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Recepteurs,
nociception,
locomotion

Du nouveau du coté des
récepteurs du systeme nerveux
central. Un récepteur, proche de
ceux des opiacés, reconnait en
fait un peptide endogene aux
effets inverses de ceux des
agonistes des opiacés,
augmentant la perception
nociceptive au lieu de la
diminuer. Lorsque des
expériences de recombinaison
homologue chez la souris auront
permis d’invalider les deux
alleles du gene de ce récepteur, la
Jfonction réelle de ce systeme
nociceptif pourra étre mieux
comprise. Une telle invalidation
du gene du récepteur D2 de la
dopamine a permis de confirmer
le role essentiel des systemes
dopaminergiques dans le controle
de la locomotion et,
généralement, des mouvements
volontaires, altéré dans la
maladie de Parkinson. Les
récepteurs de la nociceptine et de
la dopamine appartiennent a la
famille des molécules a sept
passages transmembranaires
couplées aux protéines G, comme
Uimmense majorité des récepteurs
des neurotransmetteurs et, en
tout cas, des neuropeptides.
Cependant, un récepteur canal,
dit <ionotropique » par
opposition aux récepteurs
métabotropiques, vient d’étre
caractérisé chez Uescargot. Chose
singuliere, il reconnait le
FRMFamade dont les équivalents,
chez les mammiferes, se
comportent comme les inhibiteurs
de Paction analgésique des
opiacés.
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La nociceptine et son récepteur

Les récepteurs de substances bioac-
tives, naturelles ou de synthese
(médicaments) appartiennent a des
familles structuralement homogénes
dont la plus nombreuse est celle des
récepteurs couplés aux protéines de
transduction G (RCPG). Les récep-
teurs de cette famille ont en com-
mun de contenir sept domaines
hydrophobes formant, potentielle-
ment, autant d’hélices d transmem-
branaires. Des stratégies de clonage
fondées sur I’amplification sélective
d’ADN génomique a partir
d’amorces «dégénérées» concues
pour interagir avec toute séquence
codant les domaines les mieux
conservés (transmembranaires)
entre RCPG ont conduit a isoler les
geénes de membres jusqu’alors
inconnus de cette famille de récep-
teurs [1-3]. D’otl 'émergence d’une
nouvelle pharmacologie, dite
«inverse » qui, de la connaissance
des geénes «orphelines», pourrait
conduire a I'identification des effec-
teurs naturels de ces cibles et, par-
tant, a la conception de nouveaux
médicaments [4, 5]. La découverte
de la nociceptine est a cet égard
exemplaire (m/s n°l, vol. 12, p. 116).

Le récepteur orphelin ORL

C’est précisément en cherchant a
cloner — sur la base de leur probable
analogie de séquence avec celle du
récepteur des opiacés de type & [6,
7], —T'un des deux autres types [ ou
K, voire de nouveaux sous-types de
récepteur des opiacés, que plusieurs
laboratoires [8-14] ont isolé une
séquence génique jusqu’alors incon-
nue, codant pour une protéine dont
la structure primaire ressemble fort
a celles des récepteurs des opiacés
(figure 1). D’ou le nom d’ORL
(opioid receptor like) que nous avons

donné a ce récepteur orphelin [8].
En termes d’analogie de séquence,
ORL est a peu preés équidistant
(65 %) des trois types, |, 0 et K de
récepteurs des opiacés. Il présente
néanmoins une particularité qu’on
ne retrouve que dans le récepteur K,
a savoir que pres du tiers des acides
aminés qui composent sa seconde
boucle extracellulaire sont de type
acide (figure 1). C’est cette boucle
acide qui confére au récepteur K
une affinité tres élevée pour son
agoniste naturel, la dynorphine A,
un heptadécapeptide basique [15,
16]. Nous y reviendrons.

Produit de maniére transitoire dans
des cellules COS ou stable dans des
cellules CHO, le récepteur ORL ne
montre d’affinité élevée, intrinseque
ou apparente, ni pour les substances
opiacées ni pour les antagonistes des
opiacés. ORL n’est pas un récepteur
des opiacés. Néanmoins, le récep-
teur ORL est activé par I’étorphine,
un puissant opiacé, et cette activa-
tion se traduit, dans une lignée de
cellules CHO exprimant le récep-
teur orphelin, par une inhibition de
I’enzyme adénylyl cyclase [8]. Méme
si les doses d’étorphine requises
pour stimuler ORL sont mille fois
plus élevées que celles requises pour
stimuler un récepteur des opiacés
[17], qu’il soit de type H, d ou K, cet-
te action spécifique de 'opiacé sur
ORL démontre le couplage fonc-
tionnel entre récepteur et adénylyl
cyclase. C’est sur la base de ce cou-
plage dans la lignée CHO recombi-
nante que nous avons pu «suivre » le
ligand endogene du récepteur
orphelin au cours des diverses
étapes de sa purification.

