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ORL1 et Ia nociceptine:
I'amorce d’une nouvelle famille de récepteurs
et de ligands endogenes associés
aux systemes des opiacés ?

L’introduction de la génétique molé-
culaire dans I'étude des récepteurs
peptidiques a contribué, lors du clo-
nage de 'ADNc de récepteurs, a la
découverte de nombreux sous-types
de récepteurs d’'un méme ligand mais
également a la découverte de récep-
teurs orphelins de ligands endogénes
inconnus. En 1994, un premier travail
coopératif (Toulouse, France,
Bruxelles, Belgique) dirigé par Jean-
Claude Meunier a Toulouse avait per-
mis de décrire le clonage d’un nou-
veau membre de la famille des
récepteurs des opiacés, le récepteur
ORLI (pour opioid receptor-like 1) sans
que I'on conntt son ligand endogene
[1]. Ce travail faisait suite au clonage
des ADNCc et a la description en 1992
et 1993 des récepteurs des opiacés
classiques H, 0 et K, protéines mono-
mériques a la structure de récepteurs
a sept domaines transmembranaires
couplés a une protéine G [2]. Le pre-
mier de ces récepteurs dont ’ADNc a
été cloné, le récepteur 8, présentait
des analogies avec les récepteurs de la
somatostatine, un peptide initiale-
ment décrit comme hormone hypo-
thalamique inhibitrice de la libéra-
tion de ’hormone de croissance par
les cellules somatotropes de 'adéno-
hypophyse. Cette analogie entre les
deux types de récepteurs s’avérait
intéressante dans la mesure ou des
agonistes du récepteur de la somato-
statine possedent des propriétés anal-
gésiques. Meunier et al. avaient utilisé
une technique d’amplification sélecti-
ve par PCR d’ADN génomique
humain avec des oligonucléotides
codant pour des régions tres conser-
vées des récepteurs des opiacés O et
de la somatostatine pour synthétiser
une sonde d’ADN de 761 paires de
base. Cette sonde leur permit de cri-
bler une banque d’ADNc constituée a
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d’identifier un clone d’ADNc codant
pour une protéine de 370 acides ami-
nés qu’ils appelérent ORLI [1].

La séquence de ce récepteur est tres
bien conservée chez les mammiferes
avec, par exemple, entre la souris et
I’homme 87 % d’identité en ce qui
concerne les nucléotides, un pour-
centage qui s’éléve a 99% si I'on
considére la séquence des acides
aminés. La structure de ce récepteur
est tres proche de celle des trois
récepteurs des opiacés dont il parta-
ge beaucoup de caracteres structu-
raux, principalement dans les
domaines transmembranaires (67 %
d’analogie) et dans la boucle cyto-
plasmique du fragment C-terminal
(75 % d’analogie). Dans des cellules
CHO transfectées avec une construc-
tion codant pour ORLI, I’activation
de ce récepteur par 1’étorphine,
ligand universel des récepteurs des
opiacés, entraine une inhibition de
I’adénylyl cyclase, un effet inversé
par la diprénorphine, antagoniste
universel de cette méme famille.
Mais I’étude pharmacologique réali-
sée a 'aide de substances opiacées
endogenes ou synthétiques sur ces
cellules transfectées avait permis de
montrer que ORLI1 n’est pas un
récepteur des opiacés classique et
que son profil pharmacologique res-
tait a déterminer. L’étude par hybri-
dation in situ réalisée par plusieurs
équipes avec des transcrits ARN de
type ORL1 a montré que la distribu-
tion de ce récepteur était tres large,
tant a la périphérie (intestin, canal
déférent et rate) que dans le systeme
nerveux central du rat et de la sou-
ris, mais localisée dans des struc-
tures bien délimitées (hypothala-
mus, aires limbiques, pont et moelle
épiniere dorsale et ventrale), suggé-
rant que ORLI1 pourrait étre associé
a plusieurs fonctions.

