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Neurobiologie

lisé depuis des millénaires en

vertu de son action analgésique
extrémement puissante. C’est égale-
ment une drogue a ’action psycho-
trope euphorisante. L’ingrédient le
plus actif de 'opium est la morphine
(figure 1), un composé isolé au début
du siecle dernier [1]. Depuis, la mor-
phine a été couramment utilisée
pour le traitement des douleurs
séveéres et représente encore
aujourd’hui le médicament antidou-
leur le plus efficace dont dispose le
médecin. L’administration de mor-
phine s’accompagne malheureuse-
ment d’une pléthore d’effets secon-
daires indésirables, dont I'un des
plus redoutés est la dépression respi-
ratoire. Les traitements morphi-
niques produisent également des
problémes gastro-intestinaux sérieux
et une administration prolongée
peut s’accompagner de l'apparition
d’accoutumance (baisse d’efficacité
du composé) et de dépendance
(apparition d’un syndrome de
manque a l'arrét du traitement). La
toxicomanie, par ailleurs, représente
un autre aspect des effets de I'action
biologique des opiacés et I'usage illi-
cite d’héroine, un dérivé proche de
la morphine, constitue un grave pro-
bléme de santé publique au niveau
mondial. On n’a pas encore réussi a
développer des analgésiques aussi
puissants que la morphine mais
dépourvus d’effets secondaires, ni a
mettre au point des traitements effi-
caces de la toxicomanie, malgré les
efforts conjugués de nombreux labo-
ratoires académiques et de I'industrie
pharmaceutique. La compréhension
du mode d’action de la morphine au
niveau moléculaire apparait indis-
pensable au développement de théra-
pies nouvelles.
Les opiacés produisent leur action

I ‘opium, extrait du pavot, est uti-

messmmsm  biologique en se fixant de maniere
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Figure 1. Structure de la morphine.

réversible et spécifique a des récep-
teurs membranaires du systéeme ner-
veux. L’existence de ces récepteurs a
d’abord été démontrée indirecte-
ment en 1973, par une approche
pharmacologique [2-4]: on a pu, en
effet, montrer la fixation spécifique
et saturable de composés opiacés
radiomarqués sur des préparations
membranaires de cerveaux. Par la
suite, l'utilisation d’un grand
nombre d’analogues dans ces expé-
riences de liaison a permis de distin-
guer trois classes de récepteurs, que
I'on a appelés p, 8 et k. Ces trois
récepteurs sont largement distribués
dans le systéme nerveux et sont parti-
culierement abondants sur les voies
neuronales qui véhiculent les stimu-
lations douloureuses et dans les
régions limbiques qui contrdlent les
émotions. L’existence de peptides
opioides endogénes a été démontrée
en 1975 [5] et I'on sait aujourd’hui
qu’il existe une vingtaine de ces pep-
tides et qu’ils dérivent de trois genes
distincts dont les produits sont nom-
més proenképhaline, prodynorphine
et proopiomélanocortine [6]. Ces
peptides et leurs récepteurs forment
un systéme neurotransmetteur qui
module plusieurs fonctions du sys-
teme nerveux dont les principales

sont la réponse a la douleur et au
stress, ainsi que le contréle des émo-
tions. IlIs sont impliqués également
dans la modulation de fonctions
autonomes, endocrines et immuni-
taires.

Les trois récepteurs des opiacés
constituent les éléments-clés dans
I’action des opiacés exogenes. Ils
sont tous trois médiateurs d’analgé-
sie. Toutefois, le fait qu’ils soient
rarement localisés sur les mémes
neurones et que chacun d’eux pré-
sente des propriétés de liaison des
opiacés distinctes laisse supposer
qu’ils contribuent, chacun de ma-
niere spécifique, aux différentes
réponses pharmacologiques des opia-
cés. Cette hypothese est corroborée
par des expériences in vivo qui ont
démontré une implication majeure
du récepteur p dans I’analgésie
supraspinale alors que les trois récep-
teurs semblent capables de relayer
I’action antinociceptive des opiacés
au niveau spinal [7, 8]. Il a égale-
ment été démontré que seuls les
récepteurs [ et & sont a I'origine de
I’action euphorisante des opiacés
alors que l'activation de k est généra-
trice de troubles de I’humeur, un
effet opposé a ceux de p et 6 [9].
Enfin, il semble que les récepteurs p
et § sont assez spécifiquement impli-
qués dans le développement de la
dépendance physique, avec toutefois
une participation majeure du récep-
teur p [10]. L’ensemble de ces
conclusions, accumulées au cours
d’une vingtaine d’années, dérive de
résultats obtenus par l’utilisation
d’agonistes ou d’antagonistes suppo-
sés spécifiques de chacun des récep-
teurs. Cependant, la preuve directe
d’'un role différentiel de ces récep-
teurs n’avait pu étre apportée jusqu’a
présent.

