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Pharmacologie 
moléculaire 
des neuropeptides 

La visualisation graphique sur écran d'ordinateur de la forme 
physique des sites actifs d'enzymes ou de la conformation 
active de neuropeptides a conduit à la conception logique 
d'agonistes et d'antagonistes spécifiques. Elle préfigure toute 
une approche moléculaire nouvelle en pharmacologie. 

L 
e fonctionnement du cer­
veau exige un transfert 
d'information qui s'effec­
tue par l'intermédiaire de 
processus de reconnais­

grand nombre de neuropeptides a 
joué un rôle déterminant dans le 
développement actuel de ces 
approches rationnelles. Ces neuro­
peptides constitués pour la plupart 
d'une succession de 5 à 15 ami­
no-acides sont désormais considérés 
comme des neurotransmetteurs au 
même titre que les effecteurs ami­
nergiques (dopamine, adrénaline, 
acide gamma aminobutyrique etc.) 
avec lesquels ils peuvent du reste 
cohabiter dans un même neurone. 
La biologie des systèmes peptidergi­
ques est cependant plus complexe 
que celles des monoamines car les 
neuropeptides sont synthétisés dans 
le noyau sous forme de précurseurs 
de haut poids moléculaire dont la 
maturation s'effectue dans des vési­
cules de secrétion lors du transport 
axonal sous l'action d'enzymes dont 
certaines pourraient être spécifi­
ques. Libérés par exocytose à proxi­
mité de récepteurs spécifiques avec 
lesquels ils interagissent, les neuro­
peptides sont ensuite métabolisés 
par des peptidases vraisemblable­
ment impliquées de manière spécifi­
que dans la régulation de la trans­
mission neuropeptidergique. Il est 
donc théoriquement possible d'étu­
dier en détail le fonctionnement 
d'un tel circuit à l'aide de molécules 

sance entre des messagers chimiques 
et des cibles mâcromoléculaires 
chargées de traduire le message. 
Pour être fonctionnelles ces inter­
actions moléculaires doivent répon­
dre à des exigences de sélectivité 
liées à la complémentarité des par­
tenaires ou à leur disposition topo­
logique et à des critères de réversi­
bilité nécessaires à la répétitivité du 
message. La plupart des composants 
(effecteurs et cibles) des circuits 
neuronaux ont été identifiés chimi­
quement au cours de ces dix der­
nières années et ceci en particulier 
grâce aux techniques de la généti­
que moléculaire. Dans certains cas, 
cette identification s'est étendue au 
niveau atomique grâce à l'utilisation 
de méthodes physicochimiques 
modernes d'analyse structurale 
(cristallographie aux rayons X, 
résonance magnétique nucléaire, 
fluorescence etc.) permettant ainsi 
une approche rationnelle dans la 
mise au point de sondes à la fois 
puissantes et sélectives indispensa­
bles pour étudier la physiologie 
d'une voie neuronale définie. La 
découverte dans le cerveau d'un capables �'interagir sélectivement __ _ 
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avec une des cibles régulatrices. De 
telles molécules permettent de défi­
nir l'action physiologique du neuro­
peptide et les modifications biochi­
miques provoquées par le blocage 
ou l'inactivation d'un composant du 
circuit. Ceci s'effectue en mesurant 
quantitativement non seulement les 
concentrations du neuropeptide, de 
ses récepteurs, des enzymes de dé­
gradatio

-
n, etc., mais également le 

taux des ARN messagers codant 
pour ces différentes molécules. 
Le meilleur exemple du développe­
ment rationnel d'outils nécessaires à 
l'analyse intégrée du fonctionne­
ment d'un circuit neuropeptidergi­
que est celui des peptides opioïdes 
enképhalines ( 1] .  La démarcne mo­
léculaire empruntée dans la mise au 
point de ces outils, sera brièvement 
illustrée dans cet article. 1 Multiplicité des 

