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La découverte

de opiorphine humaine
Un modulateur anti-nociceptif

des voies opioidergiques

Catherine Rougeot, Michaél Messaoudi

> Chez les mammiferes, les métallo-ectopep-
tidases a zinc contrélent I'activité de nom-
breux médiateurs peptidiques neuroendocriniens
qui coordonnent la dynamique des réactions
adaptatives de I'organisme a un changement
environnemental. Les enképhalines sont les neu-
ropeptides des voies opioidergiques sécrétés en
réponse a certaines situations de stress - phy-
sique ou psychologique - qui sont trés rapide-
ment détruits par les 2 métallo-ectopeptidases
membranaires, NEP (neutral endopeptidase)
et AP-N (aminopeptidase N). Les enképhalines
jouent un réle crucial dans le controle des voies
de neurotransmission de la douleur et dans la
modulation de Iactivité des structures cérébra-
les régissant, en outre, la motivation et I'équili-
bre adaptatif des états émotionnels [1, 2]. Leur
action est spécifiquement transmise, comme
celle de la morphine (opiacé alcaloide), via les
récepteurs membranaires p- et d-opioides. Face
a 'importance des constantes biologiques régu-
Iées par le systéme opioide, I'identification des
mécanismes qui contr6lent, en amont, Iactivité
des signaux enképhalines revét une importance
fondamentale tant sur les plans physiologique
que thérapeutique [3].

U'aventure de la découverte de 'opiorphine
débute par une démarche d’intégration fondée
sur la caractérisation moléculaire d’un nou-
veau médiateur hormonal chez le rat - baptisé
Sialorphine - et sur I’établissement de son
caracteére significatif et de sa spécificité fonc-
tionnelle in vivo.

La découverte de la sialorphine

de rat par une approche

de pharmacologie inverse

Uidentification de la sialorphine, un messa-
ger hormonal de communication intercellulaire
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chez le rat, est issue d’une approche de
physiopharmacochimie post-génomique.
De fagon remarquable, il s’est avéré que,
chez le rat, la sialorphine est un ligand
physiologique et un inhibiteur compétitif
de la NEP membranaire - que celle-ci soit
issue des tissus nerveux (moelle épiniére)
ou des tissus systémiques (rein, os, dent,
placenta, prostate...) [4,5]. In vivo chez le
rat madle adulte, la sialorphine exerce une
activité anti-nociceptive puissante avec
un effet maximum a une concentration de
100-200 pg/kg par voie intraveineuse, dans
deux modeles d’analyse de la réponse com-
portementale algésique, c’est-a-dire le Pin
Pain test et le Formalin test. €n outre, les
effets antalgiques induits par la sialor-
phine requierent I'activation spécifique des
récepteurs opioides de sous-types p et o
[6]. De plus, dans un modéle d’analyse du
désespoir comportemental, c’est-a-dire
le forced-swim behavioral despair test, la
sialorphine exerce un effet anti-résignation
ou anti-dépresseur. Par ailleurs, dans un
modele d’analyse de la réponse comporte-
mentale sexuelle, la sialorphine exerce, aux
concentrations physiologiques circulantes
(1pg/kg), un effet stimulateur sur les para-
métres comportementaux d’évaluation de la
motivation et/ou de Iéveil (fréquence des
interactions socio-relationnelles sexuelles)
et sur certains parametres d’évaluation de
la performance sexuelle [7, 81.

L'ensemble des résultats a permis de
proposer que, chez le rat, la sialor-
phine, en protégeant de I'inactivation
par les ectopeptidases (NEP et AP-N),
les enképhalines endogenes libérées en
réponse aux stimulus environnementaux

(douleur, émotion, stress...), potentialise
leurs fonctions physiologiques adaptatives,
notamment leurs actions anti-nociceptive
et psycho-stimulante [1, 2, 9].

La découverte de I’opiorphine

humaine par une approche

de biochimie fonctionnelle

Compte tenu des propriétés innovantes de
la sialorphine de rat, nous avons recherché
son homologue fonctionnel chez "lhomme et
en particulier dans les sécrétions salivaires
humaines. €n effet, des données de la lit-
térature laissaient supposer la présence de

Figure 1. Le Pin Pain Test, un modéle éthopharma-
cologique d’analyse de la réponse comportementale
douloureuse chez le rat. Le test est fondé sur I'ana-
lyse locomotrice et exploratrice du rat dans un open-
field muni d’un plancher algogéne (douleur de type
mécanique). Le dispositif expérimental est consti-
tué d’un compartiment divisé en 9 aires de surface
égale, dont huit sont périphériques et tapissées de
pointes en acier et I'une d’entre elles centrale et
lisse. Le test consiste a déposer le rat au départ
dans I'aire centrale et a quantifier durant 3 minutes
son activité locomotrice (horizontale et verticale) et

exploratrice sur les aires périphériques.
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France), la salive humaine a été collectée
chez des volontaires sains. Uensemble des

substances (non caractérisées), de petit poids
moléculaire, inhibitrices de I'activité NEP dans
procédures chromatographiques (HPLC,
high performance liquid chromatography)
développées a permis d’extraire et d’iso-

