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LA BIOLOGIE MOLECULAIRE
DES RECEPTEURS
ET L’'ESSOR D'UNE NOUVELLE
PHARMACOLOGIE

es récepteurs des neuro-
transmetteurs et hormones
sont aussi, potentiellement,
des récepteurs de médica-
ments. Ce truisme souligne
comment ]’évolution rapide de nos
connaissances dans le domaine des
récepteurs, dont témoignent plusieurs
articles de ce numéro, est de nature
a entrainer une évolution corrélative
de la pharmacologie, congue comme
I’art de mettre au point des médica-
ments nouveaux. Dans les deux
domaines de recherche, en effet, c’est
I'utilisation des moyens et des résul-
tats de la biologic moléculaire qui
constitue le moteur de I’évolution.

Pendant longtemps, I’étude des effets
de médicaments potentiels a été lar-
gement indirecte, l’interaction entre
ceux-ci et leur cible moléculaire étant
analyséc en quantifiant sur animal
entier, organe ou tissu isolé soit une
réponse, soit, plus récemment, la
compétition avec une sonde radio-
active plus ou moins spécifique. Dans
le meilleur des cas, un « modele »
théorique approximatif du site de
reconnaissance du récepteur était
déduit des relations progressivement
établies entre la structure chimique de
nombreux ligands et leur activité bio-
logique. Ces modeles ont, certes,
montré leur intérét opérationnel
(notamment en suggérant la synthese
de nouveaux ligands mieux reconnus)
mais aussi leurs limites, le processus
de mise au point de molécules acti-
ves nouvelles n’étant jamais devenu
entierement rationnel comme celui
qui pourrait découler de la connais-

sance de la structure réclle des cibles
visées.

Or, le clonage moléculaire d’un nom-
bre croissant de récepteurs est en
train de modifier cette pharmacologie
classique.

La pharmacologie classique : du
médicament au récepteur et du
récepteur au géne

Depuis Ehrlich jusqu’aux années
soixante-dix, le récepteur était
demeuré¢ une entit¢ nécessaire mais
essenticllement théorique selon
I’adage Corpora non agunt nisi fixata*.
Au cours de cette période, la décou-
verte d’un nouveau récepteur reposait
sur le choix d’une réponse biologique
appropriée et sur la mise au point
d’agents chimiques, effecteurs ou
antagonistes sélectifs. Ainsi les sug-
gestions de récepteurs multiples de la
noradrénaline et de I’histamine, fai-
tes par Ahlquist et Schild respective-
ment, n’ont pu aboutir a I’identifica-
tion pharmacologique formelle des
récepteurs (-adrénergiques et H, de
I’histamine qu’apres plusieurs années.
La mise au point d’antagonistes sélec-
tifs, dans les deux cas précédents, par
sir James Black et ses collegues, est
en effet le résultat d’un patient tra-
vail de synthese et d’essai de plu-
sieurs centaines de molécules [1]. Plus
récemment, ct pour prendre un
exemple de notre laboratoire, il nous
fallait encore quatre années d’un tra-
vail d’investigation de méme type

* Les substances n’agissent que si elles sont fixées. NEE—
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pour confirmer [2] D’existence, que
nous avions précédemment suggérée
[3], du troisieme récepteur (H,) de
I’histamine.

Ce sont encore des ligands chimiques,
sous forme de sondes réversibles ou
irréversibles ou encore de réactifs
pour chromatographie d’affinité, qui
ont été les instruments clés pour I’iso-
lement des premiers récepteurs [4, 5].
De la a découlé la détermination
d’une partie de leur séquence ouvrant
la voie au clonage de leur gene.
Un tel processus est inévitablement
lent car il comporte deux étapes dif-
ficiles a franchir : la mise au point de
ligands sélectifs et I’isolement de pro-
téines trés peu abondantes.

Or le processus de clonage de génes
de récepteurs s’est profondément
modifié au cours des dernieres
années. Cela devrait avoir des con-
séquences profondes sur la mise au
point de nouvelles classes de médica-
ments [6, 7].

La « pharmacologie inverse » : du
géne au récepteur et du récepteur
au médicament

Le clonage moléculaire des premiers
récepteurs a révélé leur appartenance
a de tres larges « superfamilles » dont
les membres présentent, cntre eux,
d’utiles homologies de séquences.
C’est principalement ’utilisation de
ces homologies qui a permis le clo-
nage rapide des génes de nouveaux
récepteurs au moyen des techniques
d’hybridation croisée ou d’amplifica-
tion itérative (PCR). L’expression de
ces récepteurs en cellules eucaryotes
transfectées a alors révélé que plu-
sieurs d’entre eux étaient « phar-
macologiquement inconnus ». Cela
est bien illustré par des exemples pris
dans les familles de récepteurs adré-
nergiques dopaminergiques (vorr [’arti-
cle de P. Sokoloff et al., p. 12 de ce
numéro) ou sérotoninergiques (voir
Uarticle de M. Hamon et H. Gozlan,
p. 21 de ce numéro) qui, tous, appar-
tiennent a la superfamille des récep-
teurs a sept domaines transmembra-
naires couplés a une protéine G [8].
Au sein de cette superfamille, le
nombre de membres clonés et iden-
tifiés ne cesse de croitre, mais nom-
breux aussi sont, dans plusieurs labo-
ratoires, les « récepteurs orphelins »

mmmmmm OU « récepteurs en quéte d’une fonc-
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tion », c’est-a-dire dont le ligand
endogtne — neurotransmetteur, hor-
mone, ou facteur de croissance —
reste a identifier.

