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> Les trois récepteurs des opiacés (OR), mu, delta
et kappa, sont impliqués dans I'action de la
morphine, de I’héroine et de peptides endogénes
comme les endorphines et les enképhalines. Ils
constituent une cible privilégiée pour traiter
notamment les douleurs intenses, mais aussi
les troubles neurologiques et psychiatriques. lls
appartiennent a la famille des récepteurs cou-
plés aux protéines G (RCPG). Dans cette synthése,
nous décrivons la structure tridimensionnelle des
mu-0R et delta-OR, et discutons ce que nous
enseignent ces structures sur les mécanismes
moléculaires de la reconnaissance des récep-
teurs OR par les ligands morphiniques antago-
nistes. Nous décrivons notamment I'organisa-
tion structurale des domaines extracellulaires a
I'origine de la sélectivité de liaison des opiacés.
La comparaison avec la structure des récepteurs
muscariniques révele que ce filtre de sélectivité
de liaison extracellulaire pourrait s’appliquer
plus généralement dans la famille des RCPG. La
structure du mu-0OR révéle aussi une caractéris-
tique trés importante dans le fonctionnement de
ces récepteurs, et plus généralement des RCPG :
la formation d’un dimére. Bien que décrite depuis
plus de 15 ans, la dimérisation des RCPG reste
tres débattue, en particulier quant a ses consé-
quences fonctionnelles in vivo. Cette structure
de dimere du mu-OR ouvre de nouvelles pistes
pour mieux comprendre les implications fonc-
tionnelles des RCPG. <

Les récepteurs des opiacés (OR) jouent un rdle clé dans le
systeme nerveux central, régulant la perception de la dou-
leur, la sensation de bien-étre et de plaisir, et "humeur
[1]. lls appartiennent a la famille des récepteurs couplés

Photo : un antagoniste morphinique vu dans la poche de liaison du récepteur mu des
opiacés (© Sébastien Granier).
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aux protéines G (RCPG) et ont été classés en trois sous-types en fonction
de leur pharmacologie et de leur distribution tissulaire : le mu-OR (avec
pour ligand la morphine), le delta-OR (localisé au niveau des vas defe-
rens) et le kappa-OR (avec pour agoniste le kétocyclazocine) [2]. IIs sont
impliqués dans I’action de la morphine, de I’héroine, et de peptides endo-
genes comme les endorphines et les enképhalines, et sont donc des cibles
pharmacologiques de choix pour le traitement des douleurs intenses. Pour
mieux comprendre les bases moléculaires et structurales de la pharmaco-
logie des OR, nous avons entrepris de déterminer leur structure tridimen-
sionnelle par diffraction aux rayons X. Nous avons utilisé la technique de
cristallisation in meso [3] et déterminé les structures du mu-OR et du
delta-OR liés aux antagonistes B-funaltrexamine et naltrindole, a une
résolution de 2,8 et 3,4 3, respectivement [4, 5].

Vue d’ensemble de la structure des récepteurs aux opiacés
mu et delta

(=») Voir la synthése de
G. Lebon et C.G. Tate,
page 876 de ce numéro

Les OR présentent une architecture a 7 domaines
transmembranaires (7TM), une caractéristique
commune & tous les RCPG (Figure 14) [13] ().
U'ossature structurale de ces domaines est trés conservée entre mu-0R
et delta-OR (Figure 1A). Les ligands antagonistes se positionnent
dans une poche similaire (Figure 1A, schémas du bas), relativement
enfouie dans les 7TM et largement ouverte vers le domaine extracel-
lulaire. Cette accessibilité importante au site de liaison pourrait étre
a I'origine de I’extraordinaire rapidité d’action des opiacés. De méme,
elle pourrait expliquer la réversibilité des overdoses d’héroine par le
naloxone, un antagoniste utilisé en clinique.