la salive humaine [10].
Suivant un protocole de recherche clinique,
établi avec le Centre de Recherche Biomédicale

de PInstitut Pasteur (CRBm et ICARe, Paris, ler le composant salivaire majeur ayant
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Figure 2. ’opiorphine exerce une activité anti-nociceptive aussi puissante que celle de la morphine dans
un modéle d’analyse de la réponse comportementale a la douleur aigué mécanique chez le rat. Dans les
conditions sans pointes (A4), le rat déposé dans I’aire centrale du dispositif se dirige rapidement vers les
aires périphériques ou il passe 75% de son temps en exploration. Lorsque les aires périphériques du dis-
positif sont rendues aversives par la présence d’un tapis de pointes en acier (B et C), le rat effectue une
exploration rapide en périphérie puis revient dans I’aire centrale lisse, ot il passe 98% du temps durant
les 3 minutes de test, pour éviter tout stimulus douloureux (véhicule ou rat témoin sans opiorphine, B
et €). Comparé au rat témoin, aprés administration d’opiorphine (1 mg/kg) ou de morphine (6 mg/kg),
le rat montre une activité locomotrice et exploratrice trés importante dans les aires périphériques. Les
variables analysées (n=8, 12 rats/groupe) sont : le temps de présence sur la périphérie (B) et le nombre
de cases périphériques traversées (C). ensemble des paramétres comportementaux enregistrés démon-
tre que 'opiorphine, comme la morphine, inhibe significativement la perception de la douleur induite par
le contact des pattes du rat avec les pointes. *** p <0,001 comparé au groupe de rats témoins (véhicule)

par le test U de Mann-Whitney.
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la capacité d’inhiber P'activité NEP humaine.
L'analyse par micro-séquengage du produit
final de purification a fourni la preuve directe
de I’existence chez I’lhomme d’un peptide
de séquence QRFSR, sécrété dans la salive
humaine, et dont I’activité est similaire a celle
de la sialorphine de rat (peptide QHNPR).
L'analyse génomique in silico a révélé que le
peptide QRFSR serait issu de la maturation
sélective du produit du gene humain PROLI
qui est exprimé dans les glandes salivaires
humaines.

A Paide de divers modéles de pharmacologie
moléculaire (hNEP recombinante) et de phar-
macologie cellulaire (lignées cellulaires expri-
mant constitutivement la hNEP ou transfectées
avec I"ADNc-hNEP ou I’ADNc-hAP-N), nous
avons démontré que le peptide QRFSR est un
inhibiteur a la fois des activités hNEP et hAP-N,
et qu’il protege in vitro la Met-enképhaline de
la dégradation par ces deux ectoenzymes.

In vivo, dans un modele d’analyse de la réponse
comportementale algésique aigué chez le rat
mdle, le pin pain test (Figure 1), nous avons
montré que le peptide QRFSR exerce une activité
anti-nociceptive puissante a une concentration
de 1 mg/kg, c’est-a-dire équivalente a celle
de la morphine administrée par voie intra-
péritonéale a une concentration de 6 mg/kg
(Figure 2). De plus, I'effet antalgique induit par
le peptide est bloqué en présence d’un antago-
niste des récepteurs opioides, la naloxone, ce
qui indique que son action anti-nociceptive est
relayée par les voies opioidergiques endogenes
dépendantes de ces récepteurs [11]. Nous
I’avons ainsi nommé opiorphine.

€n conclusion

Les données convergentes issues des approches
de post-génomique, de biochimie et de pharma-
cologie nous ont permis de mettre en évidence
Iexistence d’un inhibiteur physiologique des
activités métallo-ectopeptidases, NEP et AP-N
chez 'homme. De fagon remarquable, il s’est
avéré que I'opiorphine est un puissant inhibiteur
de la sensation douloureuse, via I’activation des
voies opioidergiques endogénes, chez le rat.

Sur un plan physiologique, I'opiorphine devrait
intervenir dans les processus d’adaptation,
relayés en partie par les enképhalines, qui sont
associés a la douleur et aux émotions, et plus
particulierement a la régulation des équili-



bres homéostatiques : pronociception-antino-
ciception et dépression-motivation. Un pro-
gramme de recherche clinique, visant a établir
les caractéristiques topologiques de synthese et
de sécrétion de I'opiorphine chez I'homme, sera
suivi d’une deuxieme approche qui consistera
a identifier les situations physiologiques et les
états pathologiques d’intérét qui conditionnent
sa synthese et sa sécrétion.

Par ailleurs, du fait de ses propriétés phar-
macodynamiques, I"opiorphine s’avére une
source de pistes moléculaires pouvant servir
a la conception de nouveaux candidats médi-
caments qui, en empéchant la destruction des
opioides endogenes, présentent un potentiel
thérapeutique dans le cadre de la prise en

charge de la douleur et dans le traitement des

désordres comportementaux socio-rela-
tionnels associés a un déséquilibre de type
émotionnel. ¢

Identification of human opiorphin,

a natural antinociceptive modulator

of opioid-dependent pathways
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