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Les préparations d’opium à partir du pavot (Papaver somniferum) ont été utilisées 

depuis plusieurs millénaires pour le traitement de la douleur. En 1803, Sertürner isola à partir 

de l’opium une substance cristallisée correspondant à un alcaloïde végétal. Cet alcaloïde fut 

nommé morphium (morphine), car ses effets rappellent le dieu de la Grèce antique Morphée, 

dieu du sommeil et des rêves. C’est en 1954 que fut décrite pour la première fois la théorie 

proposant que la morphine produirait ses effets via une interaction avec un récepteur spécifique. 

Cependant, ce n’est que vingt ans plus tard en 1973, que les récepteurs à la morphine ont été 

mis en évidence.

La présence de récepteurs à la morphine chez les mammifères a conduit les scientifiques à 

se poser la question de l’existence de ligands endogènes. C’est en 1975 qu’eut lieu la découverte 

des premiers agonistes endogènes peptidiques des récepteurs aux opioïdes, les enképhalines. 

Par la suite, à travers plusieurs milliers de publications, l’existence d’autres peptides opioïdes 

endogènes fut également rapportée.

 Parmi les ligands endogènes des récepteurs aux opioïdes, on retrouve également la 

morphine endogène qui est un composé strictement identique à la morphine présente dans 

l’opium du pavot, mais synthétisé chez les mammifères. La morphine endogène fut découverte 

en 1978, à peine quelques années après les peptides opioïdes. Cependant, très peu de 

laboratoires ont étudié ce composé endogène (<200 articles) contrairement aux agonistes 

peptidiques endogènes (>30000 articles). De ce fait, il existe peu de données sur sa voie de 

synthèse, les enzymes impliquées, les phénomènes de régulation ainsi que sur ses implications 

physiologiques. En effet, à mon arrivée dans le laboratoire, seulement quatre groupes/équipes 

travaillaient sur la morphine endogène de par le monde. Celui de G. Stefano à New York (U.S.A.) 

travaillait sur la morphine endogène périphérique sécrétée lors d’états de stress, celui d’E. 

Bianchi à Sienne (Italie) travaillait sur la morphine endogène et le système nerveux central et 
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celui de M.H. Zenk à St. Louis (U.S.A.) étudiait la voie de biosynthèse de la morphine endogène. 

Enfin la quatrième équipe dirigée par le Dr. Yannick Goumon aujourd’hui rattachée à celle du 

Pr Pierrick Poisbeau, étudiait l’implication de la morphine endogène dans la physiologie et les 

pathologies périphériques. J’ai rejoint cette équipe afin de débuter ma thèse portant sur les  

« mécanismes physiologiques de la morphine endogène au sein du système nerveux central de 

souris » en ayant pour but de démontrer, sans ambiguïté, l’un des rôles de la morphine endogène 

et ainsi tenter de convaincre la partie encore sceptique de la communauté scientifique. Je me 

suis cependant vite retrouvé confronté à ce manque de documentation (p.ex., localisation) 

et d’outils (p.ex., modèles) sur le sujet. De ce fait, je me suis fixé un nouvel objectif, celui de 

fournir des outils et des bases, permettant l’étude et la compréhension des rôles de la morphine 

endogène au sein du système nerveux central.

Le premier chapitre de mon manuscrit propose une introduction, débutant par la 

présentation de la morphine, des récepteurs opioïdes et de leurs agonistes peptides endogènes, 

et se terminant par l’historique de la morphine endogène et par une revue de toutes les 

données connues à ce jour, sur ce sujet. Ce chapitre sera suivi de la présentation du contexte 

scientifique de la morphine endogène qui m’a conduit à définir mes objectifs. Le troisième 

chapitre présente en trois parties, les résultats que j’ai obtenus pendant mes trois années de 

thèse et qui apportent des outils essentiels concernant la spécificité de détection de la morphine 

endogène et de ses dérivés, leur localisation au sein du SNC, leur quantification, ainsi que 

des perspectives relatives à la création d’un modèle d’étude (souris K.O.). Le chapitre suivant, 

sous forme d’une discussion (différente de celle de mes manuscrits), m’a permis de proposer 

différentes hypothèses, perspectives et nouvelles pistes de recherches postulées à partir de 

mes propres résultats et des données de la littérature. Enfin, le dernier chapitre présente les 

perspectives thérapeutiques et biotechnologiques liées au dépôt de 3 brevets portant sur une 

protéine de liaison de haute affinité à la morphine et sur un moyen de dissociation.

 Les données présentées dans ce manuscrit apportent de nouveaux éléments 

fondamentaux ainsi que des outils de recherche qui permettront, à l’avenir, une meilleure 

compréhension du système de la morphine endogène.
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A B

Figure 1 : Photos de plants de pavot (Papaver somniferum). A : Pavot en fleur. B : Sève s’écoulant 

d’une capsule de pavot arrivée à maturité. Crédit photo : Dr. Pierre-Arnaud Chouvy, http://www.

pa-chouvy.org

A B

Figure 2 : Découvertes archéologiques relatant de l’utilisation de l’opium. A : Tablette sumérienne 

découverte à Nippur (2100ans av. J.-C.). B : Papyrus égyptien d’Ebers découvert à Louxor (1600 ans 

av. J.-C.).
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Introduction

I. La morphine

I.1. De l’opium à la morphine

I.1.a. L’histoire de l’opium

Lorsque la fleur de pavot à opium (Papaver Somniferum) arrive à maturité, son ovaire se 

transforme en une capsule de forme ovoïde remplie de graines et de sève (figure 1). Celle-ci, 

également appelée latex, est récoltée par incision de la capsule et, en s’oxydant à l’air, prend 

une couleur brunâtre et devient ce qu’on appelle de l’opium. L’opium est certainement le plus 

vieux remède connu par l’homme pour lutter contre la douleur. En effet, plusieurs découvertes 

archéologiques prouvent que l’opium était déjà utilisé il y a 4500-5000 ans avant notre ère. 

Découvertes en Irak (à Nippur), des tablettes sumériennes écrites vers 2100 av. J.-C. rapportent 

déjà de l’utilisation de l’opium (qualifié de « Hul-Gil » ou « plante de la joie », figure 2). C’est 

cependant le papyrus égyptien d’Ebers (Louxor, 1600 ans av. J.-C., figure 2) qui indique pour 

la première fois l’utilisation de l’opium pour soulager de l’insomnie, des maux de tête et des 

douleurs. Les Égyptiens ont d’ailleurs fait commerce de l’opium vers le reste de l’Europe, 

notamment celui de l’opium thébaïcum de Thèbes, qui a donné son nom à la thébaïne, un des 

alcaloïdes présents dans l’opium et qui correspond à un précurseur de la morphine. 

L’opium a été massivement utilisé tout au long de l’histoire pour ses propriétés 

analgésiques, antidiarrhéiques et antitussives; que ce soit par les Grecs de l’Antiquité (Homère 

le décrit comme « éloignant les peines »), les Romains (Galien le qualifie d’« anodin », de « a » 

privatif et « odyn » douleur), ou encore en France à la fin du XVIIIe siècle comme en témoigne 

cet extrait du manuel thérapeutique « le manuel des dames de la charité » écrit à Rouen en 

1789 : « L’opium convient à tous les cas où les malades souffrent de violentes douleurs qui ne 

leur donnent point de relâche, car il les apaise presque à l’instant, en calmant l’agitation des 

esprits, et en faisant succéder un doux sommeil à de longues souffrances » (Dictionnaire des 

drogues et des dépendances, Larousse, 2004). 
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Figure 3 : Structure de la molécule de morphine. La morphine (C17H19NO3) est composée de 5 

cycles (notés de A à E). Les atomes de carbones sont numérotés de 1 à 17.

Figure 4 : Seringue hypodermique (1870). L’emploi de la seringue à injections hypodermiques a 

permis l’utilisation de la morphine pour le traitement des grands blessés lors de la guerre de 1870. 

(Musée d’Histoire de la Médecine, Paris)
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I.1.b. Découverte de la morphine

La molécule responsable de l’effet analgésique du pavot fut découverte simultanément 

en 1804 par Arnaud Seguin, Bernard Courtois, et Charles Derosne. Ils découvrirent dans l’opium 

une substance cristalline, possédant des propriétés alcalines. Cependant, ils ne publièrent pas 

leurs résultats pensant que c’était un artefact dû aux conditions expérimentales. C’est à F.W. 

Sertürner, pharmacien de Hanovre, que revient le mérite (dans ses travaux publiés en 1805-

1806 et 1817) d’avoir donné le nom « d’alcali végétal » à cette substance cristallisée et de 

découvrir une série de molécules aujourd’hui désignées sous le nom d’alcaloïdes. Ce premier 

alcaloïde trouvé fut nommé morphium (morphine), car les effets procurés font référence au 

dieu des songes et des rêves de la Grèce antique, Morphée. Mais, ce ne fut qu’en 1925 que 

la structure moléculaire de la morphine fut établie par un chimiste britannique R. Robinson 

(figure 3).

I.1.c. Utilisation de la morphine

Avec l’invention de la seringue hypodermique en 1850, la morphine fut l’un des premiers 

médicaments injectés et inaugura ainsi l’ère moderne de la pharmacologie et de la médecine 

(figure 4). C’est alors que commença une utilisation à grande échelle par les médecins militaires 

sur les champs de bataille (Guerre de Crimée (1854-1855), guerre de Sécession (1861-1865)) 

et notamment pour les amputations. Les premiers cas d’addiction à la morphine sont dès 

lors découverts et sont appelés « maladie du soldat », ou morphinomanie. Ces premiers 

signalements de morphinomanie apparaissent dès 1871, époque où la morphine est en 

vente libre dans de nombreuses préparations pharmaceutiques artisanales. C’est à la fin du 

XIXe siècle, devant cette montée de toxicomanie, que le corps médical amalgama propriétés 

thérapeutiques et toxicomanie, en condamnant d’un seul bloc l’utilisation de la morphine qui 

disparut du milieu médical. Ce n’est qu’au début des années 1950 que les hôpitaux anglais 

redécouvrent l’utilisation médicale de la morphine. C’est alors qu’apparaissent les premiers 

traitements à la morphine effectués de manière organisée et rigoureuse, avec des quantités 

injectées contrôlées. 

D’après l’Organisation mondiale de la santé (OMS), la morphine est à l’heure actuelle 

utilisée pour traiter la douleur aiguë, notamment après une opération, mais aussi la douleur 

chronique résistante aux autres antalgiques. Cependant, il n’y a pas de dose maximale 

recommandée et le traitement peut être augmenté jusqu’au soulagement des douleurs tant 

qu’il n’y a pas d’apparition d’effets secondaires. Les effets indésirables les plus fréquents 
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09 Australie  171  108 4 058 < 1  64 3 889 1 381 2 367  31  04 11 903

10 Espagne  636 ― 7 702 ―  53 3 359  180  107  22  08 11 432

11 Gibraltar  114 ― 10 714 ― ―  01  325  37  15  44 11 136

12 Irlande  418 ― 4 413  02  111 5 180  269  525  24 10 523

13 Norvège 1 315  16 5 284  06  12 2 599  810 1 225  32  241 10 224

14 Pays-Bas  249 ― 6 460 ―  31 1 969  377  470  09  839 10 154

15 Luxembourg ―  03 5 266 < 1  120 2 625  197  02  04 1 431 9 648

16 Slovénie  448  59 4 726 ―  172 2 974  761  308  06  236 9 243

17 Finlande  461  35 6 861 ―  17  625  107 1 023  03  12 8 682

18 France 1 892  129 5 055 ―  43 1 161 1 024  328  01  184 7 925

19 Suède  545 ― 4 763 < 1  200  666  584 1 074  03  192 7 483

20 Royaume-Uni 12 681  01 1 281 < 1  36 3 795 1 114  914  33  276 7 449

―

Figure 5 : Opioïdes et quelques chiffres. Données tirées et adaptées du rapport annuel (2010) de 

l’organe international de contrôle des stupéfiants sur les évaluations des besoins du monde en 2011, 

basé sur les statistiques de 2009 (International narcotic control board, 2010). À : Répartition de la 

consommation de morphine en 2009. Les chiffres en gras indiquent les pourcentages correspondant 

à la quantité totale de morphine consommée (41,9 tonnes). Les chiffres entre parenthèses indiquent 

les pourcentages correspondant à la population mondiale. B : Consommation mondiale d’opioïdes 

(opiacés + opioïdes synthétiques) entre 1990 et 2009, exprimée en milliards de doses quotidiennes 

(S-DDD). C : Tableau représentant les niveaux de consommation d’opioïdes en doses quotidiennes 

moyennes (2007-2009) déterminées, par millions d’habitants et par jour.  * La consommation totale 

ne tient pas compte de la consommation de buprénorphine (actuellement placé sous contrôle, car 

considéré comme psychotrope).
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aux doses habituellement administrées sont la constipation, la somnolence, les nausées et 

les vomissements. Les autres troubles assez fréquemment rencontrés sont la confusion, les 

cauchemars et surtout la dépression respiratoire pouvant conduire à l’apnée et à la mort si la 

morphine a été surdosée. 

I.1.d. Quelques chiffres

Aujourd’hui encore la morphine est l’un des analgésiques le plus utilisé en milieu 

hospitalier. D’autres molécules opiacées, dérivés naturels, synthétiques ou semi-synthétiques 

de la morphine sont également utilisés pour leurs propriétés analgésiques. D’après l’organe 

international de contrôle des stupéfiants (INCB), environ 300 tonnes de morphine sont produites 

dans le monde chaque année, dont 42 tonnes pour l’utilisation directe (le reste est utilisé pour 

la fabrication des opiacés semi-synthétiques), les pays les plus développés étant les plus grands 

consommateurs de morphine (figure 5A). Au cours des 20 dernières années, la consommation 

d’opioïdes  (opiacés naturels, semi-synthétiques et opioïdes synthétiques) a été multipliée par 

quatre (figure 5B). En France, les données fournies par l’INCB, indiquent que 1024 doses de 

morphine ont été administrées par jour et par million d’habitants (moyenne sur les années 

2007-2009). Il est de plus intéressant d’observer la disparité de la prise en charge de la douleur 

dans le monde. En effet, il existe de grandes différences entre les pays développés, aussi bien 

dans le nombre de doses administrées que dans les types d’opiacés utilisés (figure 5C).

I.2. Son effet analgésique

I.2.a. Nociception et douleur

La douleur est définie comme étant « une expérience sensorielle et émotionnelle 

désagréable liée à une lésion tissulaire existante ou potentielle ou décrite en termes d’une 

telle lésion » (Merskey, 1991). Elle correspond à l’interprétation consciente de l’information 

nociceptive parvenant au cerveau. En effet, la nociception est le processus sensoriel à l’origine 

du message nerveux qui provoque la douleur. Ces mécanismes sont des signaux d’alarme qui 

mettent en jeu des réflexes de protection permettant de nous soustraire aux stimuli nocifs. 

I.2.b. Transmission de l’information nociceptive

Le message nociceptif est créé au niveau cutané, articulaire, musculaire et viscéral. Il est 

généré après activation des nocicepteurs par une stimulation qui peut être thermique, chimique, 

électrique ou mécanique. Les nocicepteurs sont les terminaisons libres de neurones présents 
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Figure 6 : Transmission de l’information nociceptive. Représentation schématique des trois voies 

principales impliquées dans la transmission de l’information nociceptive aux centres supra-spinaux.
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dans les ganglions rachidiens et capables de coder la nature et l’intensité du stimulus nocif. Ils 

donnent naissance aux fibres Aδ et C qui vont transmettre l’information au système nerveux 

central (SNC). La terminaison axonale de ces fibres va innerver principalement les neurones des 

couches I, II et V de la corne dorsale de la moelle épinière. Ces neurones représentent le premier 

relai du message nociceptif dans le SNC. Après intégration de ce message, les neurones de la 

corne dorsale de la moelle épinière vont transmettre l’information nociceptive aux structures 

cérébrales supérieures controlatérales par différentes voies ascendantes. Les principales sont 

la voie spino-thalamique, la voie spino-réticulaire et la voie spino-mésencéphalique (pour 

revue : Willis and Westlund, 1997). 

Les axones transitant par le faisceau spino-thalamique font synapse sur les neurones 

des noyaux thalamiques, qui projettent leurs axones dans le cortex somatosensoriel. Les 

axones de la voie spino-réticulaire font, quant à eux, synapse sur les neurones de la formation 

réticulaire du tronc cérébral. Ces derniers vont innerver les neurones thalamiques qui à leur 

tour vont projeter leurs axones dans le cortex somatosensoriel. La dernière voie ascendante, 

la voie spino-mésencéphalique, achemine les axones des neurones de la corne dorsale vers 

la substance grise périaqueducale (PAG) dans le mésencéphale. Ces trois voies transmettent 

les informations nécessaires aux structures cérébrales pour réagir de manière adéquate aux 

stimuli nociceptifs (figure 6).

I.2.c. Le contrôle de l’information nociceptive

La transmission des informations nociceptives est modulée par de puissants contrôles, le 

premier site de régulation étant la moelle épinière. En effet, on y trouve des interconnexions 

entre les neurones nociceptifs et des neurones modulateurs qui peuvent exercer un contrôle 

sur la transmission de l’information nociceptive vers les centres supraspinaux. Le second 

contrôle provient des centres supraspinaux, qui par des voies descendantes, sont capables 

de moduler la transmission de l’information nociceptive. Un de ces contrôles a pour origine 

les neurones de la PAG qui projettent vers les noyaux sérotoninergiques du tronc cérébral, en 

particulier vers le noyau du raphé magnus. Ses neurones sérotoninergiques projettent alors 

dans la corne dorsale de la moelle épinière pour y exercer un contrôle inhibiteur tonique sur 

les neurones responsables de la transmission des messages nociceptifs (pour revue : Millan, 

2002). D’autres contrôles descendants provenant des cellules du noyau paragigantocellulaire, 

ainsi que des cellules noradrénergiques du locus cœruleus, sont également responsables du 

contrôle supraspinal de la transmission de l’information nociceptive (figure 7)
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Figure 7 : Le contrôle de l’information nociceptive. Représentation schématique des voies 

responsables de la modulation de l’information nociceptive.
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I.2.d. L’effet analgésique de la morphine

La morphine est un analgésique à effet central. Elle agit via ses récepteurs (cf. : I.Introduction, 

II, p.23) sur les différentes voies et différents relais décrits dans le paragraphe précédent afin de 

contrôler le message nociceptif (pour revues : Millan, 2002; Inturrisi, 2002). Au niveau spinal, 

la morphine est décrite pour déprimer la transmission des messages nociceptifs arrivant dans 

la corne dorsale de la moelle épinière. Ainsi, la morphine agit d’une part sur la terminaison 

présynaptique des nocicepteurs en diminuant la libération de neurotransmetteurs excitateurs 

et d’autre part en hyperpolarisant directement les neurones de la corne dorsale recevant les 

informations nociceptives (Kline and Wiley, 2008). Au niveau supraspinal, la morphine agit sur 

la PAG afin d’y moduler les contrôles descendants de la nociception. En effet, celle-ci possède 

une action inhibitrice sur les interneurones GABAergiques présents dans la PAG, augmentant 

ainsi l’activité des neurones projetant sur les noyaux du raphé (Vaughan and Christie, 1997; 

Vaughan et al., 1997). L’activation de ces neurones va conduire à l’activation des interneurones 

GABAergiques de la corne dorsale et inhiber ainsi la transmission des informations nociceptives.

I.3. Ses autres effets

I.3.a. Effets sur le système respiratoire

La morphine est responsable de différents effets secondaires, car elle peut agir sur des 

organes périphériques ou des structures cérébrales non impliquées dans le contrôle de la 

nociception. L’effet secondaire le plus connu est la dépression respiratoire qui est observée 

après administration de fortes doses de morphine ou d’héroïne (diacétylmorphine). Cet effet 

est la principale cause de décès lors d’une overdose aux opiacés. La morphine provoque une 

diminution du rythme et de l’amplitude de la respiration en agissant sur les centres respiratoires 

présents dans le tronc cérébral et notamment le noyau du tractus solitaire (Takita et al., 1997). 

Cette dépression respiratoire provient d’une diminution de l’adaptation à la pression partielle 

sanguine de CO2 au niveau central (Kilpatrick and Smith, 2005). 

I.3.b. Effets sur le système gastro-intestinal

Les traitements à la morphine affectent également le système digestif. Il est fréquent 

d’observer chez les patients ou les toxicomanes un dessèchement buccal, une baisse de l’appétit, 

des nausées, des vomissements, des douleurs abdominales et des constipations. Ces effets 

sont pour la plupart liés à la diminution de la motricité de l’estomac et de la mobilité intestinale 
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induite par une action de la morphine aussi bien au niveau central que périphérique (pour 

revue : Wood and Galligan, 2004). Par exemple, la baisse de la mobilité intestinale apparaît 

après action de la morphine sur les muscles lisses de la paroi intestinale (Frantzides et al., 1992) 

et les neurones entériques (Pol et al., 1999), mais également par une action sur le système 

nerveux central (Galligan and Burks, 1983). Les nausées et les vomissements induits par une 

prise de morphine sont provoqués par une action de la morphine sur la « chemoreceptor 

trigger zone » (CTZ) qui est présente dans le tronc cérébral. Cette zone « chemosensible », 

présente en dehors de la barrière hémato-encéphalique (BHE), est capable d’activer les centres 

du vomissement du tronc cérébral. L’injection d’un antagoniste de la morphine dans la CTZ, ou 

son ablation inhibe les effets vomitifs de la morphine (Bhargava et al., 1981). 

I.3.c. Effets sur le système immunitaire

La morphine possède un effet immunosuppresseur qui est connu depuis les années 1950. 

Une étude avait alors montré que les personnes dépendantes à la morphine et à l’héroïne étaient 

plus sensibles aux infections (Hussey and Katz, 1950). Des injections aiguës ou chroniques de 

morphine sont maintenant bien documentées pour avoir des effets inhibiteurs sur la réponse 

immunitaire. Ainsi, la morphine provoque une diminution de la production d’anticorps, de 

l’activité cytolytique des lymphocytes NK, de l’expression des cytokines pro-inflammatoires 

et de l’activité de phagocytose des macrophages (pour revue : Sacerdote, 2006). Ces effets 

immunosuppresseurs découlent aussi bien d’une action centrale que périphérique de la 

morphine. Elle a une action directe sur les monocytes, les macrophages, les granulocytes et les 

cellules endothéliales en y induisant la production de monoxyde d’azote (NO)(Pasternak, 2007; 

Dinda et al., 2005). Indirectement, la morphine aura également un effet immunosuppresseur en 

provoquant la libération de glucocorticoïdes après activation de l’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien (Mellon and Bayer, 1998a).

I.4. La dépendance

I.4.a. La dépendance à la morphine et à l’héroïne

La dépendance ou l’addiction désigne l’asservissement (physique ou psychique) d’un 

sujet à une substance ou une activité dont il a contracté l’habitude par un usage plus ou moins 

répété. Dans le cas de la morphine, les premiers cas de dépendance ont été observés dans les 

années 1870 lors de son utilisation massive sur les champs de bataille et dans des préparations 

pharmaceutiques (cf. :  I.Introduction : I.1.c, p.9). Afin de trouver une alternative à la morphine, 
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un dérivé diacétylé de la morphine, la diacétylmorphine (héroïne) a été développée en 1898 par 

H. Dreser, un chimiste de l’entreprise pharmaceutique Bayer. A la base utilisée pour ses effets 

analgésiques, il s’est avéré que l’héroïne est une molécule possédant un pouvoir addictif encore 

plus puissant que la morphine. L’héroïne franchit la BHE plus rapidement que la morphine 

en raison de sa plus grande liposolubilité induite par la présence des deux groupements 

acétyls. Une fois dans le SNC, elle est rapidement désacétylée et hydrolysée en morphine, qui 

constitue son principe actif. L’héroïne est une des drogues les plus addictives connues de nos 

jours. Selon l’Observatoire français des drogues et des toxicomanies, on comptait au moins 

160 000 héroïnomanes en France en 2005. En milieu hospitalier, la morphine est maintenant 

utilisée dans des conditions particulièrement contrôlées. En effet, les prescriptions médicales 

stipulent des prises contrôlées, à heures fixes, et à intervalles réguliers ce qui permet la prise 

avant la réapparition de la douleur. Ce protocole a pour but d’éviter toute association entre 

médication et soulagement immédiat, mais également d’éviter une prise correspondant à un  

« besoin » de morphine par le patient. Toute prise est suivie d’un arrêt progressif pour éviter 

le syndrome de sevrage.