Dans la superfamille des récepteurs-
canaux qui comprend notamment les
récepteurs nicotiniques et GABAergi-
ques, la multiplicité est non moins
fascinante qui, cette fois, résulte de
la combinaison de sous-unités variées
(voir larticle de N. Le Novére et al.,
p. 41 de ce numéro).

Dans ces divers cas, la découverte
inattendue d’un grand nombrec de
cibles moléculaires nouvelles constitue
a la fois une chance et un défi pour
les pharmacochimistes.

® La chance réside dans la possibi-
lité qui leur est offerte de développer
de maniere rationnelle de nouvelles
classes d’agents thérapeutiques, par-
ticulierement dans des domaines tels
que ceux de la pharmacologie du
systéme nerveux central ou du trac-
tus gastro-intestinal, ou les progres
ont été rares au cours des dernieres
années. En effet, les nombreux
« sous-types » de récepteurs que
dévoile la biologie moléculaire diffe-
rent entre eux non seulement par leur
séquence mais aussi par leur pharma-
cologic, leur(s) systeme(s) de signali-
sation intracellulaire et leur expres-
sion tissulaire. Dans la plupart des
cas, l’arsenal thérapeutique pré-
existant ne comporte que des agents
ne permettant pas de les différencier
completement. Un bon exemple est
fourni par les neuroleptiques, antago-
nistes de la dopamine, bloquant
simultanément plusieurs sous-types de
récepteurs, dont un seul pourrait
sous-tendre leur efficacité antipsycho-
tique, le blocage des autres étant res-
ponsable des nombreux effets secon-
daires que produisent ces médica-
ments et qui limitent considérable-
ment leur usage (voir [article de
P. Sokoloff et al., p. 12 de ce numéro).
En revanche, on peut raisonnable-
ment attendre d’unc mise au point
d’agents nouveaux, présentant une
sélectivité pharmacologique élevée, un
spectre d’activité plus pur, lié a
I’expression discrete de chacun des
sous-types de récepteurs dans des
populations neuronales distinctes.
Ainsi, dans de nombreux cas, le réve,
longtemps poursuivi en vain par les
pharmacologues, d’agents présentant

une sélectivité tissulaire, voire cellu-
laire, élevée ne parait plus hors de
portée. Par exemple, I’expression tres
contrastée des cinq sous-types de
récepteurs muscariniques (et de nom-
breux sous-types de récepteurs nico-
tiniques) par des populations cellulai-
res distinctes dans le cerveau et les
tissus périphériques, semble de naturc
a renouveler le spectre des applica-
tions thérapeutiques de ces vieux
médicaments que sont les agents cho-
linergiques ou anticholinergiques : le
clonage des récepteurs muscariniques
nous a révélé leur manque de sélec-
tivité, qui limite considérablement
certains de leurs emplois.

® Le défi lancé aux pharmacochimis-
tes par ’existence de ces cibles mul-
tiples — cst lul aussi — tres clair :
développer des ligands susceptibles
de différencier des récepteurs par-
fois trés homologues ou pour lesquels
la pharmacologie est encore quasi
inexistante. Cependant, la biologic
moléculaire vient apporter un certain
nombre d’atouts pour relever ce défi.

Les récepteurs recombinants : vers
une mise au point rationnelle de
nouveaux médicaments a partir de
leurs cibles

En dépit de revendications, tres sou-
vent usurpées, de « mise au point
rationnelle » de médicaments, le tra-
vail du pharmacochimiste est large-
ment resté celui d’« un tireur d’élite
visant, dans I’obscurité, une cible mal
délimitée ». En effet, c’est encore le
plus souvent au prix d’un patient
cffort de synthése de nombreux ana-
logues chimiques, dont les effets bio-
logiques sont alors analysés sur des
systémes plus ou moins complexes,
que sont sélectionnées, plus que véri-
tablement congues, les nouvelles
molécules a visée thérapeutique.

Il n’est pas exagéré de dire que la
biologie moléculaire est en train de
bouleverser ce processus de mise au
point d’une maniere double : d’unc
part en facilitant I’essai biologique
des médicaments synthétisés et,
d’autre part, en dévoilant enfin la
structure moléculaire des cibles que
ces médicaments sont destinés 2
atteindre.