récepteurs opioïdes 

La multiplicité des effets pharmacù­
logiques engendrés par l'administra­
tion de morphine (analgésie, dépres­
sion respiratoire, euphorie, modifi­
cation du transit intestinal, 
dépendance physique et psychique 
etc.) semble due à son action non 
discriminante au niveau des diffé­
rents récepteurs. Ceci est en accord 
avec l'existence dans le cerveau 
d'une hétérogénéité de sites de 
liaison pour la morphine mais égale­
ment pour les peptides morphino­
mimétiques endogènes. Ainsi la 
morphine et les enképhalines Tyr­
Gly-Gly-Phe-Leu et Tyr-Gly­
Giy-Phe-Met se lient dans le cer­
veau à deux sites distincts dénom­
més récepteurs Jl et 8 [ 2]. 
Cependant, la morphine manifeste 
une affinité sensiblement plus 
grande pour les sites Jl alors que les 
enképhalines interagissent préféren­
tiellement avec les récepteurs 8. 
Afin de caractériser les réponses 
pharmacologiques associées à l'acti­
vation sélective de chacun de ces 
récepteurs, il était indispensable de 
développer des ligands spécifiques. 
La démarche moléculaire suivie a 
consisté à prendre en compte les 
caractéristiques structurales des 
agonistes endogènes Leu- et Met­
enképhaline et de les confronter 
avec celles des morphiniques syn­
thétiques. En effet, l'aptitude d'une 

molécule à se lier à plusieurs récep­
teurs différents suppose une adapta­
bilité conformationncllc lui permet­
tant de satisfaire à des interactions 
spécifiques dans chacun de ces sites. 
L'utilisation de la résonance magné­
tique nucléaire (RMN) [3] a permis 
de montrer l'existence en solution 
d'un équilibre entre une forme re­
pliée (avec stabilisation par liaison 
hydrogène) ct une forme plus éten­
due pour la Met- et la Leu-enké­
phaline. Des analogies structurales 
entre le peptide et un dérivé de la 
morphine (oripavine) possédant un 
cycle phenyl additionnel ont été mis 
en évidence. Ainsi, la tyrosine des 
enképhalines mimerait le reste phé­
nyléthyl ammonium présent dans la 
morphine et ses dérivés. Ce groupe 
serait indispensable à la reconnais­
sance de l'un ou l'autre des récep­
teurs mais la discrimination impli­
querait la présence obligatoire d'un 
reste Phc pour l'interaction avec le 
récepteur 8 ct un raccourcissement 
couplé à un repliement de la sé­
quence peptidique pour une liaison 
préférentielle au site tt [4]. 
Cette modélisation des pharmaco­
phores Jl ct 8 a permis de préparer 
une série d'agonistes puissants et sé­
lectifs des deux récepteurs dont les 
plus intéressants ont été tritiés et 
sont désormais utilisés comme li­
gands de référence pour les études 
biologiques et pharmacologi­
ques [5]. En ce qui concerne les sites 
Jl les meilleurs agonistes sont le 
DAGO [6] et le TRIMU 5 (fi­
gure 1, voir p. 21) dont la ressem­
blance avec la morphine est évidem­
ment frappante. Ces composés sont 
environ roo fois plus sélectifs pour 
les récepteurs Jl (KD ,...., 2 à 8 nM) 
que pour les sites 8 (KD ,...., 200 à 
Boo nM) alors que la morphine 
montre une affinité IO fois plus 
grande pour les récepteurs Jl. Les 
meilleurs agonistes 8 sont de deux 
types : linéaires comme le DTLET 
(Tyr-D-Thr-Gly-Phe-Leu-Thr) [ 7] 
et cyclique tel le DPDPE [8] 
(Tyr-D . Pcn-Gly-Phe-D . Pen). Le 
DTLET a une meilleure affinité 8 
(KD ,...., I nM) alors que le DPDPE 
est plus sélectif. 
Le modèle d'interaction sélective 
avec les sites Jl et 8 que nous avions 
proposé [4] s'est vu conforté par la 
mise en évidence, également à l'état 
cristallin, des formes repliée et éten-

mis n° 1 vol. 2 janvier 86 



La figure 1 se trouve en p. 2 1 .  