I.4.b. Mécanismes neurobiologiques de la dépendance

Le plaisir est le moyen sélectionné par l’évolution pour nous inciter par exemple à manger, 

à trouver un partenaire sexuel ou encore à nous protéger. Les signaux sensoriels provenant 

de ces activités vont, après intégration par le cortex sensoriel, transiter vers le circuit de la 

récompense. Les centres nerveux du circuit de la récompense sont localisés le long du faisceau 

médian du télencéphale (middle forebrain bundle, MFB). L’aire tegmentale ventrale (ATV) et 

le noyau accumbens représentent les centres majeurs de ce circuit qui comporte également 

le septum, l’amygdale, le cortex préfrontal ainsi que certaines régions thalamiques. Les voies 

impliquées dans la récompense sont des voies dopaminergiques. On distingue deux voies 

importantes pour la mémoire et la motivation de nos comportements, mais également pour la 

planification de nos actions. Tout d’abord, la voie méso-limbique qui démarre des neurones de 

l’ATV, innerve plusieurs structures du système limbique incluant l’amygdale et l’hippocampe. La 

seconde, la voie méso-corticale, part également de l’ATV mais innerve principalement le cortex 

frontal. C’est la libération de dopamine dans le système limbique, le cortex préfrontal et le 

noyau accumbens qui informe l’organisme de la présence d’un stimulus récompensant. L’effet 

« plaisir » de la morphine passe par une désinhibition des neurones dopaminergiques de l’ATV 

qui provoque la libération accrue de dopamine dans le noyau accumbens, le système limbique 
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Figure 8 : Le catabolisme de la morphine chez l’homme. Les valeurs notées sur les flèches 

correspondent aux taux mesurés dans l’urine de patients humains par rapport à la quantité de 

morphine injectée (°) ou de M3G formée (*). Les enzymes connues ou supposées sont indiquées 

sous les flèches. Références : 1, (Hasselstrom and Sawe, 1993); 2, (Yeh et al., 1977b); 3, (Stone et 

al., 2003); 4, (Rein et al., 1982); 5, (Chen et al. 2003); 6, (Yeh et al., 1977a); 7, (Cone et al., 2008). 

Abréviations : PST, phenolsulphotransférases; UGT, UDP-glucuronosyl-transferase.
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et le cortex frontal. Cette libération informe l’organisme d’une récompense liée à la prise de 

morphine. L’effet de renforcement de ce mécanisme au fil des prises de morphine explique les 

efforts entrepris pour se procurer cette récompense.

I.5. Le catabolisme de la morphine

I.5.a. Le catabolisme de la morphine chez l’homme

Chez l’homme, environ 90 % de la morphine injectée est convertie en métabolites. Ce 

métabolisme est complexe puisqu’il conduit à la formation de différents composés et fait 

intervenir différents enzymes (figure 8). Ce métabolisme s’effectue dans le cerveau, les reins, 

mais c’est principalement dans le foie que la morphine est dégradée. Les principaux métabolites 

de la morphine sont ses dérivés glucuronidés. Ainsi, dans le foie plus de 50 % de la morphine 

injectée est convertie en morphine-3-glucuronide (M3G), 10 % en morphine-6-glucuronide 

(M6G) et moins de 1 % en morphine-3,6-diglucuronide (Hasselstrom and Sawe, 1993; Lotsch 

et al. 1996; Osborne et al., 1990; Yeh et al., 1977a). Chez les mammifères,la glucuronidation 

est catalysée par la famille d’enzyme des UDP-glucuronosyl-transferase (UGT). La morphine 

peut également être dégradée minoritairement (2,5 % de la quantité de morphine injectée) 

sous forme d’hydromorphone  (Cone et al., 2006; Cone et al., 2008; McDonough et al., 2008; 

Oyler et al., 2000; Yeh et al., 1977b). Les dérivés sulfo-conjugés de la morphine, la morphine-

3-sulfate et la morphine-6-sulfate ont été souvent décrits comme résultant du catabolisme 

de la morphine. Seule la morphine-3-sulfate est détectée chez l’homme après injection de 

morphine (Yeh et al., 1977a; Yeh et al, 1977b). Cependant, plusieurs articles indiquent que 

les phénolsulphotransférases, qui sont probablement responsables de cette sulfo-conjugaison, 

seraient capables de former également de la morphine-6-sulfate (Donnerer et al., 1987; Foldes 

and Meek, 1973; Nagano et al., 2000; Rein et al., 1982). Récemment, un laboratoire a démontré 

l’existence de dérivés glucosidés de la morphine dans l’urine de patients atteints d’un cancer 

et traités à la morphine. Ces travaux ont montré la formation de 3,47 % morphine-3-glucoside 

et de 0,4 % de morphine-6-glucoside par rapport à la quantité de M3G formée (Chen et al., 

2003). D’autre part, la morphine peut également être dégradée par N-déméthylation en 

normorphine, un composé inactif. Le taux de normorphine retrouvé dans l’urine est faible 

puisque seulement 1 % de la morphine injectée est convertie en normorphine (Yeh, 1975; 

Yeh et al., 1977b). De plus, certaines études ont décrit la formation de dérivés glucuronidés 

de la normorphine dans l’urine. Ainsi, on retrouve des taux inférieurs à 1 % de normorphine-

3-glucuronide et de normorphine-6-glucuronide (Chen et al., 2003; Yeh et al., 1977b). Chez 
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les mammifères, de nombreuses données décrivent la présence de ces différents métabolites, 

cependant les pourcentages de formation décrits ci-dessus sont dépendants de nombreux 

paramètres. Par exemple, pour le cas des dérivés glucuronidés, le mode d’injection, la quantité 

de morphine injectée, l’âge, le patrimoine génétique, ou encore les pathologies, vont faire 

varier les pourcentages de formation de chacun des métabolites. (Pour revue : Faura et al., 

1998)

I.5.b. Les glucuronides de la morphine

Les dérivés glucuronidés de la morphine sont les produits de catabolisme majoritairement 

formés. En effet, environ 60 % de la morphine est transformée en M3G et M6G. Cette 

glucuro-conjugaison est réalisée par la superfamille des enzymes UGTs exprimées dans 

le foie et d’autres tissus. Chez l’homme, plus de 31 membres de cette superfamille ont été 

caractérisés (Mackenzie et al., 1997; Mackenzie et al., 2005). Parmi eux, les isoformes 1A1, 

1A3, 1A6, 1A8, 1A9, 1A10, 2A1 et 2B7 sont responsables de la glucuronidation de la morphine 

(Jedlitschky et al., 1999; Stone et al., 2003). De manière intéressante, tous sont impliqués dans 

la transformation de morphine en M3G. Cependant, seul l’isoforme UGT2B7 est capable de 

former la M6G. La M3G formée est un composé inactif, dépourvu d’activité analgésique, tandis 

que la M6G est décrite pour posséder une activité analgésique jusqu’à 600 fois supérieure à 

la morphine en fonction des modèles et des tests utilisés (pour revue : Lotsch & Geisslinger 

2001). Certains chercheurs ont suggéré que l’activité analgésique de la morphine est en partie 

due à la M6G formée après administration de morphine (Fromm et al. 1997). En plus de leur 

localisation hépatique, certaines UGT (UGT1A6 et UGT2B7) sont exprimées dans les neurones 

et les astrocytes, suggérant que la morphine peut être également glucuronidée au sein du 

SNC (Buckley and Klaassen, 2007; King et al., 1999; Nagano et al., 2000; Suleman et al., 1998; 

Yamada et al., 2003). 

I.5.c. Autres catabolites

D’autres catabolites de la morphine sont décrits pour être formés, mais sont pour l’instant 

uniquement trouvés chez les rongeurs (Daly et al., 1965; Frolich et al., 2011; Misra et al., 1974; 

Yeh et al., 1979). Ainsi, certaines études suggèrent même une O-méthylation de morphine en 

codéine (Borner and Abbott, 1973), mais cette conversion reste controversée (Yeh, 1974). Les 

conditions de formation, les enzymes impliquées et les proportions formées par rapport à la 

morphine injectée sont aujourd’hui inconnues pour tous ces catabolites (figure 9).
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I.6. Les protéines liant la morphine

Plusieurs protéines capables de lier la morphine ont été décrites jusqu’à présent. Ainsi, la 

morphine peut se lier à des protéines sanguines incluant l’albumine sérique (Leow et al., 1993; 

Olsen, 1975; Olsen et al., 1975), mais également à d’autres protéines sanguines comme la 

gammaglobuline (Olsen et al., 1975) et l’α-1-acide-glycoprotéine (Leow et al., 1993). De manière 

intéressante, jusqu’à 35 % de la morphine injectée se retrouve sous une forme liée à l’albumine 

sérique (Leow et al., 1993), ce pourcentage de liaison étant dépendant du pH, de la température, 

de la concentration de protéines, mais pas de la concentration de morphine (Leow et al., 1993 

; Olsen, 1975). Par ailleurs, il a également été décrit que la phosphatidylethanolamine-binding 

protéine (PEBP) est capable de lier des dérivés de la morphine (Goumon et al., 2006; Grandy et 

al., 1990). Les travaux du laboratoire ont également montré que la PEBP est associée à la M6G au 

sein des granules de sécrétion des cellules chromaffines (Goumon et al., 2006). Ces différentes 

protéines pourraient représenter des transporteurs sériques/tissulaires de la morphine et de 

ses dérivés glucuronidés permettant ainsi de moduler leur biodisponibilité. Il existe également 

des protéines cérébrales (autres que les récepteurs) capables de lier la morphine. C’est le cas 

de l’OBCAM (opioid-binding cell adhesion molecule), une protéine  cérébrale appartenant à la 

famille des IgLON-CAM (Immunoglobulin cell adhesion molecules)  qui est capable de lier la 

morphine (Cho et al., 1983; Hachisuka et al., 1999; Schofield et al., 1989).

A l’inverse des ces protéines liant la morphine avec une faible affinité, d’autres protéines 

de liaison à très haute affinité seraient présentes au niveau cérébral et hépatique. En effet, 

une injection unique de 14C-morphine induit la présence d’une radioactivité dans le SNC de 

rat jusqu’à 3 semaines (Misra et al., 1971) et après administration de 3H-morphine une liaison 

irréversible à des protéines cérébrales a été décrite 48 h après injection (Mullis et al., 1979). 

De plus, chez la souris, dans le cerveau et le foie une liaison de très forte affinité entre la 

morphine et des protéines a été démontrée (Nagamatsu et al., 1983). Finalement, l’incubation 

de 3H-morphine avec des extraits de foie de rats a démontré l’existence d’une liaison, qualifiée 

de covalente, à des protéines de 33, 50 et 53kDa (Nagamatsu and Hasegawa, 1992; Nagamatsu 

and Hasegawa, 1993).
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II. Les récepteurs aux opioïdes

II.1. Leur découverte

II.1.a. Découverte des récepteurs liant les opioïdes

C’est au milieu des années 50, sur la base des effets physiologiques d’une administration 

de morphine, que l’hypothèse de l’existence de récepteurs spécifiques liant la morphine a 

été postulée. Cette hypothèse provient d’un certain nombre d’observations : l’importance 

de la structure de la morphine dans son efficacité (Braenden et al., 1955), l’importance de la 

structure stéréochimique (Beckett and Casy, 1954; Beckett, 1956) et l’effet antagoniste de la 

nalorphine, un opiacé synthétique (Martin, 1967). C’est d’ailleurs sur la base de la découverte de 

la double action de la nalorphine, qui d’une part antagonise l’effet analgésique de la morphine  

et d’autre part induit elle-même une analgésie, qu’a été postulée l’hypothèse de l’existence 

de plusieurs récepteurs aux opiacés (Martin, 1967). Ce n’est qu’en 1973, que l’utilisation d’un 

ligand radioactif (3H-Naloxone) a permis la mise en évidence biochimique de récepteurs liant 

les opiacés (incluant la morphine) dans le SNC (Pert and Snyder, 1973). 

II.1.b. Les différents types de récepteurs.

La mise en évidence de l’existence de trois types de récepteurs, µ, κ et σ, provient de 

la démonstration de différents profils de réponses pharmacologiques à trois agonistes, la 

morphine (µ), la ketazocine (κ) et le SKF-10047 (σ) (Gilbert and Martin, 1976; Pert and Snyder, 

1973). Rapidement, Kosterliz et ses collaborateurs proposèrent un nouveau type de récepteurs, 

les récepteurs δ (Lord et al., 1977). Il est maintenant clairement établi qu’il existe 3 types de 

récepteurs « classiques » aux opioïdes, les récepteurs µ, δ et κ appelés respectivement MOR, 

DOR et KOR (pour Mu/Delta/Kappa opioid receptor). La caractérisation en 1992 du cDNA codant 

pour le DOR chez la souris (Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992) a permis la découverte de 

la séquence des récepteurs MOR et KOR chez les rongeurs par homologie de séquence (Chen 

et al., 1993; Minami et al., 1993), mais également chez l’homme ; hMOR (Wang et al., 1994b), 

hDOR (Simonin et al., 1994) et hKOR (Simonin et al., 1995). Des homologies de séquence avec 

les trois récepteurs opioïdes connus ont également conduit à la mise en évidence d’un « opioid 

receptor-like » (ORL1). ORL1 est structuralement très similaire aux récepteurs MOR, DOR et 

KOR, mais possède cependant des caractéristiques de liaison ligand-récepteurs différentes 

(Bunzow et al., 1994; Chen et al., 1994; Fukuda et al., 1994; Lachowicz et al., 1995; Mollereau 

et al., 1994; Wang et al., 1994a). 
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Figure 10 : Représentations des différents variants d’épissage des MOR-1 chez la souris et chez 

l’homme. Les exons sont représentés par des carrés et les introns par des traits noirs verticaux. 

A : Structure du gène oprm1 murin. B : Représentation génomique de 19 des variants d’épissage 

de MOR-1 chez la souris (adapté de : Pan et al., 2005a). C : Structure du gène OPRM1 humain. 

D : Représentation génomique des 10 variants d’épissage de MOR-1 actuellement connus chez 

l’homme (adapté de : Pan et al., 2005b)
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Ces trois dernières années, quelques études ont démontré que la morphine pourrait 

avoir des effets via une action sur les TLR (toll-like receptors). Il est en effet décrit que l’effet 

apoptotique de la morphine passe par sa liaison aux TLR2 (Li et al., 2009; Li et al., 2010) et que 

la morphine et/ou ses dérivés seraient capables de se lier aux récepteurs TLR4 (Hutchinson 

et al., 2010a; Hutchinson et al., 2010b). Cependant, la morphine possédant une affinité plus 

importante pour les MOR comparée aux autres récepteurs (cf. : I.Introduction, Tableau 2, p.36), 

ses effets étant décrits pour passer principalement par les récepteurs MORs (Gaveriaux-Ruff 

et al., 1998; Iversen, 1996; Matthes et al., 1996), la prochaine partie de mon introduction se 

consacrera exclusivement à ces récepteurs.

II.2. Les récepteurs MORs

II.2.a. Les différents variants d’épissage

Dans les années 80, les études pharmacologiques et les études de liaison de ligands 

ont décrit l’existence de trois sous-types MORs : µ1, µ2, et µ3 classés en fonction de leurs 

localisations et des effets induits. Le sous-type µ1 est principalement exprimé par le SNC et est 

responsable de l’effet analgésique de la morphine (Ling and Pasternak, 1983; Moskowitz and 

Goodman, 1985; Pasternak, 1981). Le sous-type µ2 est aussi exprimé par le SNC mais également 

par les systèmes respiratoire et gastro-intestinal. µ2 serait responsable des effets secondaires 

de la morphine comme la constipation, les vomissements et la dépression respiratoire (Gintzler 

& Pasternak, 1983; Moskowitz and Goodman, 1985). Le sous-type µ3 est décrit pour être 

localisé sur les cellules immunitaires et endothéliales, son activation par la morphine serait 

responsable de ces effets immuno-modulateurs et cardiovasculaires (Stefano et al., 1995; 

Stefano et al., 1996). Un dernier sous-type, nommé µ4, présenté comme un variant d’épissage 

de µ1, a été décrit récemment par le groupe de G. Stefano comme étant exprimé par le SNC et 

le placenta (Kream et al., 2007; Mantione et al., 2010).

Les MORs sont codés par un seul et même gène OPRM1 pour l’homme et Oprm1 pour 

les rongeurs (Opioid Receptor Mu 1) dont l’épissage alternatif génère différents variants 

(figure 10). Ce gène se situe chez l’homme sur le bras long du chromosome 6 (région 6q24-25) 

avec une taille d’au moins 90 kb et chez la souris sur le chromosome 10 avec une taille de 

240 à 250 kb. Précédemment nommés µ1, µ2 et µ3, les sous-types de MORs se sont avérés 

être des variants d’épissage du même gène et sont, aujourd’hui, dénommés par le radical « 

MOR-1 » suivi d’une lettre et/ou d’un chiffre permettant de les différencier. Ainsi, à l’heure 
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actuelle, 29 variants d’épissage différents ont été découverts chez la souris (Doyle et al., 2007a; 

Doyle et al., 2007b; Pan et al., 2005a; Pan et al., 1999; Pan et al., 2000; Pan et al., 2005a; Pan 

et al., 2005b) et 10 variants d’épissage chez l’homme  (Bare et al., 1994; Pan et al., 2003; 

Pan et al., 2005b). Cependant, cette classification est en constante évolution et il est probable 

que d’autres variants seront trouvés. Tous ces variants présentent une séquence nucléotidique 

commune correspondant aux exons 1, 2 et 3 de l’OPRM1 codant pour la partie N-terminale 

extracellulaire, ainsi que pour les 7 segments transmembranaires du récepteur. Les séquences 

des variants diffèrent principalement par leur partie C-terminale intracellulaire responsable 

de la transduction du signal (cf. : I.Introduction, II.2.d, p.27). Au sein d’une même espèce, ces 

différents variants diffèrent donc de par leur extrémité 3’ qui est issue d’un épissage alternatif 

entre l’exon 3 et les exons 4, 5, X, Y ou O pour l’homme. Ces variants d’épissage suggèrent 

que ces différents récepteurs pourraient avoir des localisations différentes et des propriétés 

pharmacologiques différentes. 

II.2.b. Leur localisation

Les MORs ont principalement été décrits pour être exprimés au sein du SNC. Cependant 

ils sont également trouvés au niveau périphérique où ils sont exprimés dans les systèmes 

respiratoire et gastro-intestinal, par les cellules immunitaires et certaines cellules endothéliales 

(pour revue : Cadet, 2004). Dans le SNC, les MORs sont principalement présents dans les 

régions impliquées dans les contrôles descendants de la douleur (cf. : I.Introduction : 1.2.c, 

p.13) comme la PAG, les noyaux du raphé, le noyau paragigantocellulaire et le locus cœruleus. 

Les MORs sont également exprimés dans d’autres structures n’étant pas ou peu impliquées 

dans le contrôle de la douleur et incluant le striatum, le thalamus, le cortex, l’hippocampe et 

le cervelet ce qui suggère l’implication des MORs dans d’autres processus physiologiques non 

liés à la nociception (Arvidsson et al., 1995; Ding et al., 1996; Mansour et al., 1995a; Mansour 

et al., 1995b; Mrkusich et al., 2004; Stumm et al., 2004). Il faut noter qu’une localisation 

différente de chacun des variants d’épissage est décrite. En effet, les variants MOR-1C et MOR-

1J sont par exemple fortement exprimés dans le thalamus, les variants MOR-1E, MOR-1G et  

MOR-1I le sont principalement dans l’hypothalamus, tandis qu’on retrouve le variant MOR-1D 

en majorité dans le cortex, cervelet, la PAG et le variant MOR-1H dans le striatum (Pan et al., 

1999; Pan et al., 2001). Le variant MOR-1B4 est quant à lui décrit pour être présent dans toutes 

les structures citées ci-dessus (Zhang et al., 2006). 
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La localisation (chevauchante ou exclusive) de ces différents variants suggère qu’il 

pourrait exister des affinités différentes pour des ligands en fonction des structures cérébrales 

et ainsi, pour un même ligand, des effets cellulaires différents en fonction de ces structures.

II.2.c. Variants d’épissage et liaison ligands/récepteurs

Comme décrit dans la partie II.2.a (p.23), la partie N-terminale extracellulaire est 

conservée entre les différents sous-types de MORs. Cependant, les études réalisées sur l’affinité 

des MORs, principalement chez le rat et la souris, soulignent la complexité existant au sein des 

variants de MOR-1 (Pan et al., 2005a; Pan et al., 2005b). En effet, tous les variants de MOR-1 

ne possèdent pas la même affinité par rapport à des ligands identiques comme le montre par 

exemple une étude comparative entre les variants MOR-1 et MOR-1B4 chez la souris (Pan et 

al., 2005b). Dans cette étude, les auteurs décrivent que le variant MOR-1B4 a sensiblement 

moins d’affinité pour la plupart des ligands testés par rapport aux autres variants de MOR-1. 

De plus, il est par exemple également décrit chez l’homme que MOR-1 possède une affinité 

plus élevée pour la M6G par rapport aux variants MOR-1X et MOR-1O, bien que l’affinité pour 

la morphine reste identique (Pan et al., 2003). Il semblerait par ailleurs que différents ligands 

n’auraient pas le même site de fixation puisque plusieurs études montrent que la perte de 

l’exon 1 provoquerait une perte de l’analgésie induite par la morphine alors que celle induite 

par la M6G serait conservée (Rossi et al., 1995; Rossi et al., 1996; Rossi et al., 1997; Schuller 

et al., 1999). Ces résultats sont cependant controversés puisqu’une étude montre une perte 

de l’effet analgésique induite par la morphine, mais aussi par la M6G chez des souris K.O. pour 

l’exon 1 (Kitanaka et al., 1998).

II.2.d. La transduction du signal

Les MORs opioïdes appartiennent à la superfamille de récepteurs à sept segments 

transmembranaires couplés à des protéines G (pour revues : Kieffer and Gaveriaux-Ruff, 2002; 

Raehal and Bohn, 2005; Trescot et al., 2008).  La partie N-terminale extracellulaire de la protéine 

qui correspond au site de liaison des ligands est responsable de l’affinité pour les ligands, alors 

que la partie C-terminale intracellulaire est impliquée dans la transduction du signal (figure 11). 

L’activation des protéines Gi/o auxquelles les MORs sont couplés va moduler l’activité cellulaire 

via plusieurs mécanismes. Cette modulation semble être dépendante du type cellulaire dans 

lequel sont exprimés les récepteurs. 
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Figure 11 : Voies de signalisation intracellulaires des récepteurs MORs. Représentation schématique 

des voies décrites dans la partie II.2.d. Abréviations : AMPc, Adénosine mono-phosphate cyclique; 

ATP, Adénosine tri-phosphate; CREB, CRE-binding protein; DAG, 1,2-diacylglycérol; GIRK, G protein 

activated inwardly rectifying K+ conductance; IP3, Inositol tri-phosphate; MAP, Mitogen activated 

protein; MOR, Mu opioid receptor; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-biphosphate.
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1. Effets sur l’adénylate cyclase (AC) : 

(i) Une inhibition de l’AC suite à l’activation du récepteur et l’activation des protéines 

Gi/o va entraîner une diminution de la production d’AMPc, un second messager majeur 

impliqué dans de nombreuses voies de signalisation intracellulaire. A titre d’exemple, dans 

les neurones ganglionnaires, une diminution des concentrations d’AMPc aura pour effet 

une inhibition du courant cationique voltage dépendant (Ih) se traduisant par une baisse 

d’excitabilité de la cellule (Ingram and Williams, 1994). 

