais
pourraient également intervenir dans le processus de maturation de la pro-enképhaline
en coopération avec des pro-hormones convertases de type PC1/PC3, enzymes récem-
ment mises en évidence au niveau des leucocytes humains (LAMENBGILAL997,
JOHANNING et al., 1998). Ces résultats nouveaux sont en accord avec ceux obtenus
par ISAACet al. (1998) chez I'insecte, montrant qu'vitro ’ACE d’insecte peut cli-
ver de longs peptides au niveau de sites dibasiques. De plus, cette enzyme est co-loca-
lisée avec des précurseurs de neuropeptides a la fois chez I'insecte @SAIATCI98,
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SCHOOF et al., 1998, VEELAERT et al., 1999) et chez la sangsue (VANDEN-
BULCKE et al.,1997).

Ce processus semble généralisable a d’autres especes. En effet, lors d'opérations
a cceur ouvert, la proenképhaline est clivée pour libérer du peptide B, de I'enkelytine et
de la Met-enk (TASIEMSKI et SALZET, 1997, 1998). On peut penser que cette matu-
ration est assurée par les PC1/PC3 présentes au niveau des monocytes et des lympho-
cytes (LAMENDOLA et al.,1997, JOHANNINGet al.,1998). La cinétique effectuée
montre la libération immédiate de peptide B et d’enkélytine humaine et de la Met-enk
apreés l'incision du patient. Si I'on corréle ces résultats a ceux de NISE&IN1997)
montrant que les enképhalines sont présentes au niveau des macrophages tissulaires, on
peut émettre I'hypothese suivante : apres l'incision, les cellules immunitaires libére-
raient de la Met-enk et des peptides antibactériens issus de la proenképhaline. La Met-
enk va activer et recruter des cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les
lymphocytes et les monocytes. Pendant ce temps, ces peptides antibactériens vont agir
comme premiére barriére face a une infection bactérienne potentielle. Le peptide B, pré-
sent également au niveau du sang humain, laisse supposer que tout comme celui de la
sangsue, il sera clivé par la NEP afin de libérer la Met-enk arg phe. L'action de cette der-
niére sur les cellules immunitaires de vertébrés est semblable a celle de la Met-enk.

Les molécules dérivées de la proenképhaline peuvent par conséquent étre consi-
dérées comme des molécules proinflammatoires lors d’'une opération a cceur ouvert. Des
travaux récents ont de plus montré que la Met-enk augmentait les taux d’ARN messa-
gers codant pour I'll-6 des macrophages péritonéaux de souris (ZHOBIG1998).

L'll-6 est une cytokine proinflammatoire dont le taux augmente lors des opérations a
cceur ouvert. Elle interviendrait entre autres dans la réaction systémique de phase aigué
lors de ce type d'opération. Le réle de la Met-enk comme molécule proinflammatoire
va plus loin car recemment STEFANDal. (1999) ont montré que la Met-enk, en agis-

sant au niveau des réceptedts présents a la surface de I'endothélium des veines
saphénes augmente I'adhérence des granulocytes et donc favorise leur migration vers
les tissus. Tous ces éléments tendent a montrer que la Met-enk. est un initiateur de la
réponse inflammatoire des malades opérés a coeur ouvert. De plus, I'action de la Met-
enk arg phe est identique en tout point a celle de la Met-enk. ce qui implique que le pep-
tide B par son clivage en Met-enk arg phe joue un réle important dans I'entretien de la
réaction inflammatoire.

Ces résultats permettent donc de supposer que certains mécanismes présents chez
les invertébrés ont été conservés au cours de I'évolution jusqu'a 'homme. Ce type de
recherche i.e. la compréhension fine de mécanismes de I'immunité chez les invertébrés
applicables aux vertébrés est en plein essor. Les éléments majeurs de I'immunité chez
les invertébrés reposent sur l'existence d'une panoplie de peptides antibactériens
(LEMAITRE et al., 1997, MEISTERet al., 1997, HOFFMANNZet al., 1996). Ces
mémes peptides sont également présents chez les vedépdésensine (NICOLASt
al., 1992). La présence de ces molécules antimicrobiennes chez ces deux modeéles a
cependant plus qu’une signification vestigiale. Si I'on considére en effet qu'une bacté-
rie se multiplie cinquante fois plus vite qu’une cellule B productrice d’anticorps et le fait
que ces peptides diffusent plus vite et plus facilement qu’un anticorps, on se rend
compte que ces molécules a colt faible et a spectre d’action étendu permettent une
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réponse défensive dont la vitesse est trés supérieure a la vitesse de multiplication des
microorganismes (NICOLAS®t al.,1992). lIs paraissent donc bien adaptés pour offrir
une premiéere ligne de défense efficace contre les agents infectieux. Ce systéme de
défense chimique offre de plus une possibilité de secours partiel en cas de défaillance
momentanée ou prolongée du systéme immunitaire « classique » telle celle observée
chez les patients immunodéprimés.