D’apres la séquence des acides ami-
nés déduite de celle du geéne, il était
probable que le ligand endogene res-
semblat a une dynorphine A, un hep-
ta-décapeptide agoniste endogeéne du
récepteur des opiacés K. Ainsi, en uti-
lisant une procédure d’extraction
identique a celle décrite lors de l'iso-
lement de la dynorphine et en mesu-
rant comparativement 1'activité
d’extraits peptidiques de cerveau de
rat sur lactivité adénylyl cyclase de
cellules CHO recombinées expri-
mant le géne ORLI et de cellules
CHO non recombinées, un peptide
exercant un effet inhibiteur puissant
sur I’enzyme a été isolé et séquencé
[3]. Il s’agit d’un peptide de dix-sept
résidus, proche dans sa structure de
la dynorphine A (six acides aminés
conservés dans la séquence). Le pro-
duit purifié de méme que le peptide
synthétique inhibent a des concentra-
tions nanomolaires 'activité adénylyl
cyclase de cellules recombinantes
CHO transfectées avec une construc-
tion codant pour ORLI. Les auteurs
de ce travail ont également montré
que le neuropeptide naturel existe
sous la forme d’un précurseur pepti-
dique beaucoup plus grand, qui pos-
sede des motifs d’excision protéoly-
tiques. Le peptide synthétique s’est
avéré actif in vivo mais, curieuse-
ment, dans un sens opposé a celui
attendu pour une inhibition de I’adé-
nylyl cyclase : injecté par voie intracé-
rébroventriculaire chez la souris, il
diminue les temps de latence de
redressement et du saut dans le test
de la plaque chaude, un test couram-
ment utilisé pour mesurer 'activité
analgésique de molécules qui ont
une action opposée et augmentent
ces temps de latence. Vingt minutes
apres I'injection du peptide, les ani-
maux deviennent hyper-réactifs a la
stimulation nociceptive thermique de
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la plaque chaude: ils se redressent
sur leurs pattes postérieures puis sau-
tent hors de la plaque chaude avec
des temps de latence plus courts que
les animaux témoins. En outre,
I'injection intracérébroventriculaire
répétée d’un oligonucléotide anti-
sens de PARNm du récepteur ORLI1
a eu l'effet opposé a celui du peptide
endogeéne : lorsque la synthése
d’ORL1 est diminué, les temps de
latence mesurés par ce méme test
sont augmentés. Compte tenu de
Ieffet d’hyper-réactivité a la stimula-
tion nociceptive thermique (plaque
chaude) relayé par ce peptide, les
auteurs I'ont appelé «nociceptine ».

Avec la mise en évidence d’une nou-
velle famille de récepteurs et de
ligands endogénes de type opiacé
dans le systtme nerveux, une voie
vient d’étre ouverte dans la compré-
hension du fonctionnement de ces
systémes qui pourrait avoir des consé-
quences pharmacologiques impor-
tantes. Il reste a comprendre les rai-

sons de cette opposition entre les
effets cellulaires de type morphinique
du peptide (inhibition de I’adénylyl
cyclase), et ses effets pro-nociceptifs,
de type antimorphinique, lorsqu’il est
testé in vivo. La mesure de cette acti-
vité in vivo avec des tests nociceptifs
autres que la plaque chaude devrait
permettre de comprendre cette
opposition et de pouvoir ainsi vérifier
si la nociceptine est la bien-nommée !
Comme un fait expres, ce peptide a
recu un autre nom, 'orphanine FQ,
nom qui refléte sans aucun doute les
incertitudes sur la fonction physiolo-
gique exacte de ce peptide in vivo [4].
En effet, dans une étude simultanée
réalisée par une équipe suisse, un
ligand du récepteur ORLI, appelé
aussi récepteur LC132 a été isolé,
séquencé et correspond tout a fait a la
nociceptine. De facon surprenante
dans le test de la plaque chaude, le
peptide n’a pas d’effet nociceptif mais
exerce plutdt une action antinocicep-
tive lorsqu’il est injecté a fortes