(ii) À l’inverse, dans les neurones du bulbe olfactif une activation de l’AC suite à l’activation 

des MORs est observée (Onali and Olianas, 1991). Cet effet serait provoqué, non pas par la 

sous-unité α de la protéine Gi mais par les sous unités β/γ (Olianas and Onali, 1999). Plus 

récemment, certaines études ont montré un couplage possible des MORs à des protéines G 

de type Gs, capables par leur sous-unité α (Chakrabarti et al., 2010) ou β/γ (Wang and Burns, 

2006) d’activer l’AC.

2. Activation de la conductance potassique : Selon le type cellulaire, l’activation des 

MORs va se traduire par l’activation de différents courants potassiques se traduisant par 

une hyperpolarisation de la cellule. 

(i) La morphine a pour effet d’activer les courants potassiques GIRK (G-protein-activated 

inwardly rectifying K+ conductance) des neurones du locus cœruleus (Aghajanian and Wang, 

1986).

(ii) Dans les neurones hippocampiques non pyramidaux, la liaison de la morphine sur les 

MORs va conduire à l’activation d’un courant potassique voltage dépendant (Wimpey and 

Chavkin, 1991). 

3. Variations des concentrations de calcium intracellulaires : 

(i) Une inhibition des courants calciques est observée après activation des MORs dans les 

neurones sensoriels des ganglions rachidiens de rats adultes. Cette inhibition est directement 

provoquée par les sous unités β/γ de la protéine Gi/o (Wilding et al., 1995). 

(ii) D’autre part, l’activation des MORs par un agoniste est également décrite pour 

induire une élévation des concentrations de calcium intracellulaire provenant du réticulum 

endoplasmique. Que ce soit dans le neuroblastome humain SH-SY5Y (Connor and 

Henderson, 1996) ou dans les neurones de ganglions rachidiens de souris (Tang et al. 1996), 

l’activation des MORs conduit à la libération des stocks intracellulaires de calcium (réticulum 

endoplasmique) après activation de la phospholipase C (PLC) et production d’IP3. Cet effet 
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est dépendant de la coactivation des récepteurs muscariniques, car l’activation des MORs 

seuls ne produit pas d’effet sur la libération de calcium à partir des stocks intracellulaires 

(Connor and Henderson, 1996). Ces effets sur les variations intracellulaires de calcium 

auront de nombreuses répercussions physiologiques, notamment sur la libération de 

neurotransmetteurs et la plasticité cellulaire (Samways and Henderson, 2006).

4. Activation de la protéine kinase C (PKC): La morphine est capable d’activer la PKC 

via son action sur les MORs. Cette activation est décrite, dans les neurones du noyau 

accumbens, pour augmenter les courants postsynaptiques excitateurs induits par l’activation 

des récepteurs NMDA (Martin et al., 1999). Cet effet n’est cependant pas observé dans les 

neurones du locus cœruleus (Oleskevich et al., 1993). 

5. Inhibition des MAPkinases : Certains articles décrivent une activation de la 

cascade des MAP kinases après activation des MORs. Cette activation est notamment  

responsable de l’effet immunodépresseur de la morphine sur les lymphocytes et les 

polymorphonucléaires (Chuang et al., 1997). Par ailleurs, dans les cellules du locus cœruleus, 

la cascade des MAP kinases n’est activée que lors d’un sevrage faisant suite à un traitement 

chronique à la morphine (Schulz and Hollt, 1998). Cette cascade va induire l’activation ou 

l’inhibition de nombreux facteurs de transcription (p. ex., CREB, c-fos, NF-κB) et modifier les 

expressions de nombreux gènes. Ces mécanismes pourraient participer à la mise en place 

des phénomènes de dépendance et de tolérance (pour revue : Chen and Sommer, 2009).

On remarque que les effets décrits ci-dessus sont, selon les types cellulaires étudiés, 

différents et même opposés pour certains. Comme décrit dans la partie II.2.a (p.25), il existe 

de nombreux variants d’épissage dont la différence « structurale » se situe essentiellement sur 

la partie C-terminale de la protéine intracellulaire et donc liée aux protéines G. Il est probable 

que les différences observées dans les mécanismes de transductions induits par l’activation des 

MORs, proviennent en partie de ces différences structurales. De plus, on observe un profil de 

localisation propre à chaque variant (cf. : I.Introduction, II.2.b, p.26) ce qui pourrait expliquer 

les effets différents de l’activation des MORs entre deux structures du SNC. Finalement, il 

est également décrit que les récepteurs MORs sont couplés à plusieurs types de protéines G  

(p. ex., Gi1-3, Go1-2, Gz, G15, Gs), couplage qui pourrait être dépendant du sous-type de MORs 

(Connor and Christie, 1999; Quock et al., 1999; Wang and Burns, 2009). En effet, des expériences 

de liaison au [35S]GTPγS et des études d’inhibition de l’activité induite de l’AC ont montré des 

activités qui diffèrent en fonction des variants d’épissage (Pan et al., 2005b).
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II.2.e. L’oligomérisation des récepteurs opioïdes

La diversité des effets cellulaires produite par l’activation des MORs, en plus d’être 

expliquée par la présence de nombreux variants, peut également résulter de la formation 

d’homo- ou d’hétéro-dimères de récepteurs opioïdes. Ainsi, les récepteurs DOR, KOR ou MOR 

sont capables de s’associer sous forme d’homo- ou d’hétéro-dimères et créer de « nouveaux 

récepteurs » possédant des propriétés de liaison et de transduction du signal différentes des 

récepteurs initiaux  (Gomes et al., 2000; Jordan and Devi, 1999; Law et al., 2005; Milligan, 2008). 

En effet, il est décrit que l’oligomérisation des récepteurs opioïdes induit une sélectivité vis-à-vis 

du ligand (Berque-Bestel et al., 2008; Waldhoer et al., 2005), mais également des changements 

dans les voies de signalisation intracellulaires (Rozenfeld and Devi, 2007). Les MORs sont aussi 

décrits pour former des hétéro-dimères avec les ORL-1, le résultat de cette oligomérisation 

étant une diminution de l’activité analgésique des ligands des MORs (Wang et al., 2005).  

Il est également possible qu’une dimérisation entre les variants de MOR ait lieu. Dans ce cas, il 

y aurait plusieurs dizaines de complexes possibles et donc autant d’effets différents possibles.

Ce phénomène de dimérisation pourrait également expliquer les actions  

non-opioïdergiques des opioïdes endogènes. En effet, les peptides opioïdes endogènes peuvent 

avoir des effets analgésiques indépendants des récepteurs aux opioïdes (pour revue : Wollemann 

and Benyhe, 2004). Ainsi, la dynorphine (agoniste des récepteurs DOR; cf. : I.Introduction, 

III.1.c, p.35) possède un effet analgésique dépendant des récepteurs NMDA (Wollemann and 

Benyhe, 2004) ou encore les endomorphines (agonistes des récepteurs MOR; cf. : I.Introduction, 

II.1.d, p.37) ont des effets qui sont insensibles à la naloxone, un antagoniste des récepteurs 

opioïdes (Fischer and Undem, 1999). Ces effets non-opioïdergiques pourraient provenir de la 

dimérisation des récepteurs aux opioïdes avec des récepteurs non-opioïdes (Wollemann and 

Benyhe, 2004). En effet, il est décrit dans le cas des MORs, une hétérodimérisation avec les 

récepteurs CB1 aux cannabinoides (Christie, 2006; Hojo et al., 2008), avec le récepteur NK1 de 

la substance P (Pfeiffer et al., 2003) ou encore avec les récepteurs α2-adrénergiques (Vilardaga 

et al., 2008).
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Précurseur Peptide opioïde Séquence en acide aminés

Pro-enképhaline Leu-enképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

Met-enképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Gly-Leu

Peptide E
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-Gly-Arg-Pro-Glu-Trp-Trp-Met-Asp-Tyr-

Gln-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

BAM 22P
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-Gly-Arg-Pro-Glu-Trp-Trp-Met-Asp-Tyr-

Gln-Lys-Arg-Tyr-Gly

Metorphamide Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val

Pro-opiomélanocortine β-endorphine
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-

Phe-Lys-Asn-Ala-Ile-Val-Lys-Asn-Ala-His-Lys-Lys-Gly-Gln

Prodynorphine Dynorphine A Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln

Dynorphine A (1-13) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys

Dynorphine A (1-8) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile

Dynorphine B Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys-Val-Val-Thr

α-Neoendorphine Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys

β-Neoendorphine Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro

Pronociceptine/Orphanine 
FQ

Nociceptine/Orphanine 
FQ

Phe-Gly-Gly-Phe -Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gln

Inconnu Endomorphine-1 Tyr-Pro-Trp-Phe

Endomorphine-2 Tyr-Pro-Phe-Phe
Tableau 1 : Séquence des différents peptides opioïdes endogènes. Les séquences en acides 

aminés correspondantes à celles de la Met- et de la Leu-enképhaline sont indiquées en gras. À 

noter que les peptides opioïdes dérivant de la pro-enképhaline, de la pro-opiomélanocortine et de la 

prodynorphine contiennent une de ces séquences en acides aminés en N-terminal (tableau adapté 

de : Corbett et al., 2006).
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III. Les ligands endogènes

III.1. Les ligands peptidiques endogènes

III.1.a. Les enképhalines

En 1972, la première évidence de la présence d’un système opioïde endogène est 

suggérée après observation d’un effet analgésique similaire à la morphine lors d’une stimulation 

électrique de la PAG (Akil et al., 1972). La mise en évidence de la présence de récepteurs aux 

opioïdes en 1973 dans le SNC, amena les scientifiques à rechercher la présence de ligands 

endogènes (Pert and Snyder, 1973). Les deux premiers agonistes endogènes des récepteurs 

aux opioïdes décrits furent deux pentapeptides découverts en 1975 (tableau 1) et baptisés Leu-

enképhaline et Met-enképhaline en référence au grec « en kephalos » signifiant « dans la tête » 

(Hughes et al., 1975 ; Simantov and Snyder, 1976). Bien que la structure de ces pentapeptides 

soit très différente de la morphine, la conformation tridimensionnelle des enképhalines permet 

une liaison aux récepteurs aux opioïdes (Roques et al., 1976). 

Les enképhalines dérivent de la maturation de la pro-enképhaline A (PEA), découverte 

pour la première fois en 1980 dans les glandes surrénales bovines (Lewis et al., 1980). Le gène 

codant pour la PEA comporte quatre exons formant après maturations postranscriptionelles 

une protéine de 31kDa. Cette protéine donne naissance à différents peptides dérivés après 

plusieurs clivages enzymatiques (figure 12). Alors que la Met- et la Leu-enképhaline sont 

retrouvées sous forme libre dans le SNC, en périphérie la PEA est clivée partiellement et des 

peptides opioïdes plus longs y sont retrouvés (tableau 1). Au sein du SNC, les enképhalines 

sont distribuées de manière hétérogène dans le cerveau. Les régions cérébrales les plus riches 

étant le globus pallidus, le caudé putamen, l’amygdale, l’hypothalamus et la PAG (Finley et al., 

1981b; Miller and Pickel, 1980). Les enképhalines possèdent une affinité élevée pour les DOR, 

plus faible pour les MOR et nulle pour les KOR et les ORL1 (tableau 2)

III.1.b. La β-endorphine

En 1976, plusieurs groupes mirent en évidence la formation d’un agoniste des récepteurs 

aux opioïdes après clivage de la β-Lipotropine, un peptide trouvé dans l’hypophyse. Ce nouvel 

agoniste fut baptisé la β-endorphine (Bradbury et al., 1976; Graf et al., 1976; Lazarus et al., 

1976; Li and Chung, 1976; Li et al., 1976). 

La β-endorphine est un peptide de 31 acides aminés (tableau 1) qui dérive de la maturation 
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Peptide B

Peptide E

BAM 22P

Metorphamide

Peptide F

M
et-enk

M
et-enk

M
et-enk

M
et-enk

Leu-enk

M
et-enk-RGL

M
et-enk-RF

8,6 kDa 5,3 kDa

18 kDa

Peptide signal

Pro-enképhaline A
50 100 150 200 250

267

ACTHγ-MSH β-lipotropine

α-MSH CLIP γ-lipotropine β-endorphine

β-MSH γ-endorphine

Peptide signal

Pro-opiomélanocortine
50 100 150 200 250

266

Dyn A/B  (1-32)α-neoendorphine

β-neoendorphine Dyn B

Dyn A  (1-8)

Dyn A  (1-17)

Dyn A  (1-13)

Peptide signal

Pro-dynorphine
50 100 150 200 250

254

N/OFQ

Peptide signal

Pro-nociceptine
50 100 150

176
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de la pro-opiomélanocortine (POMC). Le gène codant pour la POMC est hautement conservé 

tout au long de l’évolution. La POMC va subir une série de clivage par différentes enzymes 

protéolytiques dont l’expression est dépendante du type cellulaire (figure 12). En effet, dans 

l’hypophyse, on observe une formation de β-Lipotropine dans les cellules corticotropes, 

tandis que cette β-Lipotropine est immédiatement maturée en β-endorphine dans les cellules 

mélanotropes. La β-endorphine est donc présente dans les cellules exprimant la POMC et les 

enzymes nécessaires à sa formation. On la retrouve principalement au sein du SNC dans les 

neurones du colliculus inférieur, des noyaux du raphé, de l’amygdale, du locus cœruleus et de 

certaines régions de l’hypothalamus et du thalamus (Finley et al., 1981a). La β-endorphine 

possède une forte affinité pour les récepteurs MOR, KOR et DOR et n’a aucune affinité pour les 

ORL1 (tableau 2).

III.1.c. Les dynorphines

La découverte d’un peptide opioïde hypophysaire différent de la β-endorphine d’un 

poids moléculaire plus bas, plus basique, et possédant un effet analgésique plus important, a 

été réalisée par le groupe de Goldstein (Cox et al., 1975; Lowney et al., 1979). L’apparition des 

techniques de séquençage permit d’identifier les 13 premiers résidus de ce peptide (Goldstein 

et al., 1979). La séquence N-terminale en acides aminés est commune en N-terminal avec 

la Leu-enképhaline (tableau 1). Cependant l’activité de ce nouveau peptide est de 3 à 700 

fois plus importante que celle de la Leu-enképhaline (Goldstein et al., 1979).  Cette nouvelle 

famille de peptides opioïdes endogènes a été baptisée dynorphine du grec « dynamis » pour  

« puissance ». Cette découverte a conduit à la découverte d’autres peptides appartenant à 

cette famille (tableau 1). Leur précurseur, la pro-dynorphine (ou pro-enképhaline B) est une 

protéine de 256 acides aminés contenant trois « motifs Leu-enképhaline ». C’est l’hydrolyse de 

ce précurseur qui conduit à la formation des peptides appartenant à la famille des dynorphines 

(figure 12). Les dynorphines sont essentiellement localisées dans l’hypothalamus, le striatum, 

le noyau accumbens, l’hippocampe et l’amygdale (Fallon and Leslie, 1986; Goldstein and 

Ghazarossian, 1980). Elles possèdent une affinité pour les KOR plus grande que celle pour les 

MOR ou les DOR (tableau 2).

Figure 12 : Représentation schématique des principaux produits de la maturation des précurseurs 

opioïdes. Abréviations : ACTH, Adrenocorticotropic hormone; CLIP, Corticotropin-like intermediate 

peptide; Dyn , Dynorphine; Enk, Enképhaline; MSH, Melanocyte-stimulating hormones; N/OFQ, 

Nociceptine/Orphanine FQ.
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Tableau 2 : Affinité des ligands opioïdes et opiacés endogènes vis-à-vis des différents types de 

récepteurs opioïdes.  = pas d’affinité ; = affinité faible ; = affinité moyenne ; = affinité 

élevée. Abréviations : MOR, Mu opioid receptor; DOR, Delta opioid receptor; KOR, Kappa opioid 

receptor; ORL1, Opioid recepteor like 1. Adapté de : McDonald and Lambert, 2005.

MOR KOR DOR ORL1

Leu-enképhaline

Met-enképhaline

β-endorphine

Dynorphine A/B

Endomorphine 1/2

N/OFQ

Morphine

Codéine

Ligands endogènes
Recepteurs aux opioides
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III.1.d. Les endomorphines

 Après la découverte des enképhalines considérées comme les agonistes endogènes 

sélectifs des DOR et de la famille des dynorphines sélectives des KOR, il n’existait pas de 

données concernant des agonistes endogènes sélectifs des MOR. Une étude de Zadina et 

collaborateurs mit en évidence la présence de deux tétrapeptides endogènes très sélectifs des 

MOR dans le SNC de bœuf (Zadina et al., 1997). Ces peptides furent appelés endomorphine-1 

et endomorphine-2 (tableau 1). La même année, les endomorphines 1 et 2 furent caractérisées 

dans le cortex humain (Hackler et al., 1997). La présence des endomorphines est décrite dans 

des structures comme l’amygdale, l’hypothalamus, la PAG, le locus cœruleus et les noyaux du 

raphé. De plus, certaines structures expriment seulement l’un des deux peptides. On retrouve 

l’endomorphine-1 dans le cortex et le striatum et l’endomorphine-2 dans la moelle épinière (pour 

revue : Fichna et al., 2007). Cette localisation différentielle suggérerait un précurseur différent 

(Zadina, 2002). Cependant, encore aujourd’hui le ou les précurseurs des endomorphines 

restent inconnus bien qu’ils soient considérés comme les agonistes peptidiques endogènes 

principaux des MOR (tableau 2).

III.1.e. La nociceptine/orphanine FQ

Les ORL1, découverts en 1994 (cf. : I.introduction, II.1.b, p.23), ne possèdent aucune 

affinité pour les peptides opioïdes endogènes connus à l’époque. Ils restèrent récepteurs « 

orphelins » jusqu’aux études de Meunier et Reinscheid qui découvrirent indépendamment 

le même ligand endogène. Les deux groupes décrivirent la même séquence peptidique de 

17 acides aminés (tableau 1) et appelèrent ce ligand nociceptine (Meunier et al., 1995) ou 

orphanine FQ (Reinscheid et al., 1995). Ce nouveau ligand (N/OFQ), possède une structure 

proche des autres peptides opioïdes endogènes décrits. Cependant, il possède uniquement 

une affinité pour l’ORL1 (tableau 2). Le précurseur de la N/OFQ  est la pro-nociceptine codée 

par le gène PNOC (figure 12)(Meunier et al., 1995). La N/OFQ est décrite pour être localisée 

principalement dans le cortex, la PAG, les noyaux du raphé, l’hypothalamus et l’hippocampe 

(Neal et al., 1999).

III.1.f. Les peptides endogènes anti-opioïdes : le cas du neuropeptide FF

Quelques neuropeptides endogènes sont qualifiés, de par leurs propriétés 

pharmacologiques, d’ « anti-opioïdes »,  car ils réduisent les effets des opiacés. Le neuropeptide 

FF (NPFF) et la cholécystokinine (CCK) possèdent ces caractéristiques.
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Le NPFF est un peptide de huit acides aminés (FLFQPQRF) isolé initialement à partir du 

cerveau de bœuf. Il est décrit comme un anti-opioïde car il est capable d’inhiber l’analgésie 

induite par la morphine (Yang et al., 1985). Deux récepteurs au NPFF, les récepteurs NPFF1 

et NPFF2 couplés aux protéines G, ont été caractérisés (Bonini et al., 2000; Gouarderes et al., 

2002). De nombreuses données suggèrent que le système NPFF est un modulateur de l’activité 

analgésique de la morphine. En effet, une administration de morphine va induire la libération 

de NPFF (Devillers et al., 1995) et l’immunoneutralisation du NPFF supprime la tolérance à la 

morphine (Lake et al., 1991). De plus, l’administration d’un antagoniste sélectif des récepteurs 

au NPFF, le RF9, prévient la mise en place de la tolérance (Bourguignon et al., 2006; Simonin et 

al., 2006).

Comme tout système, les opioïdes endogènes disposent d’un système de contrôle/

régulation de leur activité. Le NPFF et ses dérivés font partie du système homéostasique anti-

opioïde permettant de contrôler, via ses propres récepteurs, l’action des agonistes endogènes 

et exogènes des récepteurs opioïdes.

III.2. Les ligands opiacés endogènes : histoire de la morphine endogène

En 1903, un scientifique français, le Dr Mavrojannis, observa qu’une injection de morphine 

chez le rat induit des symptômes similaires à ceux observés pendant une crise de catalepsie.  Il 

postula alors que les crises de catalepsie observées chez les mammifères étaient provoquées par 

une libération d’analogues endogènes de la morphine (Mavrojannis, 1903). En 1970, Davis et 

Walsh postulèrent pour la première fois l’existence chez les mammifères de morphine endogène 

qui serait formée par une voie de synthèse similaire à celle décrite chez les plantes (Davis and 

Walsh, 1970). Ce n’est qu’en 1976, peu après la découverte des récepteurs aux opioïdes et à 

la même période de la découverte des premiers peptides opioïdes endogènes, que le groupe 

de S. Spector démontra l’existence d’un « morphine-like compound » (MLC) endogène. Sa 

présence fut mise en évidence par une expérience de RIA (radioimmunoassay) dans le cerveau 

de lapin et de chat. Ce composé, une fois purifié, possédait les mêmes propriétés analgésiques 

que la morphine, était capable de se lier aux récepteurs aux opioïdes et était insensible aux 

peptidases signifiant sa nature non peptidique (Gintzler et al., 1976). Il fut postulé que ce MLC 

aurait une structure très proche de celle de la morphine puisqu’un anticorps spécifique de la 

morphine ne liant pas les peptides opioïdes endogènes était capable de le détecter (Blume et 

al., 1977).  Par la suite, le MLC fut observé chez la souris dans les neurones du cervelet et du 

raphé (Gintzler et al., 1978), puis chez l’homme dans le liquide céphalorachidien (LCR), l’urine 
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et dans des extraits de cerveau de patients n’ayant jamais reçu de morphine ou de dérivés 

morphiniques (Shorr et al., 1978). En 1981, Killian et ses collaborateurs isolèrent ce MLC après 

immunoprécipitation avec des anticorps anti-morphine à partir d’extraits de cerveau de veaux 

(Killian et al., 1981). Puis en 1985, Goldstein et ses collaborateurs identifièrent la présence 

de ce MLC dans le cerveau et la glande surrénale de bœuf. Une analyse RMN (Résonance 

magnétique nucléaire) démontra que la structure du MLC était identique à la structure de la 

morphine trouvée chez les plantes (Goldstein et al., 1985). La morphine présente de manière 

endogène chez les mammifères, dont la structure était strictement identique à la morphine des 

plantes, fut appelée « morphine endogène ». Par ailleurs, le même groupe montra la présence 

endogène d’autres composés pouvant correspondre à des intermédiaires de synthèse de 

la morphine (Goldstein et al., 1985). En 1986, Weitz et ses collaborateurs caractérisèrent la 

présence de morphine endogène, mais également de codéine endogène chez le bœuf (Weitz 

et al., 1986). Un an plus tard, ils décrivirent la synthèse de novo du squelette de la morphine 

par le foie de rat (Weitz et al., 1987). Par la suite, de nombreuses études démontrèrent par 

HPLC, RMN ou spectrométrie de masse la présence d’alcaloïdes endogènes dans différents 

tissus de nombreuses espèces (cf. : I.Introduction, V, p.47), indiquant la présence d’un nouvel 

agoniste endogène des récepteurs aux opioïdes µ.