L’ADNCc du récepteur & des opiacés a
été cloné récemment (m/s n° 10,
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vol. 8, p. 1115) [11, 12]. Cela a per-
mis le clonage, par homologie, des
ADNc des récepteurs pu et k¥ [13].
L’analyse de leur séquence et de la
structure primaire déduite des pro-
téines indique que les récepteurs des
opiacés font partie de la superfamille
des récepteurs couplés aux protéines
G, qui présentent une topologie a
sept domaines transmembranaires
[14]. La possession des geénes des
récepteurs des opiacés ouvre la voie a
des études fonctionnelles chez I’ani-
mal, dans le but d’analyser le role
respectif de chacun des récepteurs
dans Deffet analgésique des opiacés
et dans 'apparition du phénoméne
de dépendance.

Par T'utilisation de la méthode de
recombinaison homologue [15] nous
avons inactivé le géne codant pour le
récepteur p chez la souris [16] et
vérifié que les alléles ainsi modifiés ne
code plus pour un récepteur fonc-
tionnel: les cerveaux des souris u*-
présentent deux fois moins de sites p
que celui des souris u** et on ne
détecte plus aucune liaison du ligand
n dans les cerveaux de souris "

Les souris homozygotes pour la muta-
tion (") naissent sans anomalie ana-
tomique évidente, grandissent norma-
lement et se reproduisent a la méme
fréquence que les souris de type sau-
vage. Il semblerait donc que les
récepteurs |l ne soient pas indispen-
sables a la survie des animaux dans
des conditions normales d’élevage.
Une deuxiéme étape a consisté a ana-
lyser la distribution et les niveaux
d’expression des autres composants
du systeme opioide: les techniques
de cartographie par autoradiogra-
phie et d’hybridation én situ ont mon-
tré que 'absence de récepteurs u ne
semble affecter ni le nombre et la
répartition des récepteurs § et k, ni la
distribution et le niveau d’expression
des genes codant pour la proenké-
phaline, la prodynorphine ou la
proopiomélanocortine, précurseurs
des peptides opioides. Au cours du
développement de la souris mutante,
aucun phénomeéne compensatoire
majeur ne semble s’étre développé
dans le systéeme opioide lui-méme
afin de pallier 'absence de 'un des
partenaires du systéme.

L’analyse comportementale de ces
souris mutantes allait donc nous per-
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Figure 2. Analgésie morphinique chez les souris de type sauvage u*'+* et les
souris dépourvues de récepteur u (u™"). Les animaux sont soumis & une sti-
mulation douloureuse de type thermique. Les graphiques montrent les
temps de réaction au stimulus nociceptif en fonction de la dose de morphine
injectée. On observe une analgésie dépendante de la dose chez les animaux

u** alors que la morphine reste sans

mettre d’évaluer précisément la par-
ticipation du récepteur u dans la
réponse de I'animal a un opiacé
donné. Une absence totale de
réponse a la drogue chez les animaux
u”~ démontrerait la contribution du
récepteur pu exclusivement, alors
qu’'une réponse résiduelle a la
drogue indiquerait une participation
des récepteurs 6 et k dans la réponse
pharmacologique. Nous avons foca-
lisé notre attention sur la molécule
opiacée prototypique : la morphine.

L’activité analgésique de la mor-
phine a été mesurée a I’aide des tests
classiques de retrait de la queue
aprés immersion dans I’eau chaude
ou du léchage et du saut a partir
d’une plaque chaude (figure 2). Dans
ces tests on évalue le temps de
réponse de I'animal a une stimula-
tion douloureuse de type thermique.
L’administration de morphine aux
animaux sauvages provoque, comme
attendu, une analgésie marquée et
dépendante de la dose. En revanche,
et de facon trés nette, la morphine
injectée aux mémes doses n’a aucune

effet chez les animaux u~".

action sur les animaux dépourvus de
récepteurs |L: ceux-ci réagissent a la
douleur thermique de la méme
maniere que les animaux témoins
ayant recu une injection de sérum
physiologique.

L’activité euphorisante de la mor-
phine peut étre évaluée par I'utilisa-
tion du test de préférence de place,
un test dans lequel on conditionne
I’animal a associer l'injection d’une
drogue a un environnement particu-
lier (figure 3). Aprés une période
d’apprentissage, I’animal est autorisé
a circuler librement et I'on observe
que les souris de type sauvage passent
plus de temps dans le compartiment
dans lequel on leur a administré de
la morphine que dans le comparti-
ment dans lequel elles recevaient des
injections de sérum physiologique.
Ce comportement indique que la
morphine présente des propriétés ré-
enforcantes et peut étre mesuré de
facon trés nette chez les animaux
w’*. Ce n’est pas le cas pour les sou-
ris déficientes en récepteur p: celles-

ci ne montrent aucune préférence m——
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Figure 3. Effet euphorisant de la morphine chez les souris de type sauvage
u*’* et les souris dépourvues de récepteur u~-. Dans le test de préférence de
place, I’'animal est conditionné a associer I'un des compartiments a I'admi-
nistration de sérum physiologique et I'autre a I'administration de morphine,
par des injections alternées pendant une semaine. Les résultats sont expri-
més en scores, qui représentent la différence de temps passé dans le com-
partiment-morphine aprés et avant le conditionnement. Les animaux
témoins u** et u=-, qui ont regu des injections de sérum salé physiologique
dans les deux compartiments, ne sont pas influencés par le conditionne-
ment. La morphine présente clairement une activité autorécompensante chez
les animaux p**, qui passent un temps plus long dans le compartiment-mor-
phine aprées le conditionnement. Aucune préférence de place n’est observée
chez les animaux p".