due pour la  Leu-enképhaline [9]. 
Néanmoins, bien que la plupart des 
peptides cycliques synthétiques 
manifestent une grande sélectivité J.l 
[ 1 o ], le caractère ô sélectif du 
DPDPE semblait contredire le 
modèle. En fait, les deux composés 
ô sélectifs DTLET et DPDPE peu­
vent adopter des conformations 
similaires comme l'a récemment 
montré G. Loew par des calculs de 
minimisation d'énergie (figure 2) . 
De manière générale, la démarche 
synthétique suivie a été étayée par 
des calculs d'énergie conformation­
nene qui apportent des informations 
essentielles sur le caractère réaliste 
des modèles et surtout sur la 
déformation subie par la conforma­
tion le plus stable en solution lors de 
la liaison au récepteur [ 1 1] .  La 
confrontation des modèles calculés 
m/s n° 1 vol. 2 janvitr 86 

Figure z. Superposition obtenue par ordinateur des enképhalines synthétiques 
spécifiques du récepteur ô (G. Loew, (1985) NIDA Research Monograph) . L'une 
est linéaire DTLET, l'autre est cyclique DPDPE (voir texte) . Ce type d'analyse 
permet de calculer l'énergie à fournir pour adapter la conformation de la molécule 
linéaire à un modèle cyclique dont la structure est supposée relativement proche de• 
celle existant dans le récepteur. L'interaction du neuropeptide avec le récepteur 
s'effectue par de légères trans conformations permettant l'adaptation des chaînes latéra­
les dans les sous-sites de la protéine réceptrice (zipper mechanism) .  

et  des équilibres conformationnels 
en solution a permis de proposer un 
modèle de liaison par transconfor­
mation adaptative (zipper mecha­
nism [ 1 2]) des enképhalines à leur 
site de liaison. En partant de ces ré­
sultats et en bloquant la flexibilité 
d'une partie de la structure, nous 
venons de préparer un nouveau li­
gand ô linéaire qui garde l'affinité 
du DTLE. ..... mais dont la spécificité 
est supérh.. 1re à celle du DPDPE 
(G. Gacel et al., résultats non pu­
bliés). 

antagoniste devra satisfairè aux exi­
gences de reconnaissance du site 
récepteur mais interdire le change­
ment structural permettant la tra­
duction du message qui s'effec­
tuerait, par exemple, par couplage 
avec une unité enzymatique (adény­
late cyclase) ou par ouverture d'un 
canal. C'est en tenant compte de ces 
considérations de dynamique molé­
culaire qu'a été développé un grand 
nombre d'antagonistes peptidiques 
tels que le ICI N,N' -diallyl-Tyr­
Aib-Aib-Phe-Leu [ 13],  antagoniste 
ô sélectif linéaire dans leq uel la rigi­
dité est induite par les restes Aib 
(H2N - C (CH3h - COOH). 
En l'absence de données structura-
les précises sur les sites actifs des 
récepteurs (le· seul dont la séquence 

Il semble désormais clair que les 
petits peptides n'interagissent pas 
avec leurs cibles selon le modèle figé 
de la clef dans la serrure, et que la 
traduction du message exige une 
transconformation du récepteur, 
probablement concertée avec celle 
de l'agoniste. Par conséquent, un 

complète est connue est le récepteur 
cholinergique), la mise au point · -�����-
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d'agonistes et d'antagonistes bénéfi­
cie de l'apport considérable des 
techniques de visualisation graphi­
que sur écran qui, couplés à des 
logiciels de calculs d'énergie 
permettent de modéliser de manière 
réaliste les changements structuraux 
induisant la sélectivité. 1 Modélisation graphique 

de la cholécystokininf] 