Cependant, malgré ces résultats, la communauté scientifique resta perplexe quant à la 

synthèse « endogène » de la morphine. En effet, la présence d’alcaloïdes dans les tissus de 

mammifères pourrait provenir de leur alimentation puisque la morphine est décrite pour être 

présente dans de nombreux végétaux incluant le foin et la laitue. La morphine a d’ailleurs été 

retrouvée dans le lait de vache et humain à des concentrations comprises entre 200 et 500 

ng/L (Hazum et al., 1981). 
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IV. La voie de biosynthèse de la morphine endogène

IV.1. Mise en évidence de la voie de biosynthèse chez les mammifères

Afin de mettre fin à ce débat et de prouver que la morphine détectée depuis 1976 était 

bien d’une origine endogène, il fallait démontrer que celle-ci était synthétisée de novo par des 

cellules de mammifères. C’est pour la première fois en 1970 que Davis et Walsh émettent l’idée 

d’une biosynthèse de morphine chez les mammifères suivant une voie de synthèse similaire 

à celle décrite chez les plantes (Davis and Walsh, 1970). En 1986, Weitz et ses collaborateurs 

découvrirent de la morphine endogène dans l’hypothalamus de bœuf, mais également de la 

codéine endogène, la codéine étant décrite pour être l’un des précurseurs de la morphine (Weitz 

et al., 1986). De plus, la même année, des injections de salutaridine, de thébaine ou de codéine, 

trois intermédiaires de la voie de synthèse de morphine chez les plantes, ont été décrites pour 

induire une augmentation du taux de morphine dans le cerveau de rat. Cette étude démontra 

pour la première fois la présence des enzymes nécessaires à la synthèse de morphine chez les 

mammifères (Donnerer et al., 1986). Plus tard, la conversion de salutaridine en réticuline, une 

étape importante dans la formation du squelette de la morphine, fut également démontrée in 

vivo dans le foie de rat (Weitz et al., 1987). Chez les plantes, la voie de synthèse de la morphine 

dérive de la L-tyrosine en passant par L-DOPA et la dopamine. Une autre preuve, cette fois-ci 

de la réalisation complète de la voie de biosynthèse de morphine endogène chez l’homme, 

fut apportée en 1992. En effet Matsubara et ses collaborateurs, observèrent des taux plus 

élevés de morphine et de codéine endogènes dans l’urine de patients parkinsoniens traités à 

la L-DOPA (Matsubara et al., 1992). Une ultime preuve de la synthèse de novo de morphine par 

les mammifères a été apportée par le groupe de M.H. Zenk. En cultivant une lignée cellulaire 

humaine, les cellules SHSY5Y, en présence de 18O2, ils purent isoler différents intermédiaires 

radiomarqués de la voie de synthèse de la morphine, ainsi que de la morphine radiomarquée. 

Ils incubèrent également ces cellules avec les différents précurseurs radioactifs et purent 

décrire l’ensemble de la voie de synthèse de la morphine (Boettcher et al., 2005; Poeaknapo 

et al., 2004). Plus récemment, une étude in vivo a montré que chez des souris invalidées pour 

le gène de la tyrosine hydroxylase (TH), l’enzyme nécessaire à la formation de dopamine, il n’y 

avait pas formation de morphine endogène (Neri et al., 2008) prouvant ainsi que la synthèse 

de morphine nécessite la présence de dopamine. Enfin, en 2010, la découverte de morphine 

endogène et de plusieurs de ses précurseurs dans l’urine de souris démontra à nouveau une 

synthèse in vivo de morphine chez l’animal (Grobe et al., 2010).
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IV.2. La biosynthèse de morphine endogène : une analogie avec les 
plantes

La voie de synthèse de la morphine endogène chez les mammifères est très proche de 

celle décrite dans le pavot. On retrouve dans les deux cas un nombre similaire d’intermédiaires 

pour la plupart communs, cependant plusieurs différences sont observables. Le reste du 

paragraphe présente, en 6 étapes, les analogies et les différences entre la voie de synthèse 

décrite chez les mammifères (Boettcher et al., 2005; Poeaknapo et al., 2004 ) et de celle décrite 

dans le pavot à opium (pour revues : Facchini, 2001; Ziegler et al., 2009).

Etape 1 : (figure 13) 

La première étape de la biosynthèse de morphine est la formation de dopamine à partir 

de L-Tyrosine. On distingue dans les deux règnes la présence des mêmes intermédiaires. La 

dopamine est formée à partir de la L-tyrosine, soit via la L-DOPA, soit via la tyramine. 

 f Chez les mammifères, les deux principales enzymes connues sont la TH et la DOPA 

décarboxylase (AADC).  Il est également décrit qu’une formation de dopamine est possible 

après hydroxylation de la tyramine par le cytochrome P450, CYP2D6.

 f Chez les plantes, deux enzymes sont décrites, la tyrosine décarboxylase (TYDC) et la 

polyphénol oxydase (PPO).

Etape 2 : (figure 13) 

 f La seconde étape correspond chez les mammifères à la formation de nolaudanosoline (ou 

Tetrahydropapaveroline, THP) qui se fait par la condensation spontanée en condition aqueuse 

d’une molécule de dopamine et d’une molécule de 3,4-dihydroxyphénylacetaldéhyde 

(DOPAL ou 3,4-HPAA). La DOPAL est formée par la monoamine-oxydase (MAO) à partir 

de la dopamine (Wachtel and Abercrombie, 1994). 

 f Chez les plantes, cette seconde étape est la formation de (S)-norcoclaurine par la condensation 

d’une molécule de dopamine et d’une molécule de 4-hydroxyphénylacetaldéhyde (4-

HPAA). Contrairement aux mammifères, cette réaction est catalysée par une enzyme, 

la (S)-norcoclaurine synthase (NCS) (Ilari et al., 2009). Le 4-HPAA est formé à partir de la 

tyramine par une amine oxydase ou à partir de la L-tyrosine via le 4-HPP.

Etape 3 : (figure 13) 

 f Chez les mammifères, deux hypothèses ont été postulées quant au déroulement de 

cette étape : (i) de la (S)-THP est formée à l’étape 2 et est convertie par trois étapes 

de méthylation en (S)-Réticuline. L’ordre de ces étapes et les enzymes impliquées sont 
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inconnus (Boettcher et al., 2005). (ii) La deuxième hypothèse postule que de la (R)-

THP est formée à l’étape 2, puis est convertie en (R)-Réticuline via trois méthylations. 

Récemment la N-méthyltransférase (NMT) a été décrite pour être capable de réaliser la 

dernière étape de méthylation de manière spécifique à la (R)-THP (Grobe et al., 2011). 

Cette hypothèse est d’un point de vue évolutif plus intéressante puisque la formation 

directe de (R)-réticuline permet de sauter l’étape 4.

 f Chez les plantes la (S)-norcoclaurine est transformée en (R)-réticuline après trois 

méthylations et une hydroxylation. Les quatre enzymes impliquées ainsi que l’ordre de 

ces différentes étapes sont décrits et caractérisés dans la littérature. 

Etape 4 : (figure 13)

Cette étape consiste en la conversion de la (S)-Réticuline en (R)-Réticuline. Chez les 

mammifères, cette étape est nécessaire uniquement dans le cas de la premiere hypothèse, 

(i), de l’étape 3, cependant celle-ci est mal connue. Chez les plantes, cette étape est 

obligatoire et seule l’une des deux enzymes impliquées a été caractérisée.  

Etape 5 : (figure 14) 

La première partie de cette étape est la conversion de la réticuline en salutaridine, qui 

est l’étape limitante de cette voie de synthèse. Elle est décrite pour être effectuée par un 

Figure 13 : La voie de synthèse de la morphine, une analogie entre les mammifères et les plantes. 

Partie 1 : L-tyrosine (R)   réticuline. Les intermédiaires (en italique) de la voie de synthèse communs 

aux deux règnes sont indiqués en noir, ceux propres aux plantes en vert, et ceux propres aux 

mammifères en rouge. Les enzymes identifiées (en gras) sont notées en rouge pour les mammifères 

et en vert pour les plantes. Les enzymes inconnues ou supposées sont indiquées en noir. Références 

: 1, (Facchini and De Luca, 1994); 2, (Bilka et al., 2000); 3, (Wassenberg et al., 2010); 4, (Prabhu and 

Hudson); 5, (Rueffer and Zenk, 1987); 6, (Bilkova et al., 2005); 7, (Florang et al., 2007); 8, (Deitrich 

and Erwin, 1980); 9, (Samanani and Facchini, 2002); 10, (Morishige et al., 2000); 11, (Loeffler et al., 

1995); 12, (Ziegler et al., 2005); 13, (Silber et al., 1991); 14, (Facchini and Park, 2003); 15, (Morishige 

et al., 2000); 16, (Grobe et al., 2011); 17, (Ziegler et al., 2009); 18, (Hirata et al., 2004). Abréviations 

: TYDC, Tyrosine/Dopa Décarboxylase; PPO, Polyphénol oxydase; 4-HPP, 4-Hydroxyphenylpyruvate; 

4-HPAA, 4-Hydroxyphenylacetaldehyde; L-DOPA, 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine; DOPAL, 

3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyde; NCS, Norcoclaurine synthase; AO, Amine oxydase; CNMT, (S)-

coclaurine-N-methyl-transferase; 6-OMT, 6-O-Methyltransferase; DRS, 1,2-Dehydroreticuline 

synthase; DRR, 1,2-Dehydroreticuline reductase; 4’-OMT, 4’-O-methyltransferase; NMCH, 

(S)-N-methylcoclaurine-3’-hydroxylase; TH, Tyrosine hydroxylase; AADC, Aromatic L-amino 

acid decarboxylase; MAO, monoamine oxydase;  NMT, N-méthyltransférase; TAT, tyrosine 

aminotransférase; THP, tétrahydropapaveroline; COMT, Catechol-O-methyltransferase.
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cytochrome P450/Salutaridine synthase étant le CYP179B1 chez les plantes (Ziegler et al., 

2009) , le CYP2D6 chez l’homme et le CYP3A4 chez le rat (Grobe et al., 2009).

La seconde partie de cette étape est la conversion de la salutaridine en salutaridinol. 

Cette conversion est très mal connue chez les mammifères, alors que chez les plantes les 

différents intermédiaires et enzymes impliquées sont décrits.

Etape 6 : (figure 14) 

Tous les intermédiaires de cette dernière étape sont décrits aussi bien chez les 

mammifères que chez les plantes. Deux voies sont possibles pour transformer la thébaine 

en morphine : la première passant par la codéinone, puis la codéine et, la seconde, passant 

par la morphinone. Chez les plantes, toutes les enzymes impliquées dans cette étape sont 

décrites, alors que chez les mammifères seul le CYP2D6 est décrit pour déméthyler la 

thébaine en oripavine et la codéine en morphine. 

La comparaison entre la voie de synthèse de la morphine décrite chez les mammifères et 

celle décrite chez les plantes suggère une conservation tout au long de l’évolution (Meijerink 

et al., 1999; Stefano and Kream, 2007). En effet, la morphine endogène, en plus d’être décrite 

chez les plantes et les mammifères, est également présente chez d’autres vertébrés comme 

l’anguille (Epple et al., 1993) et le crapaud (Donnerer et al., 1987 ; Oka et al., 1985). Elle est aussi 

retrouvée chez des invertébrés (pour revue : Perea-Sasiaín, 2008) comme la moule (Sonetti et 

al., 1999; Stefano et al., 1993; Zhu et al., 2001a), l’escargot (Goumon et al., 2001; Sonetti et 

al., 1999 ; Sonetti et al., 2005), les arthropodes comme le homard (Casares et al., 2005), les 

annélides comme la sangsue (Pryor and Elizee, 2000), dans les nématodes (Goumon et al., 

2000b) et les plathelminthes (Pryor and Elizee, 2000; Zhu et al., 2002).
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Figure 14 : La voie de synthèse de la morphine, une analogie entre les mammifères et les plantes. 

Partie 2 : (R)-réticuline  morphine. Les intermédiaires (en italiques) de la voie de synthèse 

communs aux deux règnes sont indiqués en noir, ceux propres aux plantes en vert, et ceux propres aux 

mammifères en rouge. Les enzymes identifiées (en gras) sont notées en rouge pour les mammifères 

et en vert pour les plantes. Références : 1, (Gesell et al., 2009);  2, (Grobe et al., 2009); 3, (Gerardy 

and Zenk, 1993); 4, (Grothe et al., 2001); 5, (Hagel and Facchini, 2010);  6,(Lenz and Zenk, 1995); 

7, (Zhu, 2008). Abréviations : SalSyn, Salutaridine Synthase; SalR, Salutaridine 7-oxidoreductase; 

SalAT, Salutaridinol-7-O-Acetate; COR, Codeine reductase; T6ODM, Thebaine-6-O-demethylase; 

CODM, Codeine-O-demethylase.
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Morphine Codeine

Cerveau (Global) Rat 26 ± 6 fmol/g 79 ± 16 fmol/g (Donnerer et al., 1986) HPLC, RIA

0.23 ± 0.013 ng/g (Guarna et al., 1998) HPLC, GC/MS

329 ± 93 fmol/g 31 ± 9 fmol/g (Molina et al., 1995) HPLC, RIA

7 ± 3.2 ng/g (Goumon et al., 2000) HPLC, GC/MS

Souris 0.31 ± 0.012 ng/g (Guarna et al., 2002) HPLC, GC/MS

6.3 fmol 17.1 fmol (Laux et al., 2011) IP, LC/MS-MS

1.01 ± 0.31 pmol/g 0.61 ± 0.22 pmol/g

0.25 ± 0.23 ng/g (Charlet et al., 2010) ELISA

0.39 pmol/g (9h)
1.16 pmol/g (17h)

Singe 0.11 ng/g 0.04 ng/g (Neri et al., 2004) GC/MS

Lobe temporal Homme 3.4 ng/g (Fricchione et al., 2008) HPLC, RIA

Cortex Rat 0.62 ± 0.32 pmol/g 0.81 ± 0.11 pmol/g (Donnerer et al., 1987) HPLC, RIA, MS

0.43 ± 0.09 pmol/g 0.63 ± 0.08 pmol/g (Lee and Spector, 1991) HPLC, RIA

1 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, QTOF MS/MS

Souris 1.47 pmol/g (Muller et al., 2008) ELISA

0.62 fmol/mg (Laux et al., 2011) HPLC, LC/MS-MS

Lapin 2 ± 1 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Bœuf 0.05 ± 0.01 pmol/g (Oka et al., 1985) HPLC, RIA

Chat 1.5 ± 0.7 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Chien 0.15 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Hippocampe Lapin 8 ± 3 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Souris 7.46 pmol/g (Muller et al., 2008) ELISA

Chat 5 ± 2 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Ganglions de la base Lapin 33 ± 10 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Veau 14 ng/g (Kil l ian et al., 1981) IP

Chat 24 ± 7 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Bulbe Olfactif Souris 2.27 pmol/g (Muller et al., 2008) ELISA

2 fmol/mg (Laux et al., 2011) HPLC, LC/MS-MS

Hypothalamus rat 7.22 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Lapin 14 ± 4ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Bœuf 0.25 à 4.9 pmol/g (Goldstein et al., 1985) HPLC, RIA

Chat 12 ± 6 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Chien 0.22 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Cervelet Rat 0.63 ± 0.28 pmol/g 0.80 ± 0.26 pmol/g (Donnerer et al., 1987) HPLC, RIA, MS

0.37 ± 0.07 pmol/g 0.48 ± 0.08 pmol/g (Lee and Spector, 1991) HPLC, RIA

1.474 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, QTOF MS/MS

Souris 1.13 ± 0.59 ng/g (Charlet et al., 2010) ELISA

1.48 pmol/g (Muller et al., 2008) ELISA

Lapin 12 ± 3 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Bœuf 0.09 pmol/g (Oka et al., 1985) HPLC, RIA

Chat 14 ± 4 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Chien 0.134 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Mésencéphale Rat 0.93 ± 0.36 pmol/g 1.84 ± 0.57 pmol/g (Donnerer et al., 1987) HPLC, RIA, MS

0.52 ± 0.07 pmol/g 0.38 ± 0.09 pmol/g (Lee and Spector, 1991) HPLC, RIA

Lapin 4 ± 1 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Chat 2.7 ± 1 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Tronc cérébral rat 0.67 ± 0.18 pmol/g 1.20 ± 0.27 pmol/g (Donnerer et al., 1987) HPLC, RIA, MS

0.59 ± 0.10 pmol/g 0.47 ± 0.08 pmol/g (Lee and Spector, 1991) HPLC, RIA

0.346 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Souris 0.54 ± 0.44 ng/g (Charlet et al., 2010) ELISA

3.39 pmol/g (Muller et al., 2008) ELISA

Lapin 4 ± 1 ng/g (Gintzler et al., 1976) RIA

Chien 0.388 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Moelle Epinière Rat 0.13 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Rat 1.64 ± 0.49 pmol/g 3.22 ± 1.24 pmol/g (Donnerer et al., 1987) HPLC, RIA, MS

Souris 0.05 ± 0.01 ng/g (Charlet et al., 2010) ELISA

Chien 0.16 pmol/g (Meijerink et al., 1999) HPLC, RIA

Structure Espèce Référence Techniques utilisées
Quantités

M6G : 0.25 ± 0.15 pmol/g / M3G : 0.21 ± 0.22 pmol/g
(Laux et al., 2011) HPLC, LC/MS-MS

HPLC, RIA(Horak et al., 1993)
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Tableau 3 : Quantités décrites de morphine et de codéine endogènes dans le système nerveux 

central de mammifères. Abréviations : ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; GC-MS, Gas 

chromatography-mass spectrometry; HPLC, High-performance liquid chromatography; IP, immuno-

précipitation; LC-MS/MS, Liquid chromatography tandem mass-spectrometry;  M6G, morphine-6-

glucuronide; M3G, morphine-3-glucuronide; QTOF-MS/MS, quadrupole time-of-flight tandem mass 

spectrometry; RIA, radio-immuno-assay. Adapté de : Perea-Sasiain, 2008.

V. Localisation de la morphine endogène chez les mammifères

V.1. Au sein du système nerveux central

Grâce aux techniques d’immunohistochimie, de chromatographie en phase liquide à haute 

performance (HPLC), de spectrométrie de masse et de RIA, la présence de morphine endogène 

a pu être caractérisée sans ambiguïté dans différents tissus de mammifères et notamment dans 

le système nerveux central. On observe dans la littérature de nombreuses études quantifiant 

les taux de morphine endogène au sein de différentes zones du SNC (tableau 3). De plus, la 

présence de morphine et de codéine endogène a également été décrite dans le LCR humain 

(Cardinale et al., 1987; Shorr et al., 1978). De manière générale, bien que la présence de 

morphine endogène dans le SNC soit bien connue, sa localisation au sein des cellules du SNC 

l’est beaucoup moins. Seuls quelques articles décrivent la présence d’une immunoréactivité 

à la morphine et/ou à la codéine dans des cellules de l’hippocampe, du striatum, du cortex 

et du cervelet (Bianchi et al., 1994). Ces auteurs ont également décrit que les neurones sont 

capables d’accumuler de la 3H-morphine après une infusion intracérébroventriculaire (ICV)

(Bianchi et al., 1993), laissant supposer que ces neurones possèdent un système permettant 

la capture de la morphine. La morphine endogène est décrite pour être synthétisée de novo 

par une lignée cellulaire cathécolaminergique dérivant d’un neuroblastome humain, les SH-

SY5Y (Boettcher et al., 2005; Poeaknapo et al., 2004 ), ce qui suggèrerait une synthèse par les 

neurones cathécolaminergiques du SNC, in vivo. Cependant une étude plus récente à laquelle 

j’ai participé a montré que la morphine endogène est présente dans le cervelet au sein des 

terminaisons présynaptiques GABAergique des neurones en paniers sur les neurones de 

Purkinje (Muller et al., 2008). Bien que la dopamine soit nécessaire à la synthèse de morphine 

endogène, la présence de morphine endogène dans des cellules non dopaminergiques suggère 

une voie de synthèse plus complexe que celle décrite jusque-là.
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V.2. En périphérie

La morphine endogène est également décrite chez les mammifères pour être présente 

en périphérie. La morphine endogène a été détectée dans la glande surrénale de différents 

mammifères (Donnerer et al., 1987; Goumon and Stefano, 2000; Molina et al., 1995; Oka et 

al., 1985) qui représente un des organes majeurs de la réponse au stress. La partie médullaire 

de cette glande est principalement constituée par les cellules chromaffines. Il est intéressant 

de noter que la morphine a aussi été trouvée dans des cellules PC-12 qui sont des cellules 

chromaffines tumorales de rat (Goumon et al., 2000c; Poeaknapo et al., 2004). De plus, il a 

été récemment montré que la M6G est présente dans les granules de sécrétion des cellules 

chromaffines suggérant, qu’au sein de ces cellules (Goumon et al., 2006), la M6G représente le 

composé final de la voie de biosynthèse des alcaloïdes endogènes. La morphine endogène est 

également détectée dans différents organes ou cellules :

 f Les poumons de chien, ainsi que dans 4 lignées cellulaires pulmonaires humaines 

(Munjal et al., 1995). De manière intéressante, les taux de morphine endogène 

plasmatiques sont plus élevés chez les fumeurs que les non-fumeurs (Munjal et al., 

1995).

 f Le foie de rat (Donnerer et al., 1987 ; Donnerer et al., 1986; Molina et al., 1995) et 

la lignée d’hépatocytes humains HepG2 (Poeaknapo et al., 2004) sont décrits pour 

contenir de la morphine endogène. 

 f La morphine est également décrite pour être présente dans le pancréas de rat (Lee 

and Spector, 1991) et la formation d’intermédiaires de la morphine (THP, réticuline) 

a été montrée dans la lignée cellulaire pancréatique humaine DAN-G (Poeaknapo, 

2005)

 f La peau de lapin (Oka et al., 1985), de rat (Donnerer et al., 1987), humaine (Weinstein 

et al., 2002) et la lignée cellulaire de kératinocytes HaCaT (Poeaknapo et al., 2004) 

sont décrites pour contenir de la morphine endogène.

 f La morphine endogène est présente dans un certain nombre de cellules sanguines 

humaines. Celle-ci est trouvée dans les granulocytes (Boettcher et al., 2006; Glattard 

et al., 2010; Zhu et al., 2005 ) et les cellules mononucléaires (Boettcher et al., 2006)

 f La morphine endogène est détectée dans le cœur de souris (Horak et al., 1993), de rat 

(Donnerer et al., 1987) et humain (Zhu et al., 2001b).
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 D’autres organes ont également été décrits pour contenir de la morphine endogène, 

notamment chez le rat. Ainsi, la morphine endogène a été caractérisée dans la rate, le 

thymus et les reins (Molina et al., 1995). Les taux de morphine endogène décrits dans ces 

différents tissus et cellules sont très différents d’une étude à l’autre. Ces différences peuvent 

être expliquées par le fait que plusieurs conditions physiologiques sont connues pour induire 

une augmentation des taux plasmatiques ou tissulaires de morphine endogène. Notamment, 

il a été décrit chez la souris que les taux de morphine endogène détectés dans le cerveau, 

le cœur et la rate sont jusqu’à six fois plus importants l’après-midi (16h-17h) que le matin 

(9h-10h) suggérant la présence d’un rythme circadien de la sécrétion de morphine endogène 

(Horak et al., 1993). De nombreuses autres conditions vont également induire des élévations 

plasmatiques ou tissulaires des quantités de morphine endogène. Celles-ci seront décrites dans 

les paragraphes suivants puisqu’elles permettent de postuler un certain nombre d’hypothèses 

quant aux rôles de la morphine endogène.
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VI. Quels rôles pour la morphine endogène

VI.1. En périphérie : stress et système immunitaire

VI.1.a. Morphine endogène, cellules chromaffines et stress

Les cellules chromaffines constituent la partie médullaire de la glande surrénale, l’un des 

organes majeurs de la réponse au stress. Elles sont connues pour synthétiser les catécholamines 

(p. ex., adrénaline) qui sont sécrétées lors d’un stress. Ainsi, des travaux ont montré que les 

cellules chromaffines de bœuf contiennent de la M6G au sein de leurs granules de sécrétion (cf. 

: I.Introduction, V.2., p.48). De plus, une sécrétion de M6G a été observée lors de l’application 

de nicotine induisant la sécrétion des cellules chromaffines en culture primaire (Goumon et al., 

2006; Goumon et al., 2005 ). L’implication de ces cellules dans les réponses au stress suggère 

que la M6G est sécrétée en même temps que les catécholamines. Une fois sécrétée, la M6G 

pourrait avoir des effets physiologiques via sa liaison sur les MORs périphériques (p. ex. cellules 

immunitaires, endothélium). Cependant, chez l’homme, aucune étude n’a été effectuée sur les 

cellules chromaffines et l’on ne sait donc pas s’il y a présence de morphine ou de M6G.