pour le compartiment associé aux
injections de morphine apres condi-
tionnement. Cette expérience indi-
que, par conséquent, que la mor-
phine n’a pas de propriétés auto-
récompensantes lorsque le récepteur
| est absent chez I’animal.

Une troisieme propriété de la mor-
phine qui représente I'une des
actions biologiques majeure de cette
drogue est la capacité d’engendrer
une dépendance physique sévére
(figure 4). Nous avons injecté des
doses croissantes de morphine au

rythme de deux injections par jour
pendant 6 jours. Ce traitement est
connu pour induire un état de
dépendance, qui peut alors étre
révélé par I'injection de naloxone:
I'injection de cet antagoniste opiacé
non sélectif, qui bloque presque ins-
tantanément l’action de la mor-
phine, déclenche un syndrome de
sevrage. Les animaux p** ainsi traités
présentent alors toute une panoplie
de symptomes de manque (sauts,
reniflements, claquements de dents,
tremblements, ébrouements, diar-
rhée, perte de poids, hypothermie)
que I'on peut quantifier. Les ani-
maux déficients en récepteurs p,
quant a eux, ne manifestent aucun
des symptomes classiques du sevrage
et se comportent de la méme
manieére que les animaux traités au
sérum physiologique. Nous avons
également montré que les cerveaux
de ces animaux u”~ ne présentent
pas I’élévation compensatoire d’acti-
vité adénylyl cyclase qui se développe
au cours du traitement morphinique
chronique chez les animaux p** (m/s
n°11, vol. 12, p.1257). 11 est donc
clair que I’absence de récepteur p
chez les souris mutantes a totalement
empéché la mise en place d’'un état
de dépendance physique a la mor-
phine.

En conclusion, nos résultats démon-
trent que : (1) 'absence de récep-
teurs p ne modifie pas les autres com-
posants du systéme opioide ; (2) les
souris mutantes homozygotes u~/~
sont insensibles a 'action de la mor-
phine : l'analgésie, ’euphorie et la
dépendance physique, qui sont trois
des actions biologiques principales
de la morphine, sont totalement abo-
lies chez ces animaux. Nous avons
donc identifié sans ambiguité la cible
pharmacogique de la morphine,
prouvant ainsi, pour la premiére fois,
que le produit du gene codant pour
le récepteur p représente la cible
moléculaire de la morphine.

Plus surprenante a été la constatation
que ce récepteur est non seulement
la cible principale mais semble étre la
cible unique de la morphine.
L’aspect remarquable de ces résultats
est qu'en I’absence du récepteur ,
les récepteurs & et k ne relaient pas
les actions biologiques principales de
la morphine. Il est nécessaire a pré-
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Figure 4. Dépendance physique a la morphine chez les souris de type sauvage u** et les souris dépourvues de
récepteur u~-. Les animaux sont soumis a des doses bi-quotidiennes et croissantes de morphine pendant 6 jours
puis a une dose unique de naloxone (antagoniste opiacé) afin de précipiter un syndrome de sevrage. Celui-ci est
exprimé sous forme d’un score qui représente I'ensemble des signes de manque que I’'on a observés (sauts, renifle-
ments, tremblements, tremblements des membres, ébrouements, claquements de dents, ptose et diarrhée). Les ani-
maux témoins u** et u7- traités au sérum salé physiologique ne présentent aucun des symptémes. Le traitement
morphinique chronique induit un syndrome de sevrage trées marqué chez les animaux p** alors qu’aucun signe de

dépendance physique & la morphine n’est observé chez les animaux .

sent d’évaluer précisément 1’état
fonctionnel des récepteurs 6 et k
chez ces souris afin de pouvoir inter-
préter de facon tout a fait claire la
suppression compléte de 'action de
la morphine chez les animaux
mutants.

Les souris déficientes en récepteurs
W, ainsi que les souris chez lesquelles
les récepteurs 6 et k auront été inac-
tivés, représentent des outils spéci-
fiques pour la réévaluation du mode
d’action des drogues opiacées clas-
siques et la mise au point de nou-
velles drogues de type non-u dont le
potentiel thérapeutique dans le trai-
tement des douleurs séveres est tres
prometteur ®
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