Cette approche vient d'être utilisée 
pour mettre au point des agonistes 
et antagonistes de la cholécystoki­
nine cérébrale ou CCK8 (Asp-Tyr 
(S03H)-Met-Gly-Trp-Met-Asp 
Phe-NH2). Le CCK8 présente un 
très grand intérêt car localisé avec la 
dopamine dans certains neurones de 
la voie mésolimbique, il possèderait 
un profil proche des neuroleptiques 
du type halopéridol. Par ailleurs, il 
se comporte dans de nombreux sys­
tèmes (y compris celui du contrôle 
des influx nociceptifs) comme un 
antagoniste indirect des peptides 
opioïdes. Bien qu'ils demandent à 
être confirmés, ces résultats ont 
entraîné une intense compétition 
internationale dans le but d'élucider 
les propriétés physiologiques du 
CCK8 et éventuellement d'utiliser 
ce peptide comme modèle pour syn­
thétiser de nouveaux agents 
phsychotropes. Le CCK8, com:p1e 
tous les neuropeptides est dégradé 
par des peptidases, ce qui nécessite 
la mise au point d'agonistes et anta­
gonistes résistant à ces enzymes. 
Ceci peut être obtenu, comme dans 
le cas des enképhalines, par intro­
duction d'aminoacides modifiés 
incapables d'être reconnus par les 
enzymes, ou par synthèse de pepti­
des cycliques incapables d'accéder 
au site actif des peptidases. Cepen­
dant les peptides qui, tel le CCK8, 
possèdent une tyrosine sulfatée sont 
d'un accès synthétique difficile, ce 
qui justifie d'autant mieux l'optimi­
sation des conditions d'accès aux 
dérivés actifs .  Comme pour les 
enképhalines, nous avons débuté le 
programme de synthèse par une 
analyse conformationnelle par 
RMN qui a montré l'existence de 
repliements de structure très stables 
même en solution aqueuse. L'exis­
tence des résidus fluorescents 
Tyr (S03H) et Trp a permis en 
outre de calculer la distance entre 

ces deux çycJes aromatiques par 
transfert de fluorescence [ 14] .  
La détermination des couplages 
entre protons donne accès aux 
angles dièdres qui permettent de 
définir la conformation générale du 
squelette peptidique. La mise en 
évidence d'effets de relaxation dipo­
laire internes (effets NOE) qui 
dépendent de la distance entre les 
noyaux étudiés eH dans le cas pré­
sent) participe à l'affinement d'un 
modèle conformationnel dit expéri­
mental. Parallèlement, un pro­
gramme de minimisation d'énergie, 
tenant compte des attractions et 
répulsions entre atomes, sélectionne 
sans a priori (méthode de Monte­
Carlo) les conformations de plus 
basse énergie. Dans le cas du 
CCK8,  un million de conformations 
ont ainsi été triées par l'ordinateur 
avant de converger vers un petit 
nombre de structures dont deux 
sont proches du modèle expérimen­
tal (figure 3),  Bien entendu, rien 
n'indiquait que ces conformations 
étaient identiques aux conforma­
tions actives au récepteur mais 
compte tenu de la taille du peptide, 
de son caractère amphiphile et de sa 
très grande affinité, on était en droit 
de penser que la structure active ne 
devait pas être trop éloignée du 
modèle expérimental sous peine 
d'une pénalisation thermodynami­
que trop grande lors de la liaison par 
transconformation adaptative. Par­
tant de ces données nous avons donc 
préparé le premier dérivé cyclique 
du CCK8, composé qui possède une 
affinité voisine de celle de l'effecteur 
naturel mais dont la stabilité et les 
propriétés pharmacocinétiques sont 
supérieures à celles de l'effecteur 
naturel CCK8. La modification des 
structures peptidiques par introduc­
tion d'aminoacides modifiés ou par 
cyclisation des structures, montre 
qu'il est désormais possible de pré­
parer des agonistes et antagonistes 
répondant à certaines exigences 
pharmacocinétiques (stabilité, pas­
sage de la barrière hémato­
encéphalique), ce que l'on pensait 
réservé aux molécules organiques de 
structure classique. Néanmoins la 
synthèse de molécules opioïdes 
appuyée sur les déterminations 
conformationnelles des effecteurs 
endogènes (enképhalines) montre 
que, transposé au cas du CCK8, il 
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Figure 1 .  Modèles moléculaires de la 
morphine (droite) et du TRIMUs 
(gauche) , un analogue synthétique des 
enképhalines montrant une grande sélecti­
vité pour les récepteurs Jl. On remarque 
l'analogie dans la dispo·sition spatiale du 
cycle phénol et du .groupe ammonium. 

Figure 3· Visualisation sur écran graphique de la conformation du neuropeptide CCK8 déduite d'études par RMN et 
de calculs conformationnels (coll. B. Maigret, Cnrs, Strasbourg) . Des logiciels tels que Manosk, développé par J. P. Mornon 
et E. Surcouf (Cnrs, Univ. Paris-VI), permettent de modifier la conformation du peptide directement sur l'écran, de calculer 
l'énergie de chaque conformation, la distance entre les atomes, la superposition possible avec d'autres modèles souples ou rigides 
etc. Ces techniques représentent donc une aide puissante à la synthèse rationnelle d'agonistes ou antagonistes 'd'un neuropeptide. ---•• 
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est probablement possible de prépa­
rer rationnellement une molécule 
organique de structure classique qui 
serait au CCK8, ce que la morphine 
est aux enképhalines. Un premier 
résultat prometteur va dans ce sens 
puisqu'un antagoniste non peptidi­
que actif sur les récepteurs à CCK 
de la vésicule biliaire vient d'être 
isolé de milieu de culture d'aspergil­
lus al/iaceus ( I 5). 