VI.1.b. Morphine endogène et système immunitaire

Des études ont décrit que la morphine endogène était synthétisée par des cellules du 

système immunitaire (polymorphonucléaires et monocytes) suggérant une implication dans 

l’immunité (Boettcher et al., 2006 ; Glattard et al., 2010; Zhu et al., 2005).  En effet, différentes 

données suggèrent l’implication de la morphine endogène dans les réponses immunitaires et 

les mécanismes de l’inflammation. Ainsi, quatre études réalisées sur le porc et sur des patients 

ayant subi des interventions chirurgicales (pontage coronarien ou laparotomie) indiquent 

une augmentation du taux sérique de morphine endogène. En effet, Brix-Christensen et ses 

collaborateurs ont montré qu’un pontage coronarien réalisé chez l’homme induisait une 

augmentation de la concentration de morphine endogène sérique de 0,28 à 3,9 nM (Brix-

Christensen et al., 1997). De même chez des porcelets, un pontage coronarien induit des 

taux plasmatiques de 10 nM, alors qu’ils étaient non détectables dans le groupe témoin (Brix-

Christensen et al., 2000). Pour finir, deux études réalisées chez l’homme ont indiqué que lors 

d’une cholécystectomie ouverte, la morphine endogène plasmatique était plus abondante 

(0,2 nM) que lors d’une intervention sous laparoscopie (0,018 nM) (Madbouly et al., 2010; 

Yoshida et al., 2000). Ces données suggèrent l’existence d’un effet « physiologique » de la 

morphine endogène lors de telles interventions, car les concentrations sériques observées 



Introduction

Page | 51

sont compatibles avec l’affinité des MOR (nM). Chez le rat, l’injection de lipopolysaccharide 

(LPS) ou de muramyl-dipeptide (MDP) chez la souris afin de mimer une infection bactérienne, 

induit une augmentation de la quantité en morphine endogène tissulaire (Goumon et al., 

2000a; Horak et al., 1993). D’autres types de stress, tel que le jeûne, provoquent également 

l’augmentation des taux de morphine endogène présents dans le sang et la moelle épinière 

(Goumon et al., 2000a; Meijerink et al., 1999; Molina et al., 1995). Or, la morphine possède 

des effets immunosuppresseurs via la production de NO par les cellules immunitaires inhibant 

la synthèse de cytokines pro-inflammatoires, la chimiotaxie et la phagocytose (Stefano et al., 

2000). De plus, la morphine induit la production de NO par l’endothélium, ce qui diminue 

l’expression des molécules d’adhésion nécessaires au recrutement des cellules immunitaires 

aux sites d’inflammation et active l’axe hypothalamohypophysosurrénalien libérant des 

glucocorticoïdes (Mellon and Bayer, 1998a). La morphine inhibe également la différenciation 

de cellules souches immunitaires en lymphocytes et la prolifération des lymphocytes T 

(Mellon and Bayer, 1998b), ainsi que l’activité cytolytique des lymphocytes NK (Mellon and 

Bayer, 1999). La libération de morphine endogène dans le sang lors de situations de « stress » 

pourrait représenter un mécanisme physiologique diminuant les réponses inflammatoires trop 

importantes (effets anti-inflammatoires). 

VI.2. Les rôles connus et envisagés au sein du SNC

VI.2.a. La morphine endogène : un nouveau neurotransmetteur

De nombreux travaux ont décrit les effets de la morphine exogène sur le SNC aux 

concentrations habituellement utilisées dans le cadre thérapeutique, c’est-à-dire de l’ordre 

du µM. Ces concentrations sont de loin très supérieures aux concentrations de morphine 

endogène détectées (pM-nM). Il est donc difficile d’extrapoler les effets observés pour la 

morphine exogène aux effets potentiels de la morphine endogène. Il est cependant postulé 

que la morphine endogène pourrait être considérée comme un neurotransmetteur. En effet, 

celle-ci est décrite pour être présente dans certains neurones du SNC, synthétisée par un 

neuroblastome humain (SH-SY5Y) et être présente dans des terminaisons présynaptiques 

(cf. : I.Introduction, V.1., p.47). De plus, elle est décrite pour être libérée de manière calcium 

dépendante après dépolarisation au potassium (Guarna et al., 1998) ou après stimulation à 

la nicotine (Muller et al., 2008). Un autre critère nécessaire pour remplir les conditions d’un 

neurotransmetteur, est la présence d’un système de recapture. De nombreux travaux ont décrit 

l’existence de transporteurs de la morphine notamment au niveau des hépatocytes et des 
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cellules de la BHE. Cependant, il n’existe aucune information quant à l’identité des transporteurs 

de la morphine dans les neurones bien qu’un transport de morphine radiomarquée est décrit 

dans les neurones (Bianchi et al., 1993). Il n’existe pas à l’heure actuelle d’études décrivant 

précisément la morphine en tant que neurotransmetteur ; il manque par ailleurs un grand 

nombre de données quant à sa localisation au sein du SNC. 

VI.2.b. La morphine endogène et le contrôle de la nociception

Sur la base des effets analgésiques de la morphine exogène, le premier rôle de son 

analogue endogène venant à l’esprit pourrait être lié au contrôle de la nociception. Ainsi, une 

étude décrit la présence de morphine endogène dans la RVM (Rostroventral medulla)(Stefano 

et al., 2000), structure impliquée dans la modulation supaspinale de la nociception. De plus, en 

injectant des anticorps anti-morphine dans le LCR de souris, Guarna et coll. ont pu baisser le 

taux cérébral de morphine endogène (immunodéplétion). En testant ensuite les souris à l’aide 

du test de la plaque chaude, les auteurs ont pu mesurer une baisse de la latence de léchage de 

la patte, indiquant l’apparition d’une hyperalgésie à la douleur thermique lorsque le niveau de 

morphine endogène est diminué (Guarna et al., 2002). D’autre part, des souris K.O. n’exprimant 

pas le MOR montrent une sensibilité accrue aux stimuli nociceptifs thermiques, mais pas aux 

stimuli mécaniques. Bien que dans le cas des souris K.O. MOR il est impossible de dissocier 

les effets des peptides opioïdes endogènes et de la morphine endogène. Ces résultats, avec 

les précédents, semblent indiquer que la morphine endogène diminuerait la sensibilité aux 

douleurs thermiques.

VI.2.c. La morphine endogène et mémoire

La présence de morphine endogène est décrite dans des cellules de l’hippocampe (Bianchi 

et al., 1993; Muller et al., 2008) et suggère un rôle de celle-ci sur les processus de mémorisation. 

Des études utilisant des injections d’anticorps anti-morphine dans le LCR de souris ont suggéré 

un lien entre la morphine endogène et la mémorisation (Guarna et al., 2004). En effet, après 12 

heures de jeûne, des souris contrôles testées à l’aide d’un test d’évitement passif montrent une 

baisse de la mémorisation due à l’élévation de morphine endogène provoquée par un jeûne. 

Or, après une immunoneutralisation de la morphine réalisée à l’aide d’injections d’anticorps 

anti-morphine dans le LCR, plus aucune différence n’est observable. Ces données suggèrent 

que la morphine endogène pourrait, dans des conditions particulières (ici le jeûne) provoquant 

son augmentation, inhiber les processus de mémorisation.
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VI.2.d. La morphine endogène et l’addiction

Sachant que la dopamine, un précurseur de la morphine endogène, est un 

neurotransmetteur clef des processus addictifs, un lien a été recherché entre la morphine 

endogène et l’addiction.

Des travaux réalisés sur deux modèles d’invertébrés, Mytulis edulis et Homarus 

americanus, ont montré que l’exposition à des substances addictives (éthanol, nicotine ou 

cocaïne) entraîne une augmentation de la libération de morphine endogène d’un facteur de 

deux par le système nerveux de ces organismes (Zhu et al., 2006a; Zhu et al., 2006b). 

Chez les mammifères, une libération de morphine endogène par les cellules immunitaires 

humaines est décrite lors d’une administration de cocaïne, d’alcool ou de nicotine (Zhu et al., 

2008). Par ailleurs, il est décrit chez l’homme que l’alcoolisme induit dans certaines structures 

cérébrales une surexpression du CYP2D6, impliqué dans quatre étapes de la voie de synthèse 

de la morphine endogène (Miksys et al., 2002). Finalement, il a été montré que l’alcoolisme 

induit une élévation des taux circulants de la THP, un précurseur de la voie de synthèse de la 

morphine endogène chez les mammifères (Haber et al., 1997; McCoy et al., 2003; Sango et al., 

2000)

Un lien entre la morphine endogène et la dépendance a ainsi été postulé, puisqu’en raison 

de l’augmentation de ses taux plasmatiques (ou cérébraux via le CYP2D6), celle-ci pourrait 

avoir un effet renforçateur sur la prise de drogues (Gianoulakis, 2009; Stefano et al., 2007). 
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I. La morphine endogène et la communauté scientifique

Les données sur la morphine endogène décrites et citées dans le paragraphe précédent 

sont finalement peu nombreuses par rapport aux données que l’on peut trouver sur les autres 

agonistes peptidergiques endogènes des récepteurs aux opioïdes. Pourtant, la présence 

de morphine synthétisée de manière endogène par les mammifères ouvre de nouvelles 

opportunités dans de nombreux domaines de recherche sur des mécanismes physiologiques, 

mais également pathologiques. Parmi ceux-ci, on peut citer les mécanismes de la dépendance, 

du contrôle de la douleur, de la tolérance et de l’inflammation. De plus, la morphine endogène 

pourrait avoir une implication dans toutes les pathologies liées à la dopamine, comme la 

schizophrénie ou la maladie de Parkinson. 

Alors, pourquoi si peu d’études se rapportent-elles à la morphine endogène et 

pourquoi si peu d’équipes s’y intéressent-elles malgré toutes les perspectives qu’elle pourrait  

ouvrir ? Plusieurs raisons évidentes expliquent ce manque d’intérêt de la part de la communauté 

scientifique :  

 f La controverse : L’existence réelle de la morphine endogène a été débattue depuis 

la découverte du MLC (Gintzler et al., 1978). Encore aujourd’hui, malgré les preuves 

indiscutables obtenues ces dix dernières années (Boettcher et al., 2005 ; Neri et al., 

2008), seulement cinq équipes travaillent actuellement sur la morphine endogène. 

C’est également la raison pour laquelle le sujet est encore inconnu de la majeure 

partie de la communauté scientifique. 

 f L’amalgame : En effet, entre la morphine endogène et les peptides opioïdes 

endogènes un amalgame est effectué et apparaît régulièrement dans les publications. 

Ainsi, de nombreux articles parlent d’« endogenous opiate » pour citer le système 

opioïdergique constitué des peptides. A notre niveau, nous faisons la différence entre 

le système opioïdergique (« opioids », peptidique) et le système opiacés endogènes 
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(« opiates », morphine et composés apparentés). Les publications sur la morphine 

endogène sont ainsi noyées parmi celles portant sur les opioïdes endogènes.

 f Un modèle : La création d’un modèle d’étude permettant sans ambiguïté de 

déterminer les rôles de la morphine endogène est à l’heure actuelle impossible. En 

effet, les différentes étapes de la voie de synthèse sont bien décrites, mais la plupart 

des enzymes impliquées restent inconnues. Les enzymes décrites sont impliquées 

dans un grand nombre d’autres réactions enzymatiques/physiologiques et une 

invalidation pour ces enzymes ne serait donc pas spécifique à la morphine (p. ex. 

TH, CYP2D6). De plus, il est également impossible, via une invalidation ou un blocage 

des MORs, de différencier l’effet des peptides opioïdes endogènes de celui de la 

morphine endogène. 

 f La Spécificité : De par sa petite taille (285Da) et sa proximité structurale avec ses 

nombreux dérivés ou précurseurs, l’existence de moyens simples et spécifiques de 

détection de la morphine endogène reste limitée (i.e. anticorps). 

 f Sa quantification : La morphine endogène est présente en de très faibles quantités et 

les rendements des techniques d’extraction/quantification actuels sont très bas.  Il est 

donc nécessaire d’utiliser des techniques de quantification très sensibles, coûteuses 

et pointues (i.e. spectrométrie de masse). De plus, les quantifications doivent se faire 

sur des quantités importantes de tissus.

 f Sa localisation : La présence de morphine endogène au sein du SNC est décrite, 

cependant sa localisation cellulaire reste mal connue. Hormis de rares études qui 

décrivent succinctement la présence de morphine dans les neurones (Bianchi et al., 

1994 ; Muller et al., 2008), il n’existe pas de description complète et précise de la 

localisation de la morphine endogène dans le SNC. Il est donc difficile de définir des 

hypothèses concernant les rôles éventuels de la morphine endogène. 

Cinq équipes de part le monde travaillent actuellement sur la morphine endogène sur 

des axes de recherches différents. Cependant, l’hypothèse que la morphine puisse être un 

nouveau neurotransmetteur est commune aux cinq équipes et apparaît régulièrement dans 

les publications. L’équipe, au sein de laquelle j’ai effectué ma thèse, travaille depuis plusieurs 

années pour démontrer cette hypothèse. En effet, une étude à laquelle j’ai eu l’occasion 

de participer pendant mon stage de master (Muller et al., 2008) décrit la localisation de la 

morphine endogène dans des terminaisons présynaptiques du cervelet et décrit sa sécrétion 
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calcium dépendante dans une lignée cellulaire. Ces résultats suggèrent que la morphine 

pourrait représenter un neurotransmetteur mais n’apportent pas de preuves fonctionnelles.

II. Mes objectifs

Mon objectif, posé lors de mon arrivée au sein de l’équipe, était de démontrer l’implication 

de la morphine endogène en tant que neurotransmetteur au sein du SNC et de décrire un 

processus physiologique cérébral dans lequel celle-ci est impliquée. Dès le début, je me suis 

confronté aux problèmes cités ci-dessus : manque de données, aucun modèle existant (K.O.), 

une spécificité très controversée, une quantification difficile et une localisation cellulaire mal 

connue. Il était donc difficile d’appréhender le rôle de la morphine endogène en tant que 

neurotransmetteur dans de telles conditions.

Je me suis alors fixé un nouvel objectif, celui de fournir des outils et des bases, permettant 

l’étude et la compréhension des rôles de la morphine endogène au sein du SNC via des 

approches d’immunologie, de biologie cellulaire et de biochimie. Les résultats que j’ai obtenus 

pendant ces trois années sont représentés dans les trois parties suivantes :

 f Partie 1 : Cartographie de la morphine endogène et de ses composés dérivés dans le 

système nerveux central de souris.

 f Partie 2 : Identification de protéines de liaison des alcaloïdes endogènes et  

exogènes : la Phosphatidyl Ethanolamine Binding Protein et la Créatine Kinase.

 f Partie 3 : Une application possible de la dissociation des complexes protéines-

morphine : le dosage de la morphine endogène et exogène dans des échantillons 

sanguins.

Ces trois parties apportent des outils essentiels concernant la spécificité de détection de 

la morphine endogène et de ses dérivés, leur localisation au sein du SNC, leur quantification, 

ainsi que des perspectives concernant un modèle d’étude. Par ailleurs, en plus d’outils, chacune 

de ces parties apporte également de nombreuses informations fondamentales, aidant à la 

compréhension des rôles des alcaloïdes endogènes morphiniques dans le SNC.
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I. Résumé

I.1. Contexte et question posée

La morphine endogène est décrite comme étant présente dans différentes structures 

du SNC (cf. : I.Introduction, V.1, p.47). Cependant, sa localisation cellulaire reste mal connue. 

En effet, seulement trois articles décrivent la présence de morphine dans les neurones de 

certaines structures cérébrales, mais sans en faire une cartographie complète (Bianchi et al., 

1994; Gintzler et al., 1978; Muller et al., 2008). Afin de déterminer les rôles de la morphine 

endogène au sein du SNC, une des approches possibles est de déterminer sa localisation 

précise. La première partie de ma thèse a donc eu pour objectif de déterminer précisément la 

localisation de la morphine endogène et de ses dérivés au sein du SNC. 

 f Dans quelles structures, quelles cellules et quels compartiments cellulaires  la morphine 

endogène et ses dérivés  sont-ils  présents dans le SNC de souris adultes ?

Pour répondre à cette question, les travaux effectués ont donné lieu à la rédaction de 

deux articles : le premier décrivant la localisation de la morphine endogène et de ses dérivés 

(codéine, M6G et M3G) dans le cerveau de souris (publication 1) et le second, en cours 

d’évaluation (Journal of comparative neurology), décrivant leur localisation dans la moelle 

épinière de souris (publication 2).

I.2. Approches & Résultats

Afin de décrire la localisation de la morphine endogène et de ses dérivés (Codéine, M6G 

et M3G) dans les différentes structures et cellules du SNC de souris, la première étape de mon 

travail a été de caractériser l’anticorps anti-morphine utilisé (6D6, Aviva Systems Biology) de 

manière à démontrer que l’immunoréactivité observée sur les coupes de cerveau de souris 

correspond sans ambiguïté aux alcaloïdes endogènes. Pour cela, plusieurs contrôles ont montré 

que : (i) l’anticorps utilisé (6D6, Aviva Systems Biology) reconnaît spécifiquement la morphine, 

la codéine, la M6G et la M3G sans cross-réactivité avec d’autres molécules structuralement 
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Partie 1
Cartographie de la morphine endogène et de ses 

composés dérivés dans le système nerveux central de 
souris
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proches (précurseurs, antagonistes,…) et sans cross-réactivité avec les protéines présentes 

dans le SNC de souris. (ii) Une immunoprécipitation avec l’anticorps réalisée sur un extrait de 

cerveau de souris permet de purifier des alcaloïdes endogènes. (iii) Le paraformaldéhyde est 

capable de lier de manière covalente les alcaloïdes endogènes aux protéines, confirmant la 

fixation des alcaloïdes dans les tissus. (iv) L’injection ICV de morphine, codéine, M6G ou de 

M3G conduit à une augmentation de l’immunoréactivité dans le striatum montrant que les 

anticorps sont également capables de détecter les alcaloïdes exogènes in-situ après fixation. (v) 

Finalement, une quantification de la morphine et de la codéine endogène dans des structures 

microdisséquées montre leur présence uniquement dans les zones où une immunoréactivité 

pour la morphine et ses dérivés est observée. 

Ces contrôles ayant été effectués, j’ai utilisé la microscopie à fond clair pour détecter 

la présence de la morphine endogène et de ses dérivés dans les différentes structures du 

SNC de souris adultes. De manière générale, la MOR et ses dérivés sont peu présents dans 

les structures habituellement impliquées dans les mécanismes de contrôle de la douleur (p. 

ex. PAG et noyaux du raphé). A l’inverse, ils sont retrouvés de manière importante dans les 

neurones présents dans des structures du système olfactif (p.ex., bulbe olfactif et tubercule 

olfactif), de la formation hippocampique (p.ex., subiculum et gyrus denté), des ganglions de 

la base (p.ex., caudé putamen et noyau accumbens), mais également du cervelet. Par ailleurs, 

dans la moelle épinière, mes résultats indiquent que la morphine endogène et ses dérivés sont 

présents dans des neurones répartis dans toutes les laminas de la moelle épinière hormis, les 

laminas I et II. 

Une approche de microscopie confocale a ensuite permis la caractérisation neurochimique 

à l’aide de marqueurs spécifiques des cellules contenant la morphine endogène et ses dérivés. 

L’utilisation d’anticorps anti-GAD (Glutamic Acid Decarboxylase) a montré leur présence dans 

certains des neurones GABAergiques (γ-aminobutyric acid) comme observé par exemple 

dans le cortex, le striatum, l’hippocampe ou dans certaines couches profondes de la moelle 

épinière. Il faut noter que certains des neurones GABAergiques ne contiennent pas la 

morphine endogène ou ses dérivés. Par ailleurs, l’utilisation d’un anticorps anti-GFAP (Glial 

Fibrillary Acidic Protein) m’a permis de montrer la présence de morphine ou de ses dérivés 

dans les astrocytes (corps cellulaires, prolongements et pieds astrocytaires). Les astrocytes 

contenant la morphine endogène ou ses dérivés sont présents dans l’ensemble du système 

nerveux central. De manière surprenante, le dernier marqueur utilisé dirigé contre la TH, a 
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permis de montrer que la morphine endogène et ses dérivés sont absents du corps cellulaire 

des neurones dopaminergiques, notamment ceux de la substance noire compacte ou de l’ATV. 

La même observation est faite au niveau des terminaisons des neurones dopaminergiques 

dans le striatum ou le noyau accumbens.

 Finalement, une approche de microscopie électronique m’a permis de confirmer 

la présence de morphine endogène ou de ses dérivés dans le cytoplasme des neurones et 

des astrocytes, ainsi que dans leurs prolongements respectifs. Comme précédemment décrit 

(Muller et al., 2008), la morphine ou ses dérivés sont détectés dans les vésicules de sécrétion des 

terminaisons présynaptiques des cellules en panier du cervelet innervant les corps cellulaires 

des neurones de Purkinje. Cependant, dans le reste du SNC de souris, nos observations 

montrent que les alcaloïdes endogènes sont localisés dans les parties postsynaptiques.

I.3. Conclusions

Cette première partie de ma thèse m’a permis de décrire deux outils permettant l’étude de 

la morphine endogène au sein du SNC. Premièrement, j’ai identifié et caractérisé un anticorps 

commercial de manière à montrer qu’il reconnaît sans ambiguïté la morphine, la M6G, la M3G 

et la codéine endogène dans des tissus fixés. Deuxièmement, j’ai fourni un descriptif détaillé 

de la localisation de la morphine endogène et de ses dérivés au sein du SNC qui servira d’outils 

aux futurs travaux portant sur leurs implications dans la physiologie du SNC.

En plus de ces deux outils, la cartographie présentée dans ces deux études apporte de 

nouveaux éléments qui permettront de définir de nouvelles hypothèses quant au(x) rôle(s) de 

la morphine endogène et de ses dérivés au sein du SNC. En effet, mes deux études décrivent la 

présence de morphine endogène et de ses dérivés dans des structures non impliquées dans le 

contrôle de la nociception (p. ex., striatum, cervelet), dans des cellules non dopaminergiques 

(p. ex., astrocytes, neurones GABAergiques), ainsi que dans le corps cellulaire et la partie 

postsynaptique des neurones. Ces éléments apportent de nombreuses perspectives de 

recherche: (i) les processus physiologiques dans lesquels ils sont impliqués semblent différents 

du simple contrôle de la nociception. (ii) La voie de synthèse, mais également le catabolisme de 

la morphine endogène semble faire intervenir plusieurs partenaires cellulaires différents. (iii) La 

morphine endogène aurait d’autres fonctions au sein du SNC que celui de neurotransmetteur 

et (iv) il est également possible, du fait de leur présence intracellulaire, que la morphine 

endogène ou ses dérivés aient d’autres cibles que les récepteurs aux opioïdes.
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6Laboratoire de spectrométrie de masse BioOrganique, IPHC-DSA, Université de Strasbourg, CNRS UMR7178, F-67087 Strasbourg,
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ABSTRACT
Endogenous morphine, morphine-6-glucuronide, and

codeine, which are structurally identical to vegetal alka-

loids, can be synthesized by mammalian cells from dopa-

mine. However, the role of brain endogenous morphine

and its derivative compounds is a matter of debate, and

knowledge about its distribution is lacking. In this study, by

using a validated antibody, we describe a precise mapping

of endogenous morphine-like compounds (morphine and/

or its glucuronides and/or codeine) in the mouse brain.

First, a mass spectrometry approach confirmed the pres-

ence of morphine and codeine in mouse brain, but also, of

morphine-6-glucuronide and morphine-3-glucuronide repre-

senting two metabolites of morphine. Second, light micros-

copy allowed us to observe immunopositive cell somas and

cytoplasmic processes throughout the mouse brain. Mor-

phine-like immunoreactivity was present in various struc-

tures including the hippocampus, olfactory bulb, band of

Broca, basal ganglia, and cerebellum. Third, by using confo-

cal microscopy and immunofluroscence co-localization, we

characterized cell types containing endogenous opiates.