Les ARNm du récepteur ORL sont
particulierement abondants dans le
systeme nerveux central (régions
limbiques, hypothalamus, tronc
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cérébral et moelle épiniere) et, en'y
regardant de plus prés, dans de
nombreuses zones dont on sait
qu’elles sont impliquées dans la sen-
sation de douleur. De fait, malgré
I’absence d’outils pharmacologiques
classiques (agonistes et antagonistes
d’ORL), nous avons pu étayer la
notion qu’ORL interviendrait dans
la nociperception en bloquant in
vivo la synthése du récepteur orphe-
lin. Ainsi, ’administration intra-
cérébro-ventriculaire (i.c.v.) répétée
d’un oligonucléotide anti-ARNm
d’ORL (antisens) induit-elle, chez la
souris, un allongement notable du
temps de réaction des animaux a
une stimulation nociceptive ther-
mique cutanée (épreuve de la
plaque chaude), en d’autres termes,
une analgésie.

ORL a vraisemblablement d’autres
fonctions physiologiques car son
gene est exprimé non seulement
dans le SNC en dehors des régions
dédiées a la nociperception mais
aussi a la périphérie, notamment
dans l'intestin, le canal déférent, la
rate [12] et dans les lymphocytes
[18, 19]. En outre, le gene du récep-
teur ORL contient, dans sa partie
codante, deux introns: I'un est situé
dans la séquence correspondant a
I’extrémité N-terminale de la pre-
miere boucle cytoplasmique, 'autre
dans celle codant pour le troisieme
résidu glutamyl de la seconde
boucle extracellulaire [8, 20]. Des
formes d’ORL résultant d’un épissa-
ge alternatif de son gene ont effecti-
vement été détectées, en particulier
une forme «longue » avec une inser-
tion de 28 acides aminés dans la
boucle EL2 [12].

Le ligand endogene du récepteur
ORL

Le récepteur ORL étant structurelle-
ment apparenté aux récepteurs des
opiacés, eux-mémes des récepteurs
de peptides, les endomorphines, il
était légitime de penser que le ligand
endogeéne d’ORL fat lui aussi un
peptide. En outre, le fait qu’ORL
possede un domaine acide analogue
a celui qui, dans le récepteur des
opiacés de type K fixe la dynorphine
A, suggérait que le ligand endogene
du récepteur orphelin fit aussi un
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Figure 1. Structure bidimensionnelle supposée du récepteur ORL. EL:
boucle extracellulaire, IL: boucle cytoplasmique. Les disques rouges repré-
sentent les acides aminés communs au récepteur ORL et aux récepteurs des
opiacés de type L, d et k. On notera que les identités sont particulierement
abondantes non seulement dans les domaines transmembranaires I, Ill, V et
VIl (numérotés de la gauche vers la droite) mais aussi, et surtout, dans les
boucles cytoplasmiques. Les cercles rouges épais représentent les résidus
acides (Asp ou Glu) de la seconde boucle extracellulaire.

peptide au caractére basique mar-
qué. C’est a partir de ces hypothéses
que nous avons isolé, d’un extrait
d’une vingtaine (environ 35g) de
cerveaux de Rat, une substance ayant
la propriété d’inhiber ’adénylyl
cyclase dans la lignée CHO qui
exprime le récepteur ORL [21].
Comme escompté, la substance en
question est un peptide dont la
séquence de 17acides aminés révele
quelques analogies avec celle de la

dynorphine A (figure 2). En particu-
lier, le peptide contient deux résidus
arginyl (R) et deux résidus lysyl (K),
tous concentrés dans sa portion
médiane qui, de ce fait, correspon-
drait au domaine «adresse» —, lui
aussi fortement basique, de la dynor-
phine A [22].

L’heptadécapeptide de synthése est
un puissant agoniste du récepteur
ORL car, dans la lignée CHO expri-
mant ORL, il inhibe I’adénylyl cycla-
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se a des concentrations voisines de
102 mol/l. Il est inactif dans la
lignée cellulaire «sauvage» et tres
peu actif dans des lignées CHO
recombinantes exprimant I'un quel-
conque des trois types de récepteur
des opiacés.