Les domaines transmembranaires des OR sont connectés par trois
boucles au niveau extracellulaire (ECL1 a €CL3) [13]. Une observation
intéressante concerne la conservation du repliement de ces boucles
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Figure 1. Vue d’ensemble des structures des récepteurs aux opiacés mu et delta. A. Les schémas du haut représentent une vue parallele dans le
plan de la membrane plasmique du mu-OR (en bleu) et du delta-OR (en orange), et montrent I’organisation structurale en 7 domaines transmem-
branaires (TM1 a TM7), avec 3 boucles extracellulaires (ECL1 & €CL3), et la présence de I’hélice 8. Les schémas du bas montrent une vue de dessus
(coté extracellulaire) des récepteurs illustrant I"organisation des 7TM et des 3 €CL, ainsi que la position des ligands B-funaltrexamine (sphéres
vertes) et naltrindole (sphéres jaunes). B,C. Comparaison de la structure de la boucle extracellulaire ECL1 (B) et ECL2 (€) de mu-OR et de delta-
OR, ainsi que de leur séquence primaire. Les acides aminés qui différent entre mu-0R et delta-0R sont en rouge.
extracellulaires, et ceci en dépit d’une divergence de leur séquence tion charge-charge avec le groupe amine des ligands
primaire (Figure 1BC). Par exemple, la boucle €CL2, qui connecte le morphiniques, et forme une liaison hydrogéne avec la
TM4 et le TM5, présente une structure secondaire en épingle & cheveux  Tyr7.43 (Figure 2A). Les ligands opiacés peuvent étre
de type 3 dans tous les récepteurs aux opiacés [4-7], comme illustré  de nature différente (petites molécules ou peptides),
pour mu-OR et delta-0R dans la Figure IC. mais beaucoup possédent des caractéristiques com-
munes, comme un groupe hydroxyphényl séparé d’une
La poche de liaison du récepteur mu-OR et delta-OR : un charge positive par six carbones mimant la partie
mode de liaison conservé amino-terminale de type tyrosine de tous les peptides
opiacés endogénes (Figure 2B). Cette signature molé-
Les ligands utilisés pour nos études sont des antagonistes de type culaire est associée a un mode de liaison conservé
morphinique. La Figure 24 présente I’organisation structurale des dans tous les OR (Figure 2C) avec 'interaction charge-
sites de liaison du naltrindole (en haut) et de la B-funaltrexamine charge précédemment citée avec I’Asp 3.32, et des
(en bas). Le mode de liaison de ces composés est trés similaire dans  interactions hydrophobes avec la Tyr3.33, la Val6.55
les deux structures avec des contacts hydrophobes, des interac- et I'lle6.51. De plus, dans les deux structures OR, nous
tions de type charge-charge et un réseau d’interaction de liaisons avons observé la présence d’une densité électronique
hydrogéne (Figure 2). &n particulier, I’Asp3.32! forme une interac- compatible avec deux molécules d’eau. Ces molé-
cules d’eau sont bien positionnées pour former un
! La numérotation des acides aminés correspond & la numérotation de Ballesteros et Weinstein [8]. Le réseau d’interaction de liaisons hdeOgéne connectant
1¢ chiffre indique le TM auquel appartient ’acide aminé et le nombre qui suit positionne I’acide aminé I’His6.52 avec le groupe hydroxyphényl du groupe mor-
par rapport au résidu le plus conservé dans le TM. Uacide aminé le plus conservé dans le TM correspond L ’ .
au nombre 50. phinique (Figure 2C).
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Figure 2. La poche de liaison des récepteurs
mu et delta des opiacés. A. Organisation
structurale du site de liaison du naltrin-
dole (schémas du haut) et de la B-funalt-
rexamine (schémas du bas). Le ligand est
représenté en vert dans les structures; le
naltrindole est en jaune, et la B-funaltrex-
amine est en violet. B. Structure chimique
du naltrindole et de la leucine-enképhaline
avec le groupement chimique conservé (en
rouge) constituant une signature molé-
culaire de la plupart des ligands opiacés.
C. Mode de liaison conservé du groupement
chimique constituant la signature molé-
culaire des opiacés et réseau d’interaction
avec les récepteurs OR. Le schéma en haut
a droite représente une vue globale des
récepteurs et indique la position relative de

la zone agrandie.
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Figure 3. Bases moléculaires et structurales de la sélectivité de liaison des OR. A. Vue de coté de la poche de liaison des OR montrant deux

domaines avec une conservation différente de leur séquence primaire. €n haut, les séquences non conservées constituant un filtre de sélectivité