concentrations a des souris. Cet effet a
été mis en relation avec la diminution
de D'activité locomotrice et du tonus
musculaire de ces souris. En revanche,
un effet hyperalgésique important est
observé dans le test de tail-flick, ce qui
est en accord avec un effet nociceptif
prépondérant du peptide.
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mEE  Obésité et cerveau : de nouveaux
indices ! Depuis la découverte du
« gene de 'obésité », dont la mutation
induit une obésité chez la souris (m/s
n°12, vol. 10, p. 1337) [1], un géne ho-
mologue a été identifié chez le rat et
I’homme. Le gene ob, qui ne s’exprime
que dans le tissu adipeux, code pour
une protéine de 16kDa (OB), synthét-
sée et sécrétée par les cellules adipeuses
et retrouvée dans le plasma. Il est au-
jourd’hui admis que le pouvoir amai-
grissant de cette protéine, chez la souris
tout au moins, est dii a sa double fonc-
tion, inhibitrice sur la prise alimentaire
et activatrice sur la consommation
d’énergie, conduisant ainsi a I'augmen-
tation de la mobilisation des graisses
corporelles. La question essentielle,
dont la réponse constituerait une avan-
cée importante dans la compréhension
des mécanismes de 1’obésité, concerne
le site d’action de la protéine OB. Des
expériences préliminaires avaient mon-
tré que 'administration directe de la
protéine OB dans le ventricule cérébral
latéral modifiait la prise alimentaire et
I'équilibre énergétique chez des souris
ob/ob, suggérant ainsi que une ou plu-
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sieurs régions du cerveau étaient les
cibles de OB. En outre, la participation
d’un neuropeptide « antiobésité » com-
me le neuropeptide Y (NPY) était forte-
ment pressentie au vu de ses capacités
régulatrices sur la prise alimentaire, la
thermogeneése et les sécrétions d’insuli-
ne et de corticostérone [2, 3]. L’article
de T.W Stephens et al. (Lilly Research La-
boratories)[4] confirme ces hypotheses
puisqu’il vient de montrer que : 1) un
traitement de 30 jours de souris ob/ob
par la protéine OB recombinée humai-
ne conduit a une normalisation de la
prise alimentaire et du poids des souris.
Cette  modification  s’accompagne
d’'une diminution des ARNm du NPY
dans I'hypothalamus, suggérant une
baisse de la synthése de NPY dans ce tis-
su. Cette diminution n’a pas été obser-
vée chez la souris obése db/db chez la-
quelle leffet amaigrissant de la
protéine OB n’est pas observé ; 2) un
effet inhibiteur direct de OB sur la sé-
crétion de NPY par I’hypothalamus a
été mis en évidence sur des hypothala-
mus isolés et perfusés in vitro; 3) chez la
souris 0b/ob, I'injection intraventriculai-
re de OB recombinée de souris est plus

efficace sur la baisse de la prise alimen-
taire qu'une administration sous-cuta-
née ; 4) des récepteurs spécifiques et de
forte affinité pour la protéine OB de
souris ont été identifiés dans des mem-
branes d’hypothalamus de rat. L’en-
semble de ces observations est tout a
fait en faveur d’une action hypothala-
mique de OB et d’'un mécanisme régu-
lateur « amaigrissant » mettant en jeu le
NPY. II est cependant intéressant de no-
ter que d’autres neuropeptides ayant
des effets régulateurs sur la prise ali-
mentaire et se liant & des récepteurs
spécifiques au niveau de I'hypothala-
mus (cholécystokinine, galanine, soma-
tostatine...) pourraient étre également
des candidats potentiels pour relayer
'action de la protéine OB au niveau du
systeme nerveux central.
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