En conclusion, la compréhension des mécanismes de la réponse immunitaire chez
les invertébrés parait trés informative pour I'’étude de I'immunité innée chez les verté-
brés. Ceci est appuyé par les travaux de MEDZHITéD\AI. (1997) qui ont montré
récemment chez I'homme I'existence d’'un récepteur découvert au préalable chez les
insectes : Toll (LEMAITREet al.,1997). Chez les invertébrés, I'activation de ce récep-
teur entraine la synthese de peptides antibactériens. Chez les vertébrés, il s'avére homo-
logue au récepteur a l'interleukine 1 et entraine une augmentation de I'expression de B
7.1, 1-6 et 1I-8. Ces auteurs montrent que I'immunité innée a été préservée chez les ver-
tébrés non seulement pour résister aux infections avant que I'immunité adaptative ne
soit induite mais aussi pour produire des signaux qui vont informer le systéme immuni-
taire de la présence de pathogénes dans le milieu intérieur.

Les substances opiacées : inhibiteurs de la réponse inflammatoire

En ce qui concerne les opiacés, les études sur les propriétés pharmacologiques de
la morphine et des molécules apparentées ont été pendant longtemps exclusivement
consacrées aux effets des opiacés exogenes, famille de drogues analgésiques et anti-dou-
leur. Toutefois nous savons que la morphine et les peptides opioides endogénes peuvent
se fixer aux mémes récepteurs (LOBIAI.,1977) et qu'il existe des opiacés endogénes
dans différents tissus de vertébrés, y compris le systéme nerveux (DONNERER
1987). Les opiacés apparaissent comme des composés normaux du tissu nerveux de nom-
breux vertébrés et invertébrés (STEFAKIGI.,1989). L'intérét s’est ainsi déplacé pour
étudier les rdles possibles de ce nouveau groupe de messagers endogénes, dans les condi-
tions physiologiques normales ou pathologiques (FRICCHIONE et STEFANO, 1994,
STEFANO et SCHARRER, 1994a).

Bien que I'existence d’'une morphine endogene suscite encore des désaccords, son
existence au niveau du cerveau aurait été mise en évidence depuis plus de dix ans
(GOLDSTEINet al.,1985). STEFANCQCet al. (1993) ont proposé la dopamine comme
précurseur présumé de cette substance. Cette derniére pourrait provenir de certains neu-
rones catécholaminergiques (STEFANO et SCHARRER, 1994a). Une voie possible de
biosynthése de la morphine pourrait impliquer la tyrosine qui génére la dopamine, la
noradrénaline, I'adrénaline et également la morphine (Fig. 5). La synthese de cette sub-
stance n'a pas encore été mise en évidence au niveau des cellules immunitaires. Par
contre, le lien entre la morphine et la réaction inflammatoire a récemment pu étre mon-
tré chez les invertébrés (SALZET et STEFANO, 1999). De plus, STEFANA.

(1996a) ont déterminé une action inhibitrice de cet alkaloide opiacé sur I'activité des

immunocytes, la vélocité cellulaire et la phagocytose des immunocytes d'invertébrés et
de mammiféres (Tableau 2). Il augmente également la présence de la NEP et de I'ACE
sur les granulocytes (SALZEt al.,1997b), inhibe I'expression de certains marqueurs
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Figure 5
Voie de biosynthéese théorique de la morphine.

STEFANOEet al.(1993) ont proposé la dopamine comme précurseur présumé de la morphine endogéne,
qui pourrait provenir de certains neurones catécholaminergiques.
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antigéniques sur les lymphocytes CD4 et CD8 et augmente la sécrétion de corticotropin
releasing hormone (CRH) (STEFAN& al., 1994b, 1996a), d’ACTH et d*-MSH
(SALZET et al.,1997b). Son action au niveau des immunocytes s’effectue par un nou-
veau sous-type de récepteur a la morphine :(STEFANO et al., 1993, 19964,
DOBRENISet al.,1995, MAKMAN et al.,1994) liant des alcaloides opiacés et insen-
sible aux peptides opioides. Il est présent au niveau des immunocytes d’invertébrés, des
granulocytes humains (STEFAN® al.,1996c¢) et de I'endothélium des vaisseaux san-
guins humains (STEFANG@t al.,1998a). Le récepteur u3 dérive d’un épissage alterna-

tif du récepteur pl (FIMIANIet al., 1999). Il est couplé a la libération du calcium
interne (Fig. 6) qui active la production du monoxyde d'azote (NO) aussi bien chez les
invertébrés (STEFANCet al., 1996¢, NIETO-FERNANDEZet al., 1999) que chez
I'nomme (FIMIANI et al., 1999, STEFANCet al.,1998c). Le NO bloque lui-méme sa
production par les NO synthétases inductibles (iNOs) au niveau des cellules immuni-
taires (cellules gliales et ccelomocytes) une action directe sur I'adénylate cyclase se
traduisant ainsi par une inhibition du taux d’AMPc (STEFA&Q@I.,1998d, FIMIANI

et al.,sous presse).