(domaine adresse) et en bas les séquences strictement conservées qui sont responsables de I’activité des récepteurs (domaine message). B-Fna :

B-funaltrexamine. B. Vue de dessus (schéma du haut) et de cdté (schéma du bas) du récepteur delta-0R en mode surface présentant les résidus

impliqués dans la sélectivité de liaison (en rose). C. La poche de liaison allostérique du récepteur muscarinique M2 (M2R) est formée par des

domaines positionnés de facon identique a ceux formant le filtre de sélectivité des OR.

Sélectivité de liaison des OR : le modéle de I’adresse/message

La pharmacologie des opiacés a depuis longtemps été décrite par
le modele de I"adresse/message : le ligand est composé de deux
modules, I'un comportant IYinformation relative a la sélectivité
(adresse), et I’autre comportant I’information relative a "acti-
vité (message) du ligand (antagoniste ou agoniste). ’étude de la
structure des OR montre que cette propriété pharmacologique est
la conséquence directe de "architecture structurale et de la nature
des acides aminés formant la poche de liaison des OR. La partie
enfouie dans les récepteurs, qui reconnaft le module conférant
I’activité des ligands (message), est composée d’acides aminés
strictement conservés entre les différents sous-types d’OR (Figure
34). €n revanche, une divergence de séquences existe dans la partie
supérieure de la poche de liaison des OR, qui reconnait le module
conférant la sélectivité des ligands (adresse). Elle comporte plu-
sieurs acides aminés responsables de la sélectivité de liaison des
ligands (Figure 3B). Par exemple, le groupe indole du naltrindole,
qui est responsable de la sélectivité de liaison pour le delta-OR,
interagit avec la Leu7.35 dans la partie supérieure de la poche de
liaison. Dans le mu-OR, la présence d’un Trp7.35 @ cette méme
position n’est pas favorable a la liaison du naltrindole, avec un
conflit stérique entre les deux groupements indole ; ceci constitue
la base moléculaire de la sélectivité de liaison du naltrindole pour
le delta-0R.

m/s n° 10, vol. 28, octobre 2012

Ce filtre de sélectivité extracellulaire semble s’appli-
quer plus largement a d’autres RCPG. Par exemple,
pour les récepteurs muscariniques, le domaine adresse
constitue le site d’action de modulateurs allosté-
riques (poche allostérique) (Figure 3C). Dans ce cas,
par opposition aux OR, il y a une séparation physique
entre les deux domaines, et ceci pourrait expliquer la
plus grande difficulté a trouver des
ligands sélectifs pour les récep-

(=) Voir la syntheése
de J.L. Galzi et B. llien,
teurs muscariniques [14] (). page 852 de ce numéro
Cette observation peut donc avoir

des implications directes dans le développement de

ligands sélectifs de sous-types de RCPG en général.
Oligomérisation du récepteur mu des opiacés

Les OR, comme la plupart des RCPG () voir la synthese

de J. Kniazeff et
J.P. Pin, page 858
de ce numéro

[9], sont capables de s’associer pour
former des diméres ou des oligomeres
[10, 15] (=)

Le r6le de I'oligomérisation dans la fonction des RCPG
reste encore trés controversé. Pour autant, il semble que la
pharmacologie des OR soit modulée par I'existence d’une
combinaison mu-0R/delta-0R en complément de celle des
récepteurs exprimés individuellement [11]. La structure du
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A Vue extracellulaire T™M1/
TM5/ ™2/ TM5/
™6 H8 ™6

B Vue de coté

Interface
TM1/TM2/H8

Interface
TM5/TMé

Figure 4. Organisation des oligoméres de mu-OR. A. Vue de dessus (extracellu-
laire) montrant les interfaces de contact entre deux mu-OR, I'une impliquant le
TM5 et le TM6, et I'autre impliquant les TM1/TM2 et I’hélice 8 (H8). B. Vue de coté
des oligomeres. C. Surface d’interaction constituée par le TM5 et le TM6 (en bleu).
D. Surface d’interaction constituée par les TM1/TM2 et I’hélice 8 (H8) (en bleu).