1 Récepteurs 11 et ô 

La mise au point d'agonistes et 
antagonistes opioïdes sélectifs a 
permis de montrer par autoradio­
graphie la distribution distincte des 
récepteurs Jl et ô dans le cerveau 
[ r6]. Cette distinction neuroanato­
mique pourrait rendre compte de 
l'implication préférentielle des sites 
Jl dans la régulation supraspinale 
des influx nociceptifs [ I7] .  De 
même, le fonctionnement des 

neurones dopaminergiques dans le 
striatum paraît être contrôlé par une 
stimulation sélective des récepteurs 
ô [ r8]. Les critères de sélectivité 
étant désormais satisfaits, il est évi­
dent que l'effort va porter sur une 
exploration précise par microscopie 
électronique de la localisation des 
différentes cibles des neuropeptides. 
Dans ce domaine, des outils sont à 
nouveau indispensables. La fixation 
irréversible par irradiation UV d'un 
peptide radiomarqué tel l'Azido 
DTLET qui porte une fonction 
photoactivable semble être une voie 
prometteuse [ 1 9]. 1 Une nouvelle voie 

dans l'analgésie 

L'interruption de la transmission 
enképhalinergique est assurée par 
des peptidases qui clivent le peptide 
à différents niveaux en libérant des 
fragments inactifs : 

dipeptidylaminopeptidase 

Ty/,.G
.
d��

.
��Phe-���

. 
�����!� .� 

· �- enképhahnase; ACE* 
aminopeptidâsès � . · 

* A ngiotensin 1 Converting Enzyme. . -
Toutes ces enzymes appartiennent 
au groupe des métallopeptidases. 
Les deux plus importantes sont 
l'enképhalinase et l'aminopeptidase 
M, toutes deux découvertes dans le 
rein mais également présentes dans 
le cerveau. La mise au point d'inhi­
biteurs de ces enzymes représentait 
une voie prometteuse pour étudier 
le rôle physiologique des enképhali­
nes cérébrales et pour accéder à un 
nouveau type d'analgésie naturelle 
en augmentant la concentration des 
peptides opioïdes endogènes. Une 
des exigences à respecter était de 
synthétiser des composés bien évi­
demment incapables d'inhiber 
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l'ACE puisque cette enzyme parti­
cipe dans les vaisseaux au contrôle 
de la pression artérielle. 
Pour préparer des inhibiteurs des 
enzymes de dégradation des enké­
phalines, nous nous sommes ap­
puyés sur le modèle de site actif uti­
lisé par Ondetti et Cuhsman lors de 
la mise au point de l'inhibiteur 
d'ACE, le captopril [20] et nous 
avons pris en compte les données 
cristallographiques d'une métallo­
peptidase bactérienne, la thermoly­
sine [21] qui, comme l'enképhali­
nase, est également caQable d'hy­
drolyser la liaison Gly3-Phé des 
enképhalines. 
Grâce à ces données cristallographi­
ques, on sait à l'échelle atomique 
qu'un substrat se lie dans le site 
actif d'une métallopeptidase par 
coordination de l'atome d'oxygène 
de la liaison peptidique qui va être 
hydrolysée avec l'atome de métal du 
site catalytique (figure 4) . 

m/s n° 1 vol. 2 janvitr 86 

Par ailleurs, la spéèificité de ce type 
d'enzyme est assurée par l'existence 
de sous-sites adaptés à recevoir les 
chaînes latérales hydrophiles ou 
hydrophobes, chargées ou non du 
ou des substrats. Enfin un réseau de 
liaisons hydrogène s'établit entre 
l'enzyme et le substrat, ce qui 
impose la disposition spatiale de ce 
dernier dans la protéine. 
La synthèse logique d'un inhibiteur 
de l'enképhalinase a consisté à 
explorer la spécificité des sous-sites 
puis à incorporer un groupe capable 
d'interagir très fortement avec 
l'atome de zinc de l'enzyme, dans 
une structure satisfaisant pleine­
ment les exigences des sous-sites. 
C'est en partant de cette analyse 
qu'a été préparé le thiorphan : 
HS- CH2-CH (CH2q>} CONH -CH2-COOH. 
1 er inhibiteur très puissant de l'en­
képhalinase (K1 "' 2 nM) [ 22]. Le 
thiorphan est seulement 40 fois plus 
sélectif pour l'enképhalinase que 

Figure 4· Visualisation sur écran 
graphique de l'inhibiteur thiorphan 
dans le site actif de la thermolysine, 
une enzyme bactérienne proche de l'en­
képhalinase (gauche) (Coll. J. P. Mor­
non et E. Surcouf) . Conformations du 
R-thiorphan et du R-rétro-thiorphan 
satisfaisant aux exigences d'interaction 
dans le site actif de la thermolysine 
(droite) . L'analogie entre les deux structu­
res permet de comprendre qu'en dépit de 
la rétro-inversion de la liaison amide, les 
deux molécules sont équiactives. 

pour l'ACE. De manière à augmen­
ter cette sélectivité nous avons pré­
paré le rétro-thiorphan à partir de 
considérations sur la structure diffé­
rentielle probable des sites actifs des 
deux métallopeptidases. La rétro­
inversion de la liaison amide dans 
HS-CH2-CH (CH2q>} NHCO-CH2-COOH. 
préserve donc l'activité envers l'en­
képhalinase mais supprime complè­
tement la reconnaissance de l'ACE 
[23]. Par ailleurs, les deux inverses 
optiques R et S du thiorphan sont 
équiactifs alors que le rétro-thior­
phan R est 200 fois plus actif que 
l'isomère S. La même dépendance 
stéréochimique est observée dans 
l'inhibition de la thermolysine par 
ces molécules. 
Ces résultats s'expliquent facile­
ment en étudiant les possibilités 
d'adaptation conformationnelle au 
site actif de la thermolysine (et par 
analogie à celui de l'enképhalinase) 
des deux séries d'inhibiteurs 
(figure 4) . L'utilisation des techni­
ques de graphisme moléculaire qui 
permettent de visualiser sur écran 
les atomes constitutifs d'un site 
actif, puis d'y incorporer l'inhibi­
teur et de calculer les interactions 
entre les deux partenaires, sont évi­
demment d'un apport considérable 
dans la mise au point d'inhibiteurs 
puissants et sélectifs. 
Comme attendu, thiorphan et 
rétro-thiorphan sont capables de 
protéger in vivo et in vitro les 
enképhalines de leur dégradation 
par l'enképhalinase et montrent de 
ce fait une action analgésique anta­
gonisable par la naloxone [21,  23]. 
Néanmoins, les enképhalines sont 
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également détruites par une activité 
aminopeptidasique et accessoire­
ment par une dipeptidylaminopep­
tidase. Ces trois enzymes étant des 
métallopeptidases, il est théori­
quement possible de prépaprer un 
composé capable de les inhiber 
toutes les trois. C'est ainsi qu'a été 
préparé le Kélatorphan [24] : 
( R) H O N H - CO -CH2-CH (CH2 q�) 
-CO N H - CH (CH3) - COOH. 
Ce composé est le premier inhibi­
teur complet du métabolisme des 
enképhalines. Il protège à 8o-9o % 
la dégradation des peptides opioïdes 
in vivo. Aussi actif que le thiorphan 
sur l'enképhalinase, il inhibe égale­
ment la dipeptidylaminopeptidase 
(K1 "' 2 nM) et bloque sélectivement 
l'aminopeptidase M. Comme atten­
du, le Kélatorphan possède une ac­
tion analgésique très supérieure au 
thiorphan [24]. En accord avec ses 
propriétés, ce composé est capable 
d'augmenter la libération basale 
d'enképhalines à la fois in vitro et 
in vivo et par conséquent de révéler 
les actions physiologiques soumises 
à un contrôle tonique par les pepti­
des opioïdes [25]. Ainsi le Kélator­
phan comme le DTLET, produit 
une augmentation de la libération 
d'enképhalines dans le striatum de 
rat [26]. Ce résultat très important 
laisse à penser que les enképhalines 
seraient impliquées (prqbablement 
au travers de la régulation des voies 
monoaminergiques) dans le contrôle 
de certains comportements et qu'un 
dérèglement de ce système pourrait 
être une des causes des dépressions 
endogènes, voire d'affections telles 
que la schizophrénie. 
L'avenir thérapeutique des inhibi­
teurs potentiels du métabolisme des 
enképhalines repose entre autres sur 
la sélectivité des systèmes de dégra­
dation. Une première réponse vient 
d'être apportée par la visualisation 
dans le cerveau de l'enképhalinase 
par autoradiographie à l'aide d'un 
inhibiteur tritié. L'enzyme possède 
une distribution discrète et une co­
localisation satisfaisante avec les 
récepteurs opioïdes [ 27 ]. 1 Cibles du système 

enképhalinergique 

En dehors des récepteurs et des sys­
tèmes de dégradation, plusieurs 
cibles ont été étudiées par l'intermé-

diaire de sondes spécifiques. 
D'abord une métalloenzyme dé­
nommée enképhaline convertase 
[z8], dont le rôle serait de libérer la 
Met-enképhaline par hydrolyse de · 
la liaison Met-Arg du peptide Tyr­
Gly-Gly-Phe-Met-Arg. Celui-ci est 
obtenu par maturation du pré-'­
curseur pro-enkép�aline qui ren­
ferme cinq copies de Met-Enk enca­
drées de deux aminoacides basiques 
tels Arg-Lys ou Arg-Arg, qui ser­
vent de sites de clivage pour des 
enzymes probablement aspécifi­
ques. Le rôle sélectif de l'enképha­
line convertase dans la maturation 
ultime des enképhalines semble 
accréditée par la distribution de 
l'enzyme dans des régions -riches en 
Met-enképhaline démontrée comme 
pour l'enképhalinase à l'11ide d'un 
inhibiteur tritié [ 28]. 
Rien ne permet d'affirmer encore 
que la première étape de maturation 
de la pro-enképhaline nécessite une 
peptidase spécifique. Pourtant, le 
précurseur possède une structure 
terti�ire et par conséquent, proba­
blement un seul site dibasique 
accessible à une peptidase qui pour­
rait être spécifique, compte tenu des 
contraintes structurales évidemment 
différentes pour chaque précurseur 
de neuropeptide. La séquence de la 
pro-enképhaline, étant connue grâce 
au génie génétique [29], on peut 
donc préparer des anticorps mono­
clonaux dirigés contre les différen­
tes séquences . . .  An _ 2-An - cAn pré­
cédant les séries Arg-Arg-Tyr-Gly 
. . .  et examiner l'inhibition de la pre­
mière étape de maturation. Une 
autre approche plus élégante encore 
consiste à modifier par mutagénèse 
dirigée, un aminoacide potentielle­
ment essentiel pour la reconnais­
sance par l'enzyme. De telles études 
sont actuellement en cours. 1 Pharmacologie 

moléculaire du futur 

Les techniques d'hybridation in situ 
sont déjà utilisées couramment pour 
suivre, par exemple, l'influence 
d'un traitement aux neuroleptiques 
(halopéridol) ou d'électrochocs sur 
la synthèse d'enképhalines dans un 
tissu déterminé, en dosant l'ARN 
messager du précurseur et, en paral­
lèle, la concentration du peptide 
lui-même et son taux de libération 

[30 ]. Après l'application aux enzy­
mes de dégradation (ce qui ne 
saurait tarder), puis plus tard aux 
récepteurs, on pourra alors étudier 
complètement le fonctionnement 
d'une voie neuronale. On conçoit 
l'importance de telles études dans 
l'étiologie et le traitement des mala­
dies mentales ou dégénératives. 
Il apparaît cependant que les plus 
grands progrès dans notre connais­
sance du système nerveux central, 
pourraient venir de l'application des 
techniques du << design f) moléculaire 
à deux découvertes récentes. La 
première est la mise en évidence 
d' ARN messagers spécifiques aux 
cellules neuronales [3 1 ] .  Ces gènes 
expriment donc des protéines dont 
on ne connaît pas les fonctions mais 
dont on peut reconstituer les 
séquences à partir de celles des mes­
sagers. Avec cette information, il est 
possible de << réprimer f) spécifi­
quement l'expression d'une pro­
téine en inhibant la traduction de 
son ARN messager, ou mieux, en 
dirigeant contre un déterminant de 
la pr.otéine un anticorps obtenu à 
partir d 'un peptide synthétique. Le 
choix des déterminants pourra s'ef­
fectuer dans un avenir proche en 
tenant compte des règles de 
repliement des protéines ct donc 
d'apparition préférentielle à la sur­
face des macromolécules de cer­
taines séquences pcptidiques. 
La seconde application concerne la 
complémentarité entre les amino­
acides correspondant à une sé­
quence particulière sur l'ADN et 
ceux correspondant à la séquence 
autocomplémcntairc. Ainsi, à un 
peptide comme l' ACTH correspond 
un peptide autocomplémcntaire 
HTCA. Les deux molécules synthé­
tiques interagissent fortement l'une 
avec l'autre d'où l'idée que le pep­
tide HTCA pourrait faire partie du 
site actif d'une protéine réceptrice 
[32 ]. Cette hypothèse semble accré­
ditée par le fait qu'un anticorps con­
tre le peptide HTCA, se lie effecti­
vement au récepteur de l'ACTH et 
inhibe la liaison de l'effecteur natu­
rel. Si cette théorie était confirmée 
elle pourrait permettre de modéliser 
les interactions au sein d'un site ré­
cepteur sans connaître sa structure 
et faciliter par conséquent la mise au 
point d'agonistes et d'antagonistes. 
Par ailleurs, les anticorps agissant 
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contre k pep�ide << autocompl��en­
taire •> pourraient permettre d Isoler 
plus facilement les récepteurs. 
Enfin, la constatation d'un const�nt 
décalage topologiqu� e� au�oradw­
graphie entre la. d1stnl.n�t1on des 
peptides et leur Site de ha1son. [3.3], 
conduit à la notion de transmiSSion 
non synaptique à courte distance 
qui pourrait être étayée par une 
localisation non neuronale de cer­
taines enzymes du métabolisme des 
peptides (résultats en cour� de 
publication). De nouvell�s meth<?­
des de visualisation en m1croscop1e 
électronique sont nécessaires po�r 
confirmer ou infirmer ces hypothe­
ses qui pourraient expliquer par 
exemple l'affinité très f�rte des 
récepteurs aux neuropeptides. par 
rapport aux effecteurs. classiques 
(acétylcholine, monoammes . . .  ) et 
surtout conforteraient le rôle de plus 
en plus important accordé aux. cellu­
les gliales [34] dans le fonctionne­
ment du système nerveux central • 

Summary 

Progress in molecular .biology 
has allowed ·to charactenze new 
neuronal circuits, whose natural 
effectors are peptides, such as 
enkephalins (endogenous �o�­
phins) or brain cholccystokmm 
CCK 8. These molecules arc 
synthetized as large precursors. 
They bind to severa! classes of 
receptors. They are degraded by 
specifie enzyme systems. The 
analysis of the fonction of a 
neuropeptidergie system 
requires chemical tools wit� the 
ability to interfere select1vely 
with regulatory targets. Such 
compounds are obtaincd by 
taking into accoun� . the 
conformational adaptab1hty of 
the endogenous effector which 
allows its binding to severa! 
sites. From nuclear magnetic 
resonance data, modcls of speci-

fic interaction with the opioid 
rcceptors Il and ô, and with the 
sites for CCK 8 have been defi­
ned; they a!low to synthetize 
highly specifie agomsts and 
antagonists. Likewise, Kclato�­
phan, an inhibitor of enkephalm 
degradation enzym�s, has bee

_
n 

obtaincd from cnstallograph1e 
data on thermolysin, a bacterial 
metallopeptidase. The . techni­
ques of moleeular genet1cs now 
allow to follow both the synthe­
sis of a neuropeptide (by measu­
ring its preeursor rn RNA) and 
its rclease into the neuronal 
spacc (by immunocytoche­
mistry). These methods should 
also permit to define the role of 
the peptides selective!! e_x�r.es­
sed in _neurones by mhtbmng 
their expression. 
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