Interestingly, we observed that morphine-like immunoreac-

tivity throughout the encephalon is mainly present in c-ami-
nobutyric acid (GABA)ergic neurons. Astrocytes were also

labeled throughout the entire brain, in the cell body, in the

cytoplasmic processes, and in astrocytic feet surrounding

blood vessels. Finally, ultrastructural localization of mor-

phine-like immunoreactivity was determined by electron

microscopy and showed the presence of morphine-

like label in presynaptic terminals in the cerebellum and

postsynaptic terminals in the rest of the mouse brain. In

conclusion, the presence of endogenous morphine-like

compounds in brain regions not usually involved in pain

modulation opens the exciting opportunity to extend the

role and function of endogenous alkaloids far beyond their

analgesic functions. J. Comp. Neurol. 519:2390–2416,
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ABSTRACT
Endogenous morphine, morphine-6-glucuronide, and

codeine, which are structurally identical to vegetal alka-

loids, can be synthesized by mammalian cells from dopa-

mine. However, the role of brain endogenous morphine

and its derivative compounds is a matter of debate, and

knowledge about its distribution is lacking. In this study, by

using a validated antibody, we describe a precise mapping

of endogenous morphine-like compounds (morphine and/

or its glucuronides and/or codeine) in the mouse brain.

First, a mass spectrometry approach confirmed the pres-

ence of morphine and codeine in mouse brain, but also, of

morphine-6-glucuronide and morphine-3-glucuronide repre-

senting two metabolites of morphine. Second, light micros-

copy allowed us to observe immunopositive cell somas and

cytoplasmic processes throughout the mouse brain. Mor-

phine-like immunoreactivity was present in various struc-

tures including the hippocampus, olfactory bulb, band of

Broca, basal ganglia, and cerebellum. Third, by using confo-

cal microscopy and immunofluroscence co-localization, we

characterized cell types containing endogenous opiates.

Interestingly, we observed that morphine-like immunoreac-

tivity throughout the encephalon is mainly present in c-ami-
nobutyric acid (GABA)ergic neurons. Astrocytes were also

labeled throughout the entire brain, in the cell body, in the

cytoplasmic processes, and in astrocytic feet surrounding

blood vessels. Finally, ultrastructural localization of mor-

phine-like immunoreactivity was determined by electron

microscopy and showed the presence of morphine-

like label in presynaptic terminals in the cerebellum and

postsynaptic terminals in the rest of the mouse brain. In

conclusion, the presence of endogenous morphine-like

compounds in brain regions not usually involved in pain

modulation opens the exciting opportunity to extend the

role and function of endogenous alkaloids far beyond their

analgesic functions. J. Comp. Neurol. 519:2390–2416,
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INTRODUCTION

Morphine extracted from Papaver somniferum

remains the gold standard for pain relief in the hospital

setting (Stefano et al., 2000; Soliman et al., 2001). This

alkaloid binds to the l-opioid receptor (MOR), leading to

several effects, including analgesia (Matthes et al.,

1996). In humans, exogenous morphine is mainly catabol-

ized into morphine-6-glucuronide (M6G;10%) and mor-

phine-3-glucuronide (M3G; 90%) through the action of the

UDP-glucuronosyltransferase 1A and 2B families (UGT1A

and UGT2B), which are present in the liver (Mackenzie

et al., 2005) and in the brain (Suleman et al., 1998;

Nagano et al., 2000; Heurtaux et al., 2006). M6G displays

greater analgesic effects than morphine, whereas M3G is

devoid of analgesic effects (Lotsch and Geisslinger,

2001; Lotsch, 2005a,b; Coller et al., 2009).

Since the 1970s, endogenous morphine, M6G, and co-

deine, which are structurally identical to alkaloids from

plants, have been characterized in different mammalian

tissues and cells (Gintzler et al., 1978; Hazum et al., 1981;

Goldstein et al., 1985; Weitz et al., 1986; Donnerer et al.,

1987; Herbert et al., 2000; Stefano et al., 2000, 2008;

Zhu et al., 2001; Neri et al., 2004; Goumon et al., 2009).

In mammals, the endogenous morphine biosynthesis path-

way has been studied in the SH-SY5Y human neuronal cat-

echolaminergic cell line and has been shown to derive

from the dopamine biosynthesis pathway, leading to co-

deine and finally to morphine (Poeaknapo et al., 2004;

Boettcher et al., 2005; Muller et al., 2008; Stefano et al.,

2008). In addition, blockade of the dopamine biosynthesis

using a tyrosine hydroxylase (TH) conditional knockdown

mouse model is associated with a deficit in endogenous

morphine synthesis (Neri et al., 2008), suggesting that do-

pamine is a precursor of endogenous morphine in mam-

malian cells. However, because the non-dopaminergic cell

line DAN-G produces morphine (Poeaknapo et al., 2004),

it is possible that non-dopaminergic cells can internalize

dopamine or intermediate metabolites of the morphine

biosynthesis pathway, such as tetrahydropapaveroline

(THP; also called norlaudanosoline), but also synthesize in-

termediate metabolites for morphine biosynthesis, to com-

plete the production of endogenous morphine (Boettcher

et al., 2005; Goumon et al., 2009; Grobe et al., 2010).

We have previously reported the presence of M6G

in secretory granules and secreted material of bovine

adrenal chromaffin cells (Goumon et al., 2006). M6G was

associated with the phosphatidylethanolamine-binding

protein (PEBP), a protein that specifically binds M6G and

M3G and has no affinity for morphine (Goumon et al.,

2004; Atmanene et al., 2009). In these particular cells, we

observed the presence of an UGT2B-like enzyme able to

convert morphine into M6G. More recently, in the SH-

SY5Y cell line model, we observed the presence of mor-

phine and M6G and characterized the presence of

UGT2B7, which has been shown to catabolize morphine to

M3G and M6G (Coffman et al., 1997; Muller et al., 2008).

M6G, despite its more potent analgesic nature, was previ-

ously thought of only as a product of morphine catabolism.

However, our data have indicated that M6G may represent

the final product of endogenous alkaloid biosynthesis in

chromaffin cells, whereas in SH-SY5Y cells, both morphine

and M6G coexist (Muller et al., 2008).

The presence of endogenous morphine, codeine, and

M6G has been characterized in the brain of cows, rats,

monkeys, mice, and dogs (Donnerer et al., 1987; Stefano

et al., 2000; Goumon et al., 2009). Recent data have indi-

cated that high endogenous morphine levels are present

in the blood during stressful situations including patholog-

ical states such as sepsis (Brix-Christensen et al., 1997,

2000; Glattard et al., 2010; Madbouly et al., 2010). How-

ever, these fluctuations in morphine levels and their con-

sequences for brain function remain to be fully elucidated

(Goumon et al., 2009). Among the few available studies,

it has been shown that endogenous morphine immuno-

neutralization (intracerebroventricular administration of

an anti-morphine antibody) decreased thermal response

latency and attenuated the anti-nociceptive effect of the

MOR-selective agonist DAMGO in a hot plate test. This

suggests that endogenous morphine is involved in the

setting of nociceptive thresholds and in opiate-mediated

pain modulation (Guarna et al., 2002). A similar immuno-

neutralization approach has suggested a role for endoge-

nous morphine in the weakening of memory processes

under stressful conditions (Guarna et al., 2004).

Our recent studies have focused on the functional

role of endogenous morphine in neuronal cells. Using the

SH-SY5Y model, morphine and M6G were found to be

restricted to large, dense-core vesicle-like organelles and

to be released via a Ca2þ-dependent mechanism (Muller

et al., 2008). Using the patch-clamp technique in cell cul-

ture, we have shown that naloxone-sensitive electrophysi-

ological responses are induced by morphine and M6G at

concentrations as low as 10�10 M. Using the mouse brain

model, we have shown well-defined morphine expression

Endogenous alkaloids mapping in the mouse brain
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in the cerebellum, with morphine immunoreactivity pres-

ent in basket cell bodies and in their axonal synaptic ter-

minals, which innervate Purkinje cell bodies that express

MOR subtypes (Mrkusich et al., 2004; Zhang et al., 2006;

Muller et al., 2008). Morphine immunoreactivity was also

present at the presynaptic level, suggesting its possible

release and a regulatory action on Purkinje cell function

(Muller et al., 2008; Goumon et al., 2009). This is sup-

ported by the previously published description of Ca2þ-

dependent release of morphine from nerve terminals

(Guarna et al., 1998). Other studies have also shown the

presence of morphine and codeine in specific brain neu-

rons (Gintzler et al., 1978; Bianchi et al., 1993, 1994).

This further suggests that endogenous morphine and its

derivatives may represent new neuromodulators of brain

functions, acting at both pre- and postsynaptic sites

within neuronal networks.

A straightforward approach to studying the roles of en-

dogenous morphine and morphine-derived molecules in

brain physiology is to examine in detail their localization

in brain structures. Few data are available on the localiza-

tion of endogenous morphine, morphine glucuronides, or

codeine in the central nervous system (CNS), and no pre-

cise mapping exists. The present study was designed to

determine morphine/M3G/M6G/codeine immunoreac-

tivity in mouse brain structures. First, a biochemical

approach was used to characterize the presence of mor-

phine, morphine glucuronides, and codeine in the mouse

brain. Second, detailed immunohistochemical mapping of

endogenous morphine-like compounds (i.e., morphine,

M6G, M3G, and codeine) in the adult mouse brain was

performed by using conventional and confocal micros-

copy and electron microscopy, to determine subcellular

localizations. Finally, co-immunolocalization of morphine-

like immunoreactivity with different cell markers allowed

us to characterize cells that contain endogenous mor-

phine and/or morphine-derived molecules.

MATERIALS AND METHODS

Animals
Experiments were performed on five 45-day-old labora-

tory-bred, adult male C57BL/6 mice weighting 30 6 3 g.

Animals were given free access to food and water, with a

12-hour light-dark cycle at a temperature of 226 2�C. All

procedures were performed in accordance with European

directives (86/609/EEC) and were approved by the re-

gional ethics committee and the French Ministry of agri-

culture (license no. 67-116, to P.P.).

Antibody characterization
Antibodies used in the present study are commercially

available and have already been used in previous studies.

Table 1 provides informations about these antibodies

including immunogens, species, commercial sources, and

dilutions used in the present study.

Glutamic acid decarboxylase isoforms 65/67
(GAD65/67) antibody

The rabbit anti-GAD65/67 antiserum (Abcam, Cam-

bridge, MA; #ab49832) was produced by using one syn-

thetic peptide common to the two GAD isoforms. Anti-

GAD65/67 antibodies recognize a specific band size of

65 kDa molecular weight on Western blot of human infant

medulla lysate (Broadbelt et al., 2010). The staining

observed on Western blot was blocked when incubation

with the peptide was performed. In immunohistochemis-

try on mouse brain sections, no immunostaining was

observed after a pre-incubation of the antibody with satu-

rating concentration of the target protein (Broadbelt

et al., 2010).

TABLE 1.

Primary Antibodies Used

Antigen Immunogen Raised in Manufacturer data Dilution

GAD65/67 Synthetic peptide corresponding to
Cter part of human GAD. The
sequence is identical in human
GAD65 (amino acids 570–585) and
GAD67 (amino acids 579–594)

Rabbit (polyclonal) Abcam (ab49832) IHC: 1:500

(Peptide: K-DIDFLIEEIERLGQDL)
GFAP GFAP isolated from cow spinal cord Rabbit (polyclonal) DAKO (Z0334) IHC: 1:1,000
TH Denatured TH from rat

pheochromocytoma
Rabbit (polyclonal) Chemicon-Millipore (AB152) IHC: 1;1,000

Morphine BSA-morphine conjugate Mouse (monoclonal) Aviva Systems Biology (AVAMM16002-4) IHC: 1:1,000
ICC: 1:3,000
WB: 1:4,000
ELISA: 1:2,000

Abbreviations: GAD, glutamic acid decarboxylase; GFAP, glial fibrillary acidic protein; TH, tyrosine hydroxylase; BSA, bovine serum albumin; IHC,

immunohistochemistry; ICC, immunocytochemistry; WB, Western blot; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay.
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INTRODUCTION

Morphine extracted from Papaver somniferum

remains the gold standard for pain relief in the hospital

setting (Stefano et al., 2000; Soliman et al., 2001). This

alkaloid binds to the l-opioid receptor (MOR), leading to

several effects, including analgesia (Matthes et al.,

1996). In humans, exogenous morphine is mainly catabol-

ized into morphine-6-glucuronide (M6G;10%) and mor-

phine-3-glucuronide (M3G; 90%) through the action of the

UDP-glucuronosyltransferase 1A and 2B families (UGT1A

and UGT2B), which are present in the liver (Mackenzie

et al., 2005) and in the brain (Suleman et al., 1998;

Nagano et al., 2000; Heurtaux et al., 2006). M6G displays

greater analgesic effects than morphine, whereas M3G is

devoid of analgesic effects (Lotsch and Geisslinger,

2001; Lotsch, 2005a,b; Coller et al., 2009).

Since the 1970s, endogenous morphine, M6G, and co-

deine, which are structurally identical to alkaloids from

plants, have been characterized in different mammalian

tissues and cells (Gintzler et al., 1978; Hazum et al., 1981;

Goldstein et al., 1985; Weitz et al., 1986; Donnerer et al.,

1987; Herbert et al., 2000; Stefano et al., 2000, 2008;

Zhu et al., 2001; Neri et al., 2004; Goumon et al., 2009).

In mammals, the endogenous morphine biosynthesis path-

way has been studied in the SH-SY5Y human neuronal cat-

echolaminergic cell line and has been shown to derive

from the dopamine biosynthesis pathway, leading to co-

deine and finally to morphine (Poeaknapo et al., 2004;

Boettcher et al., 2005; Muller et al., 2008; Stefano et al.,

2008). In addition, blockade of the dopamine biosynthesis

using a tyrosine hydroxylase (TH) conditional knockdown

mouse model is associated with a deficit in endogenous

morphine synthesis (Neri et al., 2008), suggesting that do-

pamine is a precursor of endogenous morphine in mam-

malian cells. However, because the non-dopaminergic cell

line DAN-G produces morphine (Poeaknapo et al., 2004),

it is possible that non-dopaminergic cells can internalize

dopamine or intermediate metabolites of the morphine

biosynthesis pathway, such as tetrahydropapaveroline

(THP; also called norlaudanosoline), but also synthesize in-

termediate metabolites for morphine biosynthesis, to com-

plete the production of endogenous morphine (Boettcher

et al., 2005; Goumon et al., 2009; Grobe et al., 2010).

We have previously reported the presence of M6G

in secretory granules and secreted material of bovine

adrenal chromaffin cells (Goumon et al., 2006). M6G was

associated with the phosphatidylethanolamine-binding

protein (PEBP), a protein that specifically binds M6G and

M3G and has no affinity for morphine (Goumon et al.,

2004; Atmanene et al., 2009). In these particular cells, we

observed the presence of an UGT2B-like enzyme able to

convert morphine into M6G. More recently, in the SH-

SY5Y cell line model, we observed the presence of mor-

phine and M6G and characterized the presence of

UGT2B7, which has been shown to catabolize morphine to

M3G and M6G (Coffman et al., 1997; Muller et al., 2008).

M6G, despite its more potent analgesic nature, was previ-

ously thought of only as a product of morphine catabolism.

However, our data have indicated that M6G may represent

the final product of endogenous alkaloid biosynthesis in

chromaffin cells, whereas in SH-SY5Y cells, both morphine

and M6G coexist (Muller et al., 2008).

The presence of endogenous morphine, codeine, and

M6G has been characterized in the brain of cows, rats,

monkeys, mice, and dogs (Donnerer et al., 1987; Stefano

et al., 2000; Goumon et al., 2009). Recent data have indi-

cated that high endogenous morphine levels are present

in the blood during stressful situations including patholog-

ical states such as sepsis (Brix-Christensen et al., 1997,

2000; Glattard et al., 2010; Madbouly et al., 2010). How-

ever, these fluctuations in morphine levels and their con-

sequences for brain function remain to be fully elucidated

(Goumon et al., 2009). Among the few available studies,

it has been shown that endogenous morphine immuno-

neutralization (intracerebroventricular administration of

an anti-morphine antibody) decreased thermal response

latency and attenuated the anti-nociceptive effect of the

MOR-selective agonist DAMGO in a hot plate test. This

suggests that endogenous morphine is involved in the

setting of nociceptive thresholds and in opiate-mediated

pain modulation (Guarna et al., 2002). A similar immuno-

neutralization approach has suggested a role for endoge-

nous morphine in the weakening of memory processes

under stressful conditions (Guarna et al., 2004).

Our recent studies have focused on the functional

role of endogenous morphine in neuronal cells. Using the

SH-SY5Y model, morphine and M6G were found to be

restricted to large, dense-core vesicle-like organelles and

to be released via a Ca2þ-dependent mechanism (Muller

et al., 2008). Using the patch-clamp technique in cell cul-

ture, we have shown that naloxone-sensitive electrophysi-

ological responses are induced by morphine and M6G at

concentrations as low as 10�10 M. Using the mouse brain

model, we have shown well-defined morphine expression
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in the cerebellum, with morphine immunoreactivity pres-

ent in basket cell bodies and in their axonal synaptic ter-

minals, which innervate Purkinje cell bodies that express

MOR subtypes (Mrkusich et al., 2004; Zhang et al., 2006;

Muller et al., 2008). Morphine immunoreactivity was also

present at the presynaptic level, suggesting its possible

release and a regulatory action on Purkinje cell function

(Muller et al., 2008; Goumon et al., 2009). This is sup-

ported by the previously published description of Ca2þ-

dependent release of morphine from nerve terminals

(Guarna et al., 1998). Other studies have also shown the

presence of morphine and codeine in specific brain neu-

rons (Gintzler et al., 1978; Bianchi et al., 1993, 1994).

This further suggests that endogenous morphine and its

derivatives may represent new neuromodulators of brain

functions, acting at both pre- and postsynaptic sites

within neuronal networks.

A straightforward approach to studying the roles of en-

dogenous morphine and morphine-derived molecules in

brain physiology is to examine in detail their localization

in brain structures. Few data are available on the localiza-

tion of endogenous morphine, morphine glucuronides, or

codeine in the central nervous system (CNS), and no pre-

cise mapping exists. The present study was designed to

determine morphine/M3G/M6G/codeine immunoreac-

tivity in mouse brain structures. First, a biochemical

approach was used to characterize the presence of mor-

phine, morphine glucuronides, and codeine in the mouse

brain. Second, detailed immunohistochemical mapping of

endogenous morphine-like compounds (i.e., morphine,

M6G, M3G, and codeine) in the adult mouse brain was

performed by using conventional and confocal micros-

copy and electron microscopy, to determine subcellular

localizations. Finally, co-immunolocalization of morphine-

like immunoreactivity with different cell markers allowed

us to characterize cells that contain endogenous mor-

phine and/or morphine-derived molecules.

MATERIALS AND METHODS

Animals
Experiments were performed on five 45-day-old labora-

tory-bred, adult male C57BL/6 mice weighting 30 6 3 g.

Animals were given free access to food and water, with a

12-hour light-dark cycle at a temperature of 226 2�C. All

procedures were performed in accordance with European

directives (86/609/EEC) and were approved by the re-

gional ethics committee and the French Ministry of agri-

culture (license no. 67-116, to P.P.).

Antibody characterization
Antibodies used in the present study are commercially

available and have already been used in previous studies.

Table 1 provides informations about these antibodies

including immunogens, species, commercial sources, and

dilutions used in the present study.

Glutamic acid decarboxylase isoforms 65/67
(GAD65/67) antibody

The rabbit anti-GAD65/67 antiserum (Abcam, Cam-

bridge, MA; #ab49832) was produced by using one syn-

thetic peptide common to the two GAD isoforms. Anti-

GAD65/67 antibodies recognize a specific band size of

65 kDa molecular weight on Western blot of human infant

medulla lysate (Broadbelt et al., 2010). The staining

observed on Western blot was blocked when incubation

with the peptide was performed. In immunohistochemis-

try on mouse brain sections, no immunostaining was

observed after a pre-incubation of the antibody with satu-

rating concentration of the target protein (Broadbelt

et al., 2010).

TABLE 1.

Primary Antibodies Used

Antigen Immunogen Raised in Manufacturer data Dilution

GAD65/67 Synthetic peptide corresponding to
Cter part of human GAD. The
sequence is identical in human
GAD65 (amino acids 570–585) and
GAD67 (amino acids 579–594)

Rabbit (polyclonal) Abcam (ab49832) IHC: 1:500

(Peptide: K-DIDFLIEEIERLGQDL)
GFAP GFAP isolated from cow spinal cord Rabbit (polyclonal) DAKO (Z0334) IHC: 1:1,000
TH Denatured TH from rat

pheochromocytoma
Rabbit (polyclonal) Chemicon-Millipore (AB152) IHC: 1;1,000

Morphine BSA-morphine conjugate Mouse (monoclonal) Aviva Systems Biology (AVAMM16002-4) IHC: 1:1,000
ICC: 1:3,000
WB: 1:4,000
ELISA: 1:2,000

Abbreviations: GAD, glutamic acid decarboxylase; GFAP, glial fibrillary acidic protein; TH, tyrosine hydroxylase; BSA, bovine serum albumin; IHC,

immunohistochemistry; ICC, immunocytochemistry; WB, Western blot; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay.
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Glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody
The rabbit anti-GFAP polyclonal antiserum (DAKO,

Glostrup, Denmark; #Z0334) was produced by using

GFAP isolated from cow spinal cord. The staining pattern

by immunohistochemistry matches the expected distribu-

tion of GFAP in mouse auditory brainstem (Abraira et al.,

2007). With the use of cultured mouse primary astro-

cytes, the antibody staining demonstrates a filamentous

pattern, consistent with GFAP presence in intermediate

filaments. In Western blot using mouse brain extracts,

this antibody recognizes a band of approximately 55 kDa

(Arantes et al., 2009).

Tyrosine hydroxylase (TH) antibody
The rabbit anti-TH polyclonal antiserum (Chemicon-

Millipore, Molsheim, France; #AB152) was produced by

using denatured full-length TH isolated from rat pheo-

chromocytoma. Its specificity has been corroborated by

Western blot analysis of adrenal gland or brain of different

species (i.e. rat, mouse; see manufacturer’s data sheet),

in which it selectively labels a single band at approxi-

mately 62 kDa. In addition, a selective label of dopami-

nergic neurons in the substantia nigra pars compacta has

been observed (Martin-Ibanez et al., 2006).

Morphine antibody
The mouse anti-morphine antibody (6D6, Aviva Sys-

tems Biology, San Diego, CA; #16002) was produced by

using a morphine-bovine serum albumin (BSA) conjugate.

This antibody has been used in previous studies (Muller

et al., 2008; Glattard et al., 2010) to determine the pres-

ence of morphine/M6G by immunohistochemistry, with

results consistent with those described here (i.e. basket

cell labeling in cerebellar cortex). Furthermore, seven

specificity controls for the anti-morphine antibody (6D6)

were performed for this study:

1. The morphine antibody was omitted in order to con-

trol for nonspecific binding of the secondary anti-

body in the tissue section. Omission of the primary

antibody resulted in no peroxidase label in the tissue

sections (e.g., striatum) compared with 6D6 immuno-

reactivity (data not shown).

2. Immunoreactivity disappeared when the 6D6 antibody

was preabsorbed for 1 hour with 3 lM of morphine

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), codeine (Sigma-

Aldrich), M6G (Sigma-Aldrich), or M3G (Sigma-Aldrich;

data not shown) before immunohistochemistry.

3. Western blotting of mouse brain extracts with the

6D6 antibody was performed and showed no cross-

reactivity of the antibody with proteins (see Results,

Fig. 3C, lane 1).

4. A control for the cross-linking of morphine, M6G,

M3G, and codeine to proteins by paraformaldehyde

(PFA) was performed in vitro (see Results, Fig. 3B,C,

lane 2) and in vivo (see Results).

5. We assessed 6D6 anti-morphine antibody cross-reac-

tivity with morphine, morphine derivatives, and cate-

cholamines by enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA; see Results, Fig. 2). The 6D6 antibody is only

able to recognize morphine, codeine, M6G, and M3G.