En effet, les lignées de cellules aisé-
ment cultivables, comme des fibro-
blastes ou méme des bactéries, ct
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exprimant a leur surfacc une haute
densité d’un sous-type de réceptcur,
apres transfection du geéne correspon-
dant sous contréle d’un promoteur
viral, constituent des outils particulie-
rement performants pour l’essal ini-
tial de ligands potentiels. Dans cer-
tains cas, celui des récepteurs mus-
cariniques par exemple, ces modeles
sont les seuls utilisables, car il est
souvent difficile d’isoler un tissu
exprimant naturellement un seul
sous-type de ces récepteurs. Dans
tous les cas, le haut niveau d’expres-
sion (généralement dix a cent fois
supérieur a celui des tissus les plus
riches) constitue un avantage déter-
minant cn termes de précision des
résultats. La possibilit¢ d’évaluer de
maniere simple I’action des médica-
ments sur un récepteur humain que
I’on a fait exprimer par une de ccs
cellules constitue aussi un avantage
déterminant dans les cas ou des dif-
férences pharmacologiques liées a
I’esptce existent, comme cela a été
démontré pour lc réceptcur H, dc
’histamine (9] ou certains sous-types
des récepteurs de la sérotonine (voir
Uarticle de M. Hamon e H. Gozlan,
p. 21 de ce numép).

Ces lignées de ccllules ne facilitent
pas seulement les essais de candidats
médicaments par radioliaison mais
aussi ceux qui reposent sur la mesure
d’unc réponsc biologique telle que
taux d’un second messager ou flux
ionique. La grande amplitude de
cettc réponse, résultant dc la forte
densit¢ de réccpteurs exprimés, per-
met d’évaluer avec unc précision
accruc une propriété esscntielle des
agonistes, leur « activité intrinséque »,
c’est-a-dire leur plus ou moins grande
capacité d’induire une transconforma-
tion productive du réccpteur. Ces
modeles cellulaires permettent de
n’avoir recours que tardivement 2a
I’essai sur animal entier, lequel porte
alors sur des molécules déja présélec-
tionnées in vitro. En outre, le recours
a des animaux transgéniques devrait
étrc de nature a améliorer des essais
in ovivo, particulierement dans la
mesurc ou des anomalics qualitatives
ou quantitatives de récepteurs vien-
nent a étre identifiées. On peut rai-
sonnablement espérer que de telles
approches conduiront enfin a la misc
au point de modeles animaux réalis-
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tes d’affections neuropsychiatriques
humaines, modcles dont lec défaut a
largement compromis I’essor de la
psychopharmacologie au cours des
derniéres déccnnies.

Mais plus importante encore pour le
développement de nouvclles stratégies
de mise au point de médicaments est
la connaissance de I'’anatomie fonc-
tionnelle de leur cible, la molécule de
protéine réceptrice. Ainsi, la seule
séquence en acides aminés bientbt
complétée par les données de la
mutagenese dirigée et celles du mar-
quage irréversible de la protéine par
ses ligands, rapprochées dc la
séquence de protéines homologues
ayant pu étrc soumiscs a des analy-
ses physiques de structure (comme
cela cst le cas pour la bactériorhodop-
sine) cst en train de fournir, avec de
plus en plus de détails, une image
des sites dc reconnaissance des
ligands au sein des récepteurs. Cette
image, quoiquc encorc largement
conjecturale, est affinée par la mise
en ccuvre de modélisations moléculai-
res de la protéine, particuliercment
celles d’entre elles qui tiennent
compte des données dec la mutagenese
dirigée (voir article de M. Hubert et al.,
p. 31 de ce numéro).

Une étape déterminante sera franchie
lorsque I’interaction des ligands avec
les groupes fonctionnels du site de
reconnaissance pourra étre analysée
en trois dimensions ct, si possible, cn
temps réel au moyen de méthodes
physiques appropriées telles que
microscopie ¢électronique, diffraction
des électrons ou des rayons X et réso-
nance magnétique nucléaire (RMN).
C’est cette information qui, convena-
blement exploitéc par la modélisation
moléculaire, devrait conduire a la
misc au point réellement rationnclle
dc médicaments. Une des conditions
préalables, la disponibilit¢ de quan-
tités suffisantes de protéine, est en
principe satisfaite par I’utilisation de
récepteurs recombinants, synthétisa-
bles en quantité illimitée. En revan-
che, certains problemes restent non
résolus : ils résident dans la cristalli-
sation de ces protéines transmembra-
naircs ct dans I’analyse de protéines
d’une taille encore supérieure aux
limites qu’autorise la RMN a ce
jour, en dépit de progres récents
spectaculaires [10].

La mise au point d’une nouvelle
classc de médicaments était restéc un
événement rare. On pcut prophétiscr
sans grand risque que, aprés un cer-
tain délai lié aux phases incompres-
sibles d’¢tudes toxicologiques et clini-
ques, les prochaines décennies vont
connaitre un enrichissement considé-
rable de notre arscnal thérapeu-
tique
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