Cytokines Enképhalines

Activation du
Systéme immunitaire

Récepteurs
u3 et CBR1

/ ! ACE et NEP
Opiacés Récepteur ! membranaires
MRC2 \
s ACTH ACE et NEP
Inhibition du circulantes.
Systéme immunitaire
Figure 6

Modulations impliquées dans les processus moléculaires d’une cellule immunitaire :
voie activatrice et voie inhibitrice.
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A coté de cet alkaloide que certains supposent endogéne (la morphine), un canna-
binoide endogene a pu étre mis en évidence au niveau des systemes nerveux (STEFANO
et al.,1997) et immunitaire des invertébrés comme des mammiféres (STEEAAIQ
1996a). L'utilisation de ligands radio-marqués et de la RT-PCR a permis de cloner chez
la sangsue le cDNA codant un récepteur aux cannabinoides (STESAMN(1997) et
possédant 60% d'identité avec le CB1 humain (MATSU&AI., 1990). L'utilisation
d’anticorps spécifiques des différents sous-types de récepteur CB (CB1, CBla et CB2)
et du ligand spécifique ('anandamide) chez les invertébrés confirme I'origine trés
ancienne des cannabinoides (STEFABICGal., 1997, 1998e). De plus, la mise en évi-
dence de ce systéme au niveau des cellules immunitaires (cellules gliales et immuno-
cytes) d'invertébrés confirme les récents travaux réalisés par KLEIN (1997) sur les
macrophages humains et ceux de BILFINGERI.(1998) au niveau des cellules endo-
théliales des vaisseaux sanguins. Comme pour le récepteur u3, CB1 est couplé a la libé-
ration du monoxyde d'azote via la NO synthétase constitutive (cNOs) aprés libération
du calcium interne (MATTOCKS®t al.,1997).

En conclusion, I'ensemble de ces travaux met en évidence I'existence d’un rétro-
contréle du systeme immunitaire par les opiacés. Leurs effets au niveau du systéme
immunitaire engendrent une inhibition des réactions inflammatoires déclenchées par un
stress (Tableau 2) et impliquent un autre précurseur d’'opioide : la POMC (STERANO
al., 1996a, SALZETet al.,1997b). La maturation de ce dernier conduit a la libération
de I'ACTH (1-39) qui est ensuite clivée en ACTH(1-13) par la NEP et 'ACE (Fig. 6).
L'a-MSH (ACTH(1-13)) se fixe ensuite sur son récepteur (MC-R2) et conduit & une
inhibition de la réponse immunitaire (LIPTON et CATANIA, 1997). Cette voie de la
modulation par les opiacés du systéme immunitaire peut étre un moyen de contréle effi-
cace contre I'emballement de la réaction inflammatoire chez I'homme. Son étude chez
les invertébrés présente deux interéts indéniables. Le premier est lié au fait que certains
parasites (endo- ou exo-parasites) utilisent cette panoplie de molécules comme leurres
pour le systeme immunitaire de I'hdte (ACTH, MSH, opiacés) (SALZET et STEFANO,
1999 ; DUVAUX-MIRET et al.,, 1992). L'étude de la relation héte-parasite via le
détournement du systéme immunitaire de I'h6te par ces opiacés s'avére une voie d'étude
fructueuse. Le deuxiéme est phylogénétique. En effet, les Annélides sont les premiers
ccelomates et la mise en évidence d'un tel mécanisme de contrdle du systéme immuni-
taire par des messagers hormonaux chez des étres dits « primitifs » apporte un éclairage
nouveau sur I'évolution de ce systéme. Ceci est d'autant plus vrai qu'il s’y ajoute un
rétrocontréle par les messagers du systeme immunitaire. En effet, les cytokines
(Interleukines, TNF) et des molécules de la superfamille des immunoglobulines (isolées
chez les mollusques et les insectes) sont tout autant conservées au cours de I'évolution
(BECK et HABICHT, 1996) que les neurotransmetteurs et les neurohormones.

Ainsi chez des animaux « primitifs » pouvant vivre une ou plusieurs années
commeHirudo medicinalis|e systeme immunitaire apparait plus complexe et plus évo-
lué qu’on ne le supposait. La communication entre les deux systéemes apparait comme
la clef de volte de la co-évolution des systémes endocrinien et immunitaire, des inver-
tébrés les plus primitifs jusqu'a I'hnomme.
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