6. To link the immunohistochemistry results described

in this study and the biochemical detection of

endogenous morphine, codeine, M3G, and M6G, we

performed mass spectrometry analysis of micro-

punches from several brain areas. No endogenous

alkaloids have been detected in structures that are

poorly immunoreactive, such as the amygdala nuclei

and the VPL/VPN nucleus of the thalamus; however,

we were able to detect codeine in strongly immuno-

reactive structures, such as the caudate putamen

(2.89 fmol/mg protein), the olfactory bulb (2 fmol/

mg protein), and the cortex (0.62 fmol/mg protein).

The levels of morphine, M6G, and M3G were

beneath the limit of detection in these brain areas.

7. Immunoprecipitation was performed to confirm the

ability of the 6D6 antibody to bind endogenous alka-

loid. Thus, 10 mg of whole mouse brain extract (in

400 ll of phosphate-buffered saline [PBS], pH 7.4)

were mixed with 20 lg of the 6D6 antibody and incu-

bated overnight at 4�C. The reaction medium was

then incubated with 300 ll of protein A/G PLUS-aga-

rose beads (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

CA; #sc-2003) and incubated for 4 hours at 4�C. Com-

plexes (i.e., antibodies-alkaloids-beads) were washed

five times with 500 ll of PBS (4�C). Elution of the pro-

tein A/G-mouse IgG complex was done by boiling for

30 minutes in a 1 M urea buffer. After acidification

with 1 M HCl, an equal volume of chloroform was

added. The mixture was then centrifuged at 13,000

rpm for 15 minutes at 4�C. The aqueous phase was

retrieved and submitted to LC-MS/MS analysis (see

below). Codeine (17.1 fmol) and morphine (6.3 fmol)

were detected in the immunoprecipitated fraction,

confirming the presence of these alkaloids and the

ability of the 6D6 antibody to detect them in the

mouse brain.

Immunohistochemistry
Tissue preparation for immunohistochemistry
studies

Mice were deeply anesthetized by intraperitoneal injec-

tion of 0.1 ml of a 5.6% (w/v) pentobarbital sodium solution

(CEVA Santé Animale, Libourne, France) and perfused

transcardially with fixative solution using a peristaltic

Endogenous alkaloids mapping in the mouse brain
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pump. For conventional and electron microscopy, a fixative

solution of 4% formaldehyde (EMS, Hatfield, PA) in a 0.1 M

NaCl/Pi buffer (disodium hydrogen phosphate dihydrate,

1.28% [w/v], sodium dihydrogen phosphate monohydrate,

0.38% [w/v]; pH 7.4) with 0.25% (v/v) glutaraldehyde

(VWR, Fontenay sous bois, France) was used. The same fix-

ative solution was used for laser confocal microscopy,

except that glutaraldehyde was omitted. Fixative solutions

were chilled and then perfused for 10 minutes with a peri-

staltic pump at a flow rate of 10 ml/min. The brain was

quickly removed and incubated for 2 hours at 4�C in the

same fixative solution. Coronal and sagittal brain sections

(70 lm thick) were cut with a Vibratome (Leica VT 1000 S,

Nanterre, France) and collected in Tris-buffered saline

(TBS: 50 mM Tris-HCl, 0.9% NaCl, pH 7.4).

Slice immunostaining
Immunostaining was performed on slides, free-floating

in TBS, as previously described (Hedou et al., 2000). Tis-

sue slices were washed in TBS and incubated for 1 hour

in BSA (Euromedex, Mundolsheim, France) diluted in TBS

(5%, w/v) in order to saturate nonspecific immunoreac-

tive sites. After saturation, sections were incubated over-

night with a mixture of primary antibodies raised in differ-

ent species in TBS containing 0.1% (v/v) Triton X-100

(Sigma-Aldrich). Triton X-100 was omitted for electron mi-

croscopy. Primary antibodies were used as described in

the antibody list in Table 1. After incubation with the pri-

mary antibody, tissue slices were washed six times with

TBS (5 minutes), and specific secondary antisera were

added for 2 hours at room temperature (RT), followed by

six TBS washes (5 minutes). These secondary antisera

were as follows: 1) horseradish peroxidase (HRP)-conju-

gated donkey anti-mouse IgG (P.A.R.I.S., Paris, France;

#BI 2413C; dilution 1:400); 2) Alexa Fluor 488-conju-

gated donkey anti-rabbit IgG (Molecular Probes-Invitro-

gen, Cergy Pontoise, France; #A21206; dilution 1:1,000);

and 3) Cy3-conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson

ImmunoResearch, Suffolk, England; #715-165-150; dilu-

tion 1:1,000). Several controls were carried out to assess

antibody specificity and nonspecific immunoreactivity.

Primary antibodies were omitted, and each secondary

antibody was tested individually or in a mixture in the

presence of tissue sections. Each antibody was also

tested with the secondary antibody used for the second

immunolabeling in order to determine whether interspe-

cies cross-reactivity exists.

Light microscopy
Peroxidase activity was measured after a 15 minutes

incubation period in a freshly prepared solution of 4-

chloro-1-naphthol (0.2 mg/ml) in TBS containing 0.006%

(w/v) hydrogen peroxide. After washing with TBS, the

sections were mounted in glycerol/TBS (1:1, v/v) before

analysis with a Leica DMRB microscope equipped with a

digital camera (Axiocam, Zeiss, Le Pecq, France).

Electron microscopy
Peroxidase activity was detected with a freshly pre-

pared solution of 0.025% (w/v) 3,3-diaminobenzidine tet-

rahydrochloride in TBS containing 0.006% (w/v) hydrogen

peroxide. After washing with NaCl/Pi buffer, sections and

slides were postfixed for 30 minutes with 2.5% glutaralde-

hyde in 0.1 M NaCl/Pi buffer (pH 7.4), and then with 1%

(w/v) osmium tetroxide in 0.1 M NaCl/Pi buffer (pH 7.4)

at 4�C for 1 hour. Sections were dehydrated in ethanol

and embedded in Araldite resin (Hedou et al., 2000).

Ultrathin sections were observed with a Hitachi H 7500

electron microscope (Hitachi, Monroeville, PA) without

additional staining. Pictures were acquired with a Hama-

matsu Digital camera (C 4742-95, Massy, France).

Confocal microscopy observations
Immunofluorescent staining was analyzed with a Zeiss

laser scanning microscope (LSM510 invert) equipped

with a plan apo 63� oil immersion and a 40� oil immer-

sion lens. Tissue sections were subjected to optical serial

sectioning to produce images in the X-Y plane. Images of

optical sections were the average of eight scans. Pictures

were recorded digitally in a 1,024 � 1,024-pixel format. A

look-up table (Range indicator, Zeiss) ensured that the

full dynamic range of the photomultipliers was used.

Before each measurement, a series of sections was

acquired through the vertical axis in order to choose the

equatorial section.

Anatomical and cellular distribution
Anatomical structures were identified under direct ob-

servation using the atlas and nomenclature of Paxinos

and Watson (Paxinos and Franklin, 1997). Cartography

was done on four animals, the staining being identical for

each experiment.

HPLC-MS/MS instrumentation and analytical
conditions

A hydrophilic interaction liquid chromatographic

(HILIC) reverse phase column coupled to a triple quadru-

pole mass spectrometer was used to accurately detect

the presence of morphine, M3G, and M6G in the selected

reaction monitoring (SRM) mode. Identification of the

compounds was based on the precursor ion, the selective

fragment ions, and retention times.

Prior to LC-MS-MS analysis, methanol-extracted brains

were dissolved in 0.1% trifluoroacetic acid in H2O (v/v)

and purified by using an Äkta purifier HPLC system (GE

Laux et al.

2394 The Journal of Comparative Neurology |Research in Systems Neuroscience



Résultats : Partie 1, Publication 1

Page | 75

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody
The rabbit anti-GFAP polyclonal antiserum (DAKO,

Glostrup, Denmark; #Z0334) was produced by using

GFAP isolated from cow spinal cord. The staining pattern

by immunohistochemistry matches the expected distribu-

tion of GFAP in mouse auditory brainstem (Abraira et al.,

2007). With the use of cultured mouse primary astro-

cytes, the antibody staining demonstrates a filamentous

pattern, consistent with GFAP presence in intermediate

filaments. In Western blot using mouse brain extracts,

this antibody recognizes a band of approximately 55 kDa

(Arantes et al., 2009).

Tyrosine hydroxylase (TH) antibody
The rabbit anti-TH polyclonal antiserum (Chemicon-

Millipore, Molsheim, France; #AB152) was produced by

using denatured full-length TH isolated from rat pheo-

chromocytoma. Its specificity has been corroborated by

Western blot analysis of adrenal gland or brain of different

species (i.e. rat, mouse; see manufacturer’s data sheet),

in which it selectively labels a single band at approxi-

mately 62 kDa. In addition, a selective label of dopami-

nergic neurons in the substantia nigra pars compacta has

been observed (Martin-Ibanez et al., 2006).

Morphine antibody
The mouse anti-morphine antibody (6D6, Aviva Sys-

tems Biology, San Diego, CA; #16002) was produced by

using a morphine-bovine serum albumin (BSA) conjugate.

This antibody has been used in previous studies (Muller

et al., 2008; Glattard et al., 2010) to determine the pres-

ence of morphine/M6G by immunohistochemistry, with

results consistent with those described here (i.e. basket

cell labeling in cerebellar cortex). Furthermore, seven

specificity controls for the anti-morphine antibody (6D6)

were performed for this study:

1. The morphine antibody was omitted in order to con-

trol for nonspecific binding of the secondary anti-

body in the tissue section. Omission of the primary

antibody resulted in no peroxidase label in the tissue

sections (e.g., striatum) compared with 6D6 immuno-

reactivity (data not shown).

2. Immunoreactivity disappeared when the 6D6 antibody

was preabsorbed for 1 hour with 3 lM of morphine

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), codeine (Sigma-

Aldrich), M6G (Sigma-Aldrich), or M3G (Sigma-Aldrich;

data not shown) before immunohistochemistry.

3. Western blotting of mouse brain extracts with the

6D6 antibody was performed and showed no cross-

reactivity of the antibody with proteins (see Results,

Fig. 3C, lane 1).

4. A control for the cross-linking of morphine, M6G,

M3G, and codeine to proteins by paraformaldehyde

(PFA) was performed in vitro (see Results, Fig. 3B,C,

lane 2) and in vivo (see Results).

5. We assessed 6D6 anti-morphine antibody cross-reac-

tivity with morphine, morphine derivatives, and cate-

cholamines by enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA; see Results, Fig. 2). The 6D6 antibody is only

able to recognize morphine, codeine, M6G, and M3G.

6. To link the immunohistochemistry results described

in this study and the biochemical detection of

endogenous morphine, codeine, M3G, and M6G, we

performed mass spectrometry analysis of micro-

punches from several brain areas. No endogenous

alkaloids have been detected in structures that are

poorly immunoreactive, such as the amygdala nuclei

and the VPL/VPN nucleus of the thalamus; however,

we were able to detect codeine in strongly immuno-

reactive structures, such as the caudate putamen

(2.89 fmol/mg protein), the olfactory bulb (2 fmol/

mg protein), and the cortex (0.62 fmol/mg protein).

The levels of morphine, M6G, and M3G were

beneath the limit of detection in these brain areas.

7. Immunoprecipitation was performed to confirm the

ability of the 6D6 antibody to bind endogenous alka-

loid. Thus, 10 mg of whole mouse brain extract (in

400 ll of phosphate-buffered saline [PBS], pH 7.4)

were mixed with 20 lg of the 6D6 antibody and incu-

bated overnight at 4�C. The reaction medium was

then incubated with 300 ll of protein A/G PLUS-aga-

rose beads (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

CA; #sc-2003) and incubated for 4 hours at 4�C. Com-

plexes (i.e., antibodies-alkaloids-beads) were washed

five times with 500 ll of PBS (4�C). Elution of the pro-

tein A/G-mouse IgG complex was done by boiling for

30 minutes in a 1 M urea buffer. After acidification

with 1 M HCl, an equal volume of chloroform was

added. The mixture was then centrifuged at 13,000

rpm for 15 minutes at 4�C. The aqueous phase was

retrieved and submitted to LC-MS/MS analysis (see

below). Codeine (17.1 fmol) and morphine (6.3 fmol)

were detected in the immunoprecipitated fraction,

confirming the presence of these alkaloids and the

ability of the 6D6 antibody to detect them in the

mouse brain.

Immunohistochemistry
Tissue preparation for immunohistochemistry
studies

Mice were deeply anesthetized by intraperitoneal injec-

tion of 0.1 ml of a 5.6% (w/v) pentobarbital sodium solution

(CEVA Santé Animale, Libourne, France) and perfused

transcardially with fixative solution using a peristaltic
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pump. For conventional and electron microscopy, a fixative

solution of 4% formaldehyde (EMS, Hatfield, PA) in a 0.1 M

NaCl/Pi buffer (disodium hydrogen phosphate dihydrate,

1.28% [w/v], sodium dihydrogen phosphate monohydrate,

0.38% [w/v]; pH 7.4) with 0.25% (v/v) glutaraldehyde

(VWR, Fontenay sous bois, France) was used. The same fix-

ative solution was used for laser confocal microscopy,

except that glutaraldehyde was omitted. Fixative solutions

were chilled and then perfused for 10 minutes with a peri-

staltic pump at a flow rate of 10 ml/min. The brain was

quickly removed and incubated for 2 hours at 4�C in the

same fixative solution. Coronal and sagittal brain sections

(70 lm thick) were cut with a Vibratome (Leica VT 1000 S,

Nanterre, France) and collected in Tris-buffered saline

(TBS: 50 mM Tris-HCl, 0.9% NaCl, pH 7.4).

Slice immunostaining
Immunostaining was performed on slides, free-floating

in TBS, as previously described (Hedou et al., 2000). Tis-

sue slices were washed in TBS and incubated for 1 hour

in BSA (Euromedex, Mundolsheim, France) diluted in TBS

(5%, w/v) in order to saturate nonspecific immunoreac-

tive sites. After saturation, sections were incubated over-

night with a mixture of primary antibodies raised in differ-

ent species in TBS containing 0.1% (v/v) Triton X-100

(Sigma-Aldrich). Triton X-100 was omitted for electron mi-

croscopy. Primary antibodies were used as described in

the antibody list in Table 1. After incubation with the pri-

mary antibody, tissue slices were washed six times with

TBS (5 minutes), and specific secondary antisera were

added for 2 hours at room temperature (RT), followed by

six TBS washes (5 minutes). These secondary antisera

were as follows: 1) horseradish peroxidase (HRP)-conju-

gated donkey anti-mouse IgG (P.A.R.I.S., Paris, France;

#BI 2413C; dilution 1:400); 2) Alexa Fluor 488-conju-

gated donkey anti-rabbit IgG (Molecular Probes-Invitro-

gen, Cergy Pontoise, France; #A21206; dilution 1:1,000);

and 3) Cy3-conjugated donkey anti-mouse IgG (Jackson

ImmunoResearch, Suffolk, England; #715-165-150; dilu-

tion 1:1,000). Several controls were carried out to assess

antibody specificity and nonspecific immunoreactivity.

Primary antibodies were omitted, and each secondary

antibody was tested individually or in a mixture in the

presence of tissue sections. Each antibody was also

tested with the secondary antibody used for the second

immunolabeling in order to determine whether interspe-

cies cross-reactivity exists.

Light microscopy
Peroxidase activity was measured after a 15 minutes

incubation period in a freshly prepared solution of 4-

chloro-1-naphthol (0.2 mg/ml) in TBS containing 0.006%

(w/v) hydrogen peroxide. After washing with TBS, the

sections were mounted in glycerol/TBS (1:1, v/v) before

analysis with a Leica DMRB microscope equipped with a

digital camera (Axiocam, Zeiss, Le Pecq, France).

Electron microscopy
Peroxidase activity was detected with a freshly pre-

pared solution of 0.025% (w/v) 3,3-diaminobenzidine tet-

rahydrochloride in TBS containing 0.006% (w/v) hydrogen

peroxide. After washing with NaCl/Pi buffer, sections and

slides were postfixed for 30 minutes with 2.5% glutaralde-

hyde in 0.1 M NaCl/Pi buffer (pH 7.4), and then with 1%

(w/v) osmium tetroxide in 0.1 M NaCl/Pi buffer (pH 7.4)

at 4�C for 1 hour. Sections were dehydrated in ethanol

and embedded in Araldite resin (Hedou et al., 2000).

Ultrathin sections were observed with a Hitachi H 7500

electron microscope (Hitachi, Monroeville, PA) without

additional staining. Pictures were acquired with a Hama-

matsu Digital camera (C 4742-95, Massy, France).

Confocal microscopy observations
Immunofluorescent staining was analyzed with a Zeiss

laser scanning microscope (LSM510 invert) equipped

with a plan apo 63� oil immersion and a 40� oil immer-

sion lens. Tissue sections were subjected to optical serial

sectioning to produce images in the X-Y plane. Images of

optical sections were the average of eight scans. Pictures

were recorded digitally in a 1,024 � 1,024-pixel format. A

look-up table (Range indicator, Zeiss) ensured that the

full dynamic range of the photomultipliers was used.

Before each measurement, a series of sections was

acquired through the vertical axis in order to choose the

equatorial section.

Anatomical and cellular distribution
Anatomical structures were identified under direct ob-

servation using the atlas and nomenclature of Paxinos

and Watson (Paxinos and Franklin, 1997). Cartography

was done on four animals, the staining being identical for

each experiment.

HPLC-MS/MS instrumentation and analytical
conditions

A hydrophilic interaction liquid chromatographic

(HILIC) reverse phase column coupled to a triple quadru-

pole mass spectrometer was used to accurately detect

the presence of morphine, M3G, and M6G in the selected

reaction monitoring (SRM) mode. Identification of the

compounds was based on the precursor ion, the selective

fragment ions, and retention times.

Prior to LC-MS-MS analysis, methanol-extracted brains

were dissolved in 0.1% trifluoroacetic acid in H2O (v/v)

and purified by using an Äkta purifier HPLC system (GE
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Healthcare Bioscience, Strasbourg, France) as previously

described (Goumon et al., 2006). Buffer A was 0.1% tri-

fluoroacetic acid (TFA, v/v) in water, and buffer B was

70% acetonitrile and 0.09% TFA in water. Fractions corre-

sponding to morphine, M3G, and M6G were dried by

using a SpeedVac evaporator prior to LC-MS-MS analysis.

LC retention time of endogenous morphine present in

mouse brain was identical to the exogenous morphine

standard (external and internal standards).

LC-MS separations were carried out with an Agilent LC

1100 binary pump, equipped with an autosampler, a vac-

uum degasser, and a column oven coupled with an Agi-

lent 6410 Triple Quad LC/MS (Agilent Technologies, Palo

Alto, CA).

Dry samples were resolvated in 10 ll of 70% acetoni-

trile, vortex-mixed for 1 minute, and injected on an acryla-

mido-type column (TSKgel Amide-80, TOSOH, Tokyo, Ja-

pan) at 25�C. The solvent system consisted of 99.85%

water, 0.15% formic acid, and 5 mM ammonium acetate

(NH OAc, solvent A) and 100% acetonitrile (solvent B).

Elution was performed at a flow rate of 220 ll/min by

using a 70–40% linear gradient (solvent B) for the first 8

minutes, followed by a 80% stage (solvent B) for 2

minutes before the reconditioning of the column at 70%

of solvent B. The system was fully controlled by Mass-

Hunter software (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

Electrospray ionization was achieved in the positive

mode with the spray voltage set at 4,000 V. Nitrogen was

used as the nebulizer gas, and nebulizer pressure was set

at 20 psi with a source temperature of 100�C. Desolva-

tion gas (nitrogen) was heated to 350�C and delivered at

a flow rate of 10 L/min. Qualification was performed in

MRM mode with the following transitions:

m/z 286.1 ! 201.1 m/z and 286.1 ! 165.1 for

morphine

m/z 462.1 ! 286.1 and m/z 462.1 ! 201.1 for M6G

and M3G

m/z 300.2 ! m/z 225, m/z 300.2 ! 214.8, m/z

300.2 ! 199.0, m/z 300.2 ! 164.8, and m/z 300.2

! 123.0 for codeine.

Anti-morphine 6D6 competitive
immunoenzymatic ELISA

Determination of the morphine 6D6 antibody specific-

ity was done on a 96-well plate (NUNC, Roskilde, Den-

mark) coated during a night at RT with 200 ll of a 100

ng/ml morphine-BSA solution (#80-IM50, Fitzgerald

Industries, North Acton, MA). After three washes with

0.1 M NaCl/Pi-0.05% Tween buffer (PT; 10 minutes),

wells were incubated for 1 hour with 200 ll of BSA

diluted in NaCl/Pi buffer (5%, w/v) in order to saturate

nonspecific sites. After saturation, wells were incubated

for 30 minutes with 100 ll of NaCl/Pi-BSA (3%, w/v) con-

taining from 0.01 nM to 1 lM of the following potential

antigens: morphine (Sigma-Aldrich), M6G (Sigma-Aldrich),

M3G (Sigma-Aldrich), codeine (Sigma-Aldrich), norepi-

nephrine (Sigma-Aldrich), epinephrine (Sigma-Aldrich),

dopamine (Sigma-Aldrich), L-3,4-dihydroxyphenylalanine

(L-DOPA; Sigma-Aldrich), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid

(DOPAC; Sigma-Aldrich), and norlaudanosoline (THP,

Sigma-Aldrich). Then 100 ll of the mouse monoclonal pri-

mary antibody (6D6, Aviva Systems Biology; dilution

1:2,000) in NaCl/Pi-BSA (3%, w/v) were added to each

well. After 3 hours of incubation at RT, the plate was

washed three times with PT buffer, and 200 ll of the sec-
ondary antibody (HRP-conjugated donkey anti-mouse

IgG, P.A.R.I.S.; dilution 1:400) was added and left in the

wells for 2 hours at RT. After two washes with PT buffer

followed by two washes with a pH 7.5 phosphate-citrate-

0.05% Tween buffer (CT; 10 minutes), revelation was per-

formed with 200 ll of a fresh solution of ortho-phenylene

diamine (OPD; Sigma Aldrich) at 1.5 mg/ml in CT buffer

containing 0.075% hydrogen peroxide. After 20 minutes

of incubation at RT, optical density was determined at

450 nm with a Multiskan EX plate reader (Thermo Life

Sciences, Cergy Pontoise, France). The dissociation con-

stants (K) of the antibody for an antigen were determined

by sigmoidal fitting (KyPlot 2.0, Tokyo, Japan).

Cross-binding of morphine and derivatives
to proteins after PFA treatment
In vivo experiments

To determine whether alkaloids can be fixed in brain

tissues, mice were perfused with 4% PFA for either 30

minutes (saline, morphine, codeine) or 1 hour (M3G/

M6G) after saline or alkaloid intracerebroventricular

(i.c.v.) injections. Brains were used for immunohisto-

chemistry experiments using the 6D6 antibody as

described above.

In vitro experiments
Two different in vitro experiments were performed: 1)

10 lg of morphine, codeine, M6G, or M3G were incu-

bated (12 hours at 4�C, under shaking) in the presence of

200 lg BSA (BSA V Fraction; Euromedex, Souffelweyer-

sheim, France) and 200 ll of 4% formaldehyde (EMS) in a

0.1 M NaCl/Pi buffer; and 2) 200 lg of whole protein

extract from brain mouse were incubated (12 hours at

4�C, under shaking) in the presence of 200 ll of 4% form-

aldehyde (EMS) in a 0.1 M NaCl/Pi Buffer.

In both experiments, PFA was omitted in control. Then

10 lg of protein of the resulting reactions were assayed

on Western blot.