mu-OR révéle la formation d’oligomeéres a travers deux interfaces d’inte-
raction. La premiére fait intervenir une partie du TM1, du TM2 et de I’hélice
8 (Figure 4A) avec une surface d’interaction de 615 A2 Lautre interface,
beaucoup plus importante (1492 ,&2), est constituée par I'interaction entre
le TM5 et le TM6 de chaque récepteur, formant un motif canonique a quatre
hélices alpha disposées en faisceau avec un réseau d’interaction faisant
intervenir 28 acides aminés (Figure 4/). Pacide aminé Thr en position

m/s n° 10, vol. 28, octobre 2012

279 (Thré.34), qui joue un rdle clé dans la stabilisation de
I’état inactif du récepteur, fait partie de cette interface.
Il est donc tentant de spéculer que I'oligomérisation des
OR pourrait jouer un r6le important dans la régulation de
I'activité du récepteur, et notamment dans son couplage a
la protéine G. Il est aussi intéressant de noter que les deux
poches de liaison entre deux récepteurs sont couplées par
I’intermédiaire d’un réseau d’interactions hydrophobes.
Cette observation pourrait donc apporter une explication
structurale a I'obtention de profils pharmacologiques
différents pour les hétérodimeres, et aux phénomenes de
coopérativité observés dans les expériences pharmaco-
logiques. Finalement, cette structure ouvre de nouvelles
pistes pour étudier le phénomene d’oligomérisation des
RCPG et mieux comprendre ses implications fonctionnelles.

Conclusion

Les structures décrites dans ces études sont des confor-
mations inactives des OR. Elles permettent de lever un
premier voile sur les mécanismes d’action des opiacés. Il
est maintenant nécessaire d’obtenir la forme active de ces
récepteurs complexés avec les protéines de signalisation,
comme les protéines G, et en présence de différents ago-
nistes, comme la morphine et les endorphines. &n effet, la
morphine déclenche une signalisation cellulaire différente
de celle induite par les endorphines, mais les bases molécu-
laires et structurales qui sous-tendent ces différences sont
inconnues. La morphine et les endorphines se liant au méme
récepteur, ces deux molécules stabiliseraient le mu-OR dans
des conformations différentes, a 'origine des différences de
réponses biologiques. Une étude récente menée dans notre
laboratoire sur un autre RCPG, le récepteur 2 de la vaso-
pressine (V2R), révele que les RCPG sont en effet capables
d’induire des réponses cellulaires différentes en adoptant
des conformations distinctes en fonction du ligand lié au
récepteur [12]. La compréhension des bases structurales
de I'action de la morphine, et des opiacés en général, pour-
rait donc permettre de développer des molécules gardant
les effets bénéfiques (analgésie) sans pour autant induire
d’effets secondaires. Pour conclure, en plus d’apporter de
précieuses informations sur le fonctionnement des RCPG
en général, la résolution de la structure 3D des OR, clé du
traitement de la douleur et des addictions, ouvre la voie a la
conception rationnelle de nouveaux ligands, potentiellement
plus spécifiques et efficaces. ¢

SUMMARY

Structure of mu and delta opioid receptors

The opioid receptor family is composed of three mem-
bers, the p, & and K opioid receptors, that respond to
classical opioid alkaloids such as morphine and heroin



as well as endogenous peptide ligands like endorphins. They belong to
the G-protein-coupled receptor (GPCR) superfamily, and are excellent
therapeutic targets for pain control. | will discuss new insights into
conserved elements of opioid ligand recognition and structural fea-
tures associated with ligand subtype selectivity based on the crystal
structures we obtained for u-OR and 3-0R. These data also provide
a structural explanation and validation for the “message-address”
model of opioid receptor pharmacology in which distinct “message”
(efficacy) and “address” (selectivity) determinants are contained wit-
hin a single ligand. Comparison of the “address” region of the OR with
other GPCRs reveals this structural organization may be a more general
phenomenon, extending to other GPCR families as well. Finally, | will
discuss the p-0R oligomeric arrangement in the crystal structure and
its potential implication in opioid receptor function. ¢
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