In vivo, le peptide de synthese exerce
une action contraire a celle de
I’administration chronique de I'oli-
gonucléotide anti-ARN messager
d’ORL. En effet, injecté par voie i.c.v.
chez la souris, il diminue de maniére
tres significative le temps de réaction
(redressement, saut) des animaux a
un stimulus nociceptif (épreuve de la
plaque chaude). C’est au vu de cette
action hyperalgésiante que nous
avons baptisé «nociceptine » le nou-
veau peptide.

Trois semaines environ aprés nous,
une équipe suisse a publié l'isole-
ment et la structure, sous la dénomi-
nation d’«orphanine FQ», de la
nociceptine [23]. Les auteurs mon-
trent que l'orphanine FQ, adminis-
trée par voie i.c.v. chez la Souris,
diminue considérablement le délai
de retrait de la queue dans le test
nociceptif du méme nom. En
revanche, ils n’observent pas d’effet
hyperalgésique de I’orphanine FQ
dans I’épreuve de la plaque chaude.
Ce désaccord entre les deux labora-
toires pourrait s’expliquer par les dif-
férences de doses utilisées car, a forte
dose, le peptide pourrait stimuler les
récepteurs des opiacés, induisant ain-
si des effets analgésiques ou incapaci-

tants moteurs qui annihileraient ses
effets hyperalgésiques.

La nociceptine est bien endogene au
cerveau car nous avons isolé d’une
banque de cerveau de Rat, et identifié,
I’ADNCc qui code pour son précurseur,
la pronociceptine [21]. De fait, la pro-
nociceptine contient la séquence de
17 acides aminés de la nociceptine,
encadrée par les signaux canoniques
Lys-Arg d’excision protéolytique. Elle
contient aussi d’autres séquences
potentiellement «excisables» qui
pourraient représenter des peptides
neuroactifs jusqu’alors inconnus et
dont les fonctions méritent certaine-
ment d’étre explorées. Les études de
biologie moléculaire ont aussi révélé
que la séquence de la nociceptine est
identique chez la Souris, le Rat et
I’'Homme.

Bilan et perspectives

Ces résultats démontrent la valeur
heuristique de la démarche pharma-
cologique dite «inverse » qui, d’ADN
de récepteur orphelin a ligand endo-
gene, a conduit a identifier un syste-
me peptidergique jusqu’alors totale-
ment inconnu du systéme nerveux
central. La découverte de ce nouveau
couple effecteur-cible pourrait trou-
ver des applications en neurophysio-
pathologie, de la douleur notam-
ment, car des antagonistes de la
nociceptine devraient avoir des pro-
priétés analgésiques. C’est du moins
ce que 'on est en droit d’attendre au

B-endorphine YGGFMTSEKSQTPLVTLFKNAIIKNVHKKGQ
Met-enképhaline YGGFM
Leu-enképhaiine YGGFL
a-néoendorphine YGGFLRKYPK
dynorphine YGGFLRRIRPKLKWDNOQ
nociceptine FGGFTGARKSARKLANQ

Figure 2. Comparaison des séquences de la nociceptine et de quelques en-
dorphines. Les acides aminés en rouge sont communs a la nociceptine et,
respectivement, aux cinq endorphines dont la B-endorphine et la dynorphine.
Sur la base des relations structure-activité connues de la dynorphine [20] la
nociceptine pourrait étre divisée en un domaine « message », FGGF lui confé-
rant son activité biologique, et un domaine « adresse » basique, GARKSARK,
lui conférant sa forte affinité pour le récepteur ORL, via notamment l'interac-
tion avec la boucle acide (EL2) de ce dernier.
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vu de I'action hypoalgésiante de I’oli-
gonucléotide antisens [21] et hyper-
algésiante de la nociceptine [21, 23]
et cela méme si, comme 1’écrit fort a
propos I'éditeur de la revue Nature
[24], il reste a prouver que la noci-
ceptine agit bien sur les neurones
dont T'activité est responsable de la
sensation douloureuse. Il est pro-
bable que de tels antagonistes, non
peptidiques de préférence, existent
déja dans les chimiotheques de
I'industrie pharmaceutique.

En tout état de cause, les fonctions
du couple ORL-nociceptine restent a
établir, en particulier son implica-
tion dans la régulation de la nociper-
ception. Cela devrait pouvoir étre
prouvé a l'aide de lignées de souris
transgéniques qui ne produisent pas
ou, au contraire, qui produisent trop
le récepteur ORL ou bien encore
par la mise en évidence de modifica-
tions du gene codant pour le récep-
teur ORL dans certaines maladies
génétiques comme par exemple,
I'insensibilité congénitale a la dou-
leur m
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