Endogenous alkaloids mapping in the mouse brain
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Intracerebroventricular injections
Mice were anesthetized (i.p.) with a mixture of keta-

mine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). Following

induction of anesthesia, each mouse was placed in a ste-

reotaxic frame. The injection site was 2.6 mm from the

surface of the cortex and 1 mm to the right of the refer-

ence bregma, using coordinates from a standard mouse

brain stereotaxic atlas (Paxinos and Franklin, 1997). Then

20 nmol (5 ll) of each drug (morphine, codeine, M6G,

and M3G; n¼ 3 animals per condition) were administered

over 5 minutes by using a 26-gauge needle fitted on a

5-ll Hamilton microsyringe (Hamilton, Bonaduz, Switzer-

land). After injection, the needle was kept in place for

5 minutes to allow for diffusion of the drugs.

Western blot
Proteins were separated on sodium dodecyl sulphate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) gradient

gels (4–12% acrylamide; Criterion XT, XT-MOPS running

buffer; BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Samples

(10 lg) were suspended in 20 ll of loading buffer (2%

SDS, 4 M urea, 5% glycerol, 5 mM EDTA, 1% b-mercapto-

ethanol, 60 mM Tris-HCl, pH 6.8) and boiled for 10

minutes prior to gel loading. After migration, proteins

were electrotransferred onto polyvinyldifluorene mem-

brane (GE Healthcare Bioscience) (Goumon et al., 2006).

After 30 minutes of saturation (PBS supplemented with

3% BSA and 0.05% Tween 20), the 6D6 antibody was

used at a dilution of 1:3,000 (in PBS supplemented with

3% BSA and 0.05% Tween 20). Immunoreactivity was

revealed by using an HRP-conjugated donkey anti-mouse

antiserum (P.A.R.I.S.; 1:50,000 in the same buffer) and a

Supersignal West Femto Kit (Pierce, Rockford, IL). Non-

specific binding of the secondary antibody was tested by

omitting the 6D6 antibody; it showed no nonspecific

labeling.

Commercial morphine-BSA (0.1 lg; #80-IM50, Fitzger-

ald Industries International) was used to determine

whether the anti-morphine 6D6 antibody (Aviva Systems

Biology) recognized morphine-protein complexes on a

Western blot.

Photomicrographs
Figures including photomicrographs were made with

Adobe Photoshop software without changing brightness,

contrast, and exposure. For all series of experiments

using microscopy, images were captured with the same

parameters and settings of brightness, contrast, and

exposition.

RESULTS

Characterization of morphine and morphine
glucuronides in the mouse brain by mass
spectrometry

In order to confirm the presence of morphine and mor-

phine-derived compounds in mouse brain extracts, LC-MS-

MS analysis was performed in SRMmode. The specific tran-

sition m/z 286.1 ! 201.1 and m/z 286.1 ! 165.1 was

used to qualify the presence of morphine, m/z 462.1 !
m/z 286.1 and m/z 201.1 for M6G and M3G, and m/z

300.2 ! m/z 225, m/z 214.8, m/z 199.0, m/z 164.8,

and m/z 123.0 for codeine. After comparison with the MS

performed on morphine, M6G, M3G, and codeine standards

(Fig. 1A), analysis of the whole mouse brain extract allowed

for detection of morphine and codeine and, for the first

time, detection of endogenous M6G and M3G (Fig. 1B). En-

dogenous morphine, codeine, M6G, and M3G levels were

(per gram of wet brain; n¼ 3) 1.016 0.31 pmol/g, 0.616

0.22 pmol/g, 0.25 6 0.15 pmol/g, and 0.21 6 0.22

pmol/g, respectively.

In order to rule out a hypothetical intake of exogenous

alkaloids from mouse diet, the same extraction protocol

used to extract endogenous alkaloids from mouse brain

was performed on 2 g of mouse food pellet. MS analysis

performed on the food extract was unable to detect mor-

phine, codeine, M6G, or M3G (data not shown), indicating

that endogenous alkaloids do not result from exogenous

compounds present in the diet.

Antibody selectivity
The specificity of the mouse monoclonal 6D6 anti-mor-

phine antibody was investigated by several means.

6D6 anti-morphine antibody cross-reactivity
with morphine, morphine derivatives, and
monoamines

The cross-reactivity of the 6D6 antibody with morphine,

M6G, M3G, and endogenous morphine precursors (co-

deine, THP, dopamine, L-DOPA, and DOPAC) as well as epi-

nephrine and norepinephrine was tested by ELISA (Fig. 2).

The 6D6 antibody displayed an affinity for morphine (K ¼
20.93 nM), M6G (K¼ 8.1 nM), M3G (K¼ 7.56 nM), and co-

deine (K ¼ 18.15 nM). No cross-reactivity was found for

the other monoamines tested (Fig. 2). These data confirm

that the 6D6 antibody can simultaneously detect morphine,

codeine, M6G, and M3G in brain structures without inter-

fering with the other components tested above.

The 6D6 anti-morphine antibody is able to
detect morphine-linked protein following PFA
treatment

The efficiency of the cross-linking of alkaloids to pro-

teins after PFA treatment is a matter of debate. PFA may
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Healthcare Bioscience, Strasbourg, France) as previously

described (Goumon et al., 2006). Buffer A was 0.1% tri-

fluoroacetic acid (TFA, v/v) in water, and buffer B was

70% acetonitrile and 0.09% TFA in water. Fractions corre-

sponding to morphine, M3G, and M6G were dried by

using a SpeedVac evaporator prior to LC-MS-MS analysis.

LC retention time of endogenous morphine present in

mouse brain was identical to the exogenous morphine

standard (external and internal standards).

LC-MS separations were carried out with an Agilent LC

1100 binary pump, equipped with an autosampler, a vac-

uum degasser, and a column oven coupled with an Agi-

lent 6410 Triple Quad LC/MS (Agilent Technologies, Palo

Alto, CA).

Dry samples were resolvated in 10 ll of 70% acetoni-

trile, vortex-mixed for 1 minute, and injected on an acryla-

mido-type column (TSKgel Amide-80, TOSOH, Tokyo, Ja-

pan) at 25�C. The solvent system consisted of 99.85%

water, 0.15% formic acid, and 5 mM ammonium acetate

(NH OAc, solvent A) and 100% acetonitrile (solvent B).

Elution was performed at a flow rate of 220 ll/min by

using a 70–40% linear gradient (solvent B) for the first 8

minutes, followed by a 80% stage (solvent B) for 2

minutes before the reconditioning of the column at 70%

of solvent B. The system was fully controlled by Mass-

Hunter software (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

Electrospray ionization was achieved in the positive

mode with the spray voltage set at 4,000 V. Nitrogen was

used as the nebulizer gas, and nebulizer pressure was set

at 20 psi with a source temperature of 100�C. Desolva-

tion gas (nitrogen) was heated to 350�C and delivered at

a flow rate of 10 L/min. Qualification was performed in

MRM mode with the following transitions:

m/z 286.1 ! 201.1 m/z and 286.1 ! 165.1 for

morphine

m/z 462.1 ! 286.1 and m/z 462.1 ! 201.1 for M6G

and M3G

m/z 300.2 ! m/z 225, m/z 300.2 ! 214.8, m/z

300.2 ! 199.0, m/z 300.2 ! 164.8, and m/z 300.2

! 123.0 for codeine.

Anti-morphine 6D6 competitive
immunoenzymatic ELISA

Determination of the morphine 6D6 antibody specific-

ity was done on a 96-well plate (NUNC, Roskilde, Den-

mark) coated during a night at RT with 200 ll of a 100

ng/ml morphine-BSA solution (#80-IM50, Fitzgerald

Industries, North Acton, MA). After three washes with

0.1 M NaCl/Pi-0.05% Tween buffer (PT; 10 minutes),

wells were incubated for 1 hour with 200 ll of BSA

diluted in NaCl/Pi buffer (5%, w/v) in order to saturate

nonspecific sites. After saturation, wells were incubated

for 30 minutes with 100 ll of NaCl/Pi-BSA (3%, w/v) con-

taining from 0.01 nM to 1 lM of the following potential

antigens: morphine (Sigma-Aldrich), M6G (Sigma-Aldrich),

M3G (Sigma-Aldrich), codeine (Sigma-Aldrich), norepi-

nephrine (Sigma-Aldrich), epinephrine (Sigma-Aldrich),

dopamine (Sigma-Aldrich), L-3,4-dihydroxyphenylalanine

(L-DOPA; Sigma-Aldrich), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid

(DOPAC; Sigma-Aldrich), and norlaudanosoline (THP,

Sigma-Aldrich). Then 100 ll of the mouse monoclonal pri-

mary antibody (6D6, Aviva Systems Biology; dilution

1:2,000) in NaCl/Pi-BSA (3%, w/v) were added to each

well. After 3 hours of incubation at RT, the plate was

washed three times with PT buffer, and 200 ll of the sec-
ondary antibody (HRP-conjugated donkey anti-mouse

IgG, P.A.R.I.S.; dilution 1:400) was added and left in the

wells for 2 hours at RT. After two washes with PT buffer

followed by two washes with a pH 7.5 phosphate-citrate-

0.05% Tween buffer (CT; 10 minutes), revelation was per-

formed with 200 ll of a fresh solution of ortho-phenylene

diamine (OPD; Sigma Aldrich) at 1.5 mg/ml in CT buffer

containing 0.075% hydrogen peroxide. After 20 minutes

of incubation at RT, optical density was determined at

450 nm with a Multiskan EX plate reader (Thermo Life

Sciences, Cergy Pontoise, France). The dissociation con-

stants (K) of the antibody for an antigen were determined

by sigmoidal fitting (KyPlot 2.0, Tokyo, Japan).

Cross-binding of morphine and derivatives
to proteins after PFA treatment
In vivo experiments

To determine whether alkaloids can be fixed in brain

tissues, mice were perfused with 4% PFA for either 30

minutes (saline, morphine, codeine) or 1 hour (M3G/

M6G) after saline or alkaloid intracerebroventricular

(i.c.v.) injections. Brains were used for immunohisto-

chemistry experiments using the 6D6 antibody as

described above.

In vitro experiments
Two different in vitro experiments were performed: 1)

10 lg of morphine, codeine, M6G, or M3G were incu-

bated (12 hours at 4�C, under shaking) in the presence of

200 lg BSA (BSA V Fraction; Euromedex, Souffelweyer-

sheim, France) and 200 ll of 4% formaldehyde (EMS) in a

0.1 M NaCl/Pi buffer; and 2) 200 lg of whole protein

extract from brain mouse were incubated (12 hours at

4�C, under shaking) in the presence of 200 ll of 4% form-

aldehyde (EMS) in a 0.1 M NaCl/Pi Buffer.

In both experiments, PFA was omitted in control. Then

10 lg of protein of the resulting reactions were assayed

on Western blot.
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Intracerebroventricular injections
Mice were anesthetized (i.p.) with a mixture of keta-

mine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). Following

induction of anesthesia, each mouse was placed in a ste-

reotaxic frame. The injection site was 2.6 mm from the

surface of the cortex and 1 mm to the right of the refer-

ence bregma, using coordinates from a standard mouse

brain stereotaxic atlas (Paxinos and Franklin, 1997). Then

20 nmol (5 ll) of each drug (morphine, codeine, M6G,

and M3G; n¼ 3 animals per condition) were administered

over 5 minutes by using a 26-gauge needle fitted on a

5-ll Hamilton microsyringe (Hamilton, Bonaduz, Switzer-

land). After injection, the needle was kept in place for

5 minutes to allow for diffusion of the drugs.

Western blot
Proteins were separated on sodium dodecyl sulphate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) gradient

gels (4–12% acrylamide; Criterion XT, XT-MOPS running

buffer; BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Samples

(10 lg) were suspended in 20 ll of loading buffer (2%

SDS, 4 M urea, 5% glycerol, 5 mM EDTA, 1% b-mercapto-

ethanol, 60 mM Tris-HCl, pH 6.8) and boiled for 10

minutes prior to gel loading. After migration, proteins

were electrotransferred onto polyvinyldifluorene mem-

brane (GE Healthcare Bioscience) (Goumon et al., 2006).

After 30 minutes of saturation (PBS supplemented with

3% BSA and 0.05% Tween 20), the 6D6 antibody was

used at a dilution of 1:3,000 (in PBS supplemented with

3% BSA and 0.05% Tween 20). Immunoreactivity was

revealed by using an HRP-conjugated donkey anti-mouse

antiserum (P.A.R.I.S.; 1:50,000 in the same buffer) and a

Supersignal West Femto Kit (Pierce, Rockford, IL). Non-

specific binding of the secondary antibody was tested by

omitting the 6D6 antibody; it showed no nonspecific

labeling.

Commercial morphine-BSA (0.1 lg; #80-IM50, Fitzger-

ald Industries International) was used to determine

whether the anti-morphine 6D6 antibody (Aviva Systems

Biology) recognized morphine-protein complexes on a

Western blot.

Photomicrographs
Figures including photomicrographs were made with

Adobe Photoshop software without changing brightness,

contrast, and exposure. For all series of experiments

using microscopy, images were captured with the same

parameters and settings of brightness, contrast, and

exposition.

RESULTS

Characterization of morphine and morphine
glucuronides in the mouse brain by mass
spectrometry

In order to confirm the presence of morphine and mor-

phine-derived compounds in mouse brain extracts, LC-MS-

MS analysis was performed in SRMmode. The specific tran-

sition m/z 286.1 ! 201.1 and m/z 286.1 ! 165.1 was

used to qualify the presence of morphine, m/z 462.1 !
m/z 286.1 and m/z 201.1 for M6G and M3G, and m/z

300.2 ! m/z 225, m/z 214.8, m/z 199.0, m/z 164.8,

and m/z 123.0 for codeine. After comparison with the MS

performed on morphine, M6G, M3G, and codeine standards

(Fig. 1A), analysis of the whole mouse brain extract allowed

for detection of morphine and codeine and, for the first

time, detection of endogenous M6G and M3G (Fig. 1B). En-

dogenous morphine, codeine, M6G, and M3G levels were

(per gram of wet brain; n¼ 3) 1.016 0.31 pmol/g, 0.616

0.22 pmol/g, 0.25 6 0.15 pmol/g, and 0.21 6 0.22

pmol/g, respectively.

In order to rule out a hypothetical intake of exogenous

alkaloids from mouse diet, the same extraction protocol

used to extract endogenous alkaloids from mouse brain

was performed on 2 g of mouse food pellet. MS analysis

performed on the food extract was unable to detect mor-

phine, codeine, M6G, or M3G (data not shown), indicating

that endogenous alkaloids do not result from exogenous

compounds present in the diet.

Antibody selectivity
The specificity of the mouse monoclonal 6D6 anti-mor-

phine antibody was investigated by several means.

6D6 anti-morphine antibody cross-reactivity
with morphine, morphine derivatives, and
monoamines

The cross-reactivity of the 6D6 antibody with morphine,

M6G, M3G, and endogenous morphine precursors (co-

deine, THP, dopamine, L-DOPA, and DOPAC) as well as epi-

nephrine and norepinephrine was tested by ELISA (Fig. 2).

The 6D6 antibody displayed an affinity for morphine (K ¼
20.93 nM), M6G (K¼ 8.1 nM), M3G (K¼ 7.56 nM), and co-

deine (K ¼ 18.15 nM). No cross-reactivity was found for

the other monoamines tested (Fig. 2). These data confirm

that the 6D6 antibody can simultaneously detect morphine,

codeine, M6G, and M3G in brain structures without inter-

fering with the other components tested above.

The 6D6 anti-morphine antibody is able to
detect morphine-linked protein following PFA
treatment

The efficiency of the cross-linking of alkaloids to pro-

teins after PFA treatment is a matter of debate. PFA may
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react with primary and secondary amines. For instance,

formaldehyde has been described to react with aliphatic

or aromatic amine (Walker, 1964; Kunkel et al., 1981)

and alkaloids, in general, are expected to form complexes

with formaldehyde (Hesse, 2002).

To determine whether morphine and its related com-

pound can be cross-linked to proteins (i.e., covalent mor-

phine-protein complexes) following PFA treatment, we

first examined whether the anti-morphine 6D6 was able

to detect commercial morphine-BSA complexes on a

Western blot. BSA (0.1 lg) and commercial morphine-

BSA (0.1 lg) were loaded onto an SDS-PAGE gel, and the

anti-morphine 6D6 was used to detect morphine-like im-

munoreactivity after gel blotting (Fig. 3A). Immunodetec-

tion allowed us to detect a band around 66 kDa (n ¼ 5;

BSA, 67 kDa) corresponding to morphine-BSA. Immunore-

active bands were also observed for higher molecular

weights and correspond to multimers of morphine-BSA

resulting from the action of the coupling agent on BSA.

This control indicated that morphine, covalently linked to

a protein, can be detected by Western blot with the anti-

morphine 6D6 antibody. Complementary experiments

omitting the anti-morphine 6D6 antibody confirmed that

the label was not due to cross-reactivity of the secondary

antibody with BSA or morphine-BSA (Fig. 3A).

We performed PFA fixation on commercial BSA to

determine whether exogenous alkaloids can be cross-

linked to this reference protein. Thus, codeine, M3G,

M6G, or morphine was incubated with BSA in the pres-

ence or absence of PFA. Samples corresponding to 10 lg
of BSA were loaded on an SDS-PAGE gel. After migration

and electroblotting, immunodetection was performed by

using the anti-morphine 6D6 antibody. A diffuse immuno-

labeling due to alkaloid cross-linking and BSA-polymer

cross-linking was observed for BSA treated with PFA in

the presence of codeine, M3G, M6G, or morphine (Fig.

3B). No immunoreactivity was observed for the controls

(BSA alone, BSA incubated in the presence of the alka-

loids without PFA, and BSA alone treated with PFA). This

experiment clearly demonstrates that PFA is able to

induce cross-linking of codeine, M3G, M6G, or morphine

to a protein. The experiment using BSA treated with PFA

ruled out possible cross-immunoreactivity of the second-

ary antibody that may be due to PFA treatment (Fig. 3A).

In addition, total mouse brain extracts (containing en-

dogenous alkaloids) treated or not treated with PFA in

vitro were assayed by Western blot. A diffuse immunore-

active label was observed for PFA-treated extracts

(around 80–90 kDa, n ¼ 5), which is likely due to a cross-

link between many different proteins and endogenous

alkaloids. Control experiments showed no immunolabel

for non-fixed brain extracts and for the control experi-

ment using the secondary antibody alone (Fig. 3C). These

results show that endogenous morphine-like compounds

are fixed to proteins only after PFA treatment. An identi-

cal result was obtained with brain tissue from mice per-

fused with PFA (in vivo; data not shown).

Additional experiments were done after codeine, M3G,

M6G, or morphine intracerebroventricular injections

(i.c.v.; 20 nmol; n ¼ 3) in mice. Mice were perfused with

PFA 30 minutes (morphine, codeine) or 1 hour (M3G/

M6G) after i.c.v. injections. These times are necessary to

obtain a high concentration of exogenous alkaloids in the

brain (Okura et al., 2003). The resulting brain slices

underwent immunohistochemistry experiments using the

anti-morphine 6D6 antibody. The tissues from each injec-

tion condition were processed simultaneously, using the

Figure 1. LC-MS-MS analysis of morphine, M6G, M3G, and

codeine presence in mouse brain. A: Relative intensity of the

MS-MS ions observed for morphine, M6G, M3G, and codeine stand-

ards. B: Relative intensity of the MS-MS ions specific for morphine,

M6G, M3G, and codeine present in mouse brain extracts.
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same batches of reagents and the same development

times. As a result, and for example, 6D6 immunoreactivity

in cells, extracellular space, and processes was stronger

after alkaloid injections in the striatum in comparison

with saline-injected mice (data not shown). For alkaloid-

injected mice, MIR density gradients in cells, extracellular

space, and processes were dependent on the distance

from the injection site (LV, lateral ventricle; data not

shown). These results are consistent with those of previ-

ous studies showing that exogenous morphine can be

stored in cells containing endogenous morphine (Bianchi

et al., 1993).

Control experiments using MS analysis, performed

after i.c.v. administration of 20 nmol of exogenous mor-

phine, allowed us to determine that the morphine concen-

tration increased to 166 3.5 nmol per brain (n ¼ 4).

These results indicate that morphine, M6G, M3G, and

codeine are properly fixed by PFA in mouse brain and that

the 6D6 antibody is able to detect them in situ.

Distribution of endogenous morphine-like
immunoreactivity in the adult mouse brain
Immunohistochemistry

Light microscopy was used to analyze morphine, mor-

phine glucuronides, and codeine immunoreactivity (MIR)

present in the adult mouse brain by using the 6D6

antibody.

Analysis of the MIR present in the olfactory structures,

cortex, basal forebrain and ganglia, hippocampus, thala-

mus, hypothalamus, subthalamus, midbrain, cerebellum,

Figure 2. Competitive immunoenzymatic determination (ELISA) of

6D6 morphine antibody specificity for morphine, M6G, M3G, codeine,

dopamine, L-DOPA, DOPAC, norepinephrine, epinephrine, and THP.

The antibody is blocked with specific antigens when the optical den-

sities decrease. The 6D6 morphine antibody is able to recognize mor-

phine, codeine, M3G, and M6G. DOPAC, dihydroxyphenylacetic acid;

L-DOPA, L-3,4-dihydroxyphenylalanine; M3G, morphine-3-glucuronide;

M6G, morphine-6-glucuronide; THP, tetrahydropapaveroline.

Figure 3. Controls for cross-linking of alkaloids to proteins after paraformaldehyde (PFA) treatment using a Western blot approach. A: Val-

idation of the 6D6 antibody use for Western blot analysis (1:4,000). 6D6 antibody immunolabel observed for bovine serum albumin (BSA)

alone (control) and morphine-BSA (0.5 lg; 67 kDa; n ¼ 5). The two last lanes correspond to the control (BSA and morphine-BSA) using

the secondary antibody alone. B: Cross-linking experiments of alkaloids to BSA with or without PFA treatments. Immunolabel is only

observed for alkaloids after PFA treatment. C: Immunolabel of morphine-like compounds linked to total mouse brain proteins (10 lg)
before and after PFA treatment. A diffuse immunolabel at 80–90 kDa can only be observed after PFA treatment. The two last lanes corre-

spond to the control using the secondary antibody alone (unfixed and fixed brain proteins).
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react with primary and secondary amines. For instance,

formaldehyde has been described to react with aliphatic

or aromatic amine (Walker, 1964; Kunkel et al., 1981)

and alkaloids, in general, are expected to form complexes

with formaldehyde (Hesse, 2002).

To determine whether morphine and its related com-

pound can be cross-linked to proteins (i.e., covalent mor-

phine-protein complexes) following PFA treatment, we

first examined whether the anti-morphine 6D6 was able

to detect commercial morphine-BSA complexes on a

Western blot. BSA (0.1 lg) and commercial morphine-

BSA (0.1 lg) were loaded onto an SDS-PAGE gel, and the

anti-morphine 6D6 was used to detect morphine-like im-

munoreactivity after gel blotting (Fig. 3A). Immunodetec-

tion allowed us to detect a band around 66 kDa (n ¼ 5;

BSA, 67 kDa) corresponding to morphine-BSA. Immunore-

active bands were also observed for higher molecular

weights and correspond to multimers of morphine-BSA

resulting from the action of the coupling agent on BSA.

This control indicated that morphine, covalently linked to

a protein, can be detected by Western blot with the anti-

morphine 6D6 antibody. Complementary experiments

omitting the anti-morphine 6D6 antibody confirmed that

the label was not due to cross-reactivity of the secondary

antibody with BSA or morphine-BSA (Fig. 3A).

We performed PFA fixation on commercial BSA to

determine whether exogenous alkaloids can be cross-

linked to this reference protein. Thus, codeine, M3G,

M6G, or morphine was incubated with BSA in the pres-

ence or absence of PFA. Samples corresponding to 10 lg
of BSA were loaded on an SDS-PAGE gel. After migration

and electroblotting, immunodetection was performed by

using the anti-morphine 6D6 antibody. A diffuse immuno-

labeling due to alkaloid cross-linking and BSA-polymer

cross-linking was observed for BSA treated with PFA in

the presence of codeine, M3G, M6G, or morphine (Fig.

3B). No immunoreactivity was observed for the controls

(BSA alone, BSA incubated in the presence of the alka-

loids without PFA, and BSA alone treated with PFA). This

experiment clearly demonstrates that PFA is able to

induce cross-linking of codeine, M3G, M6G, or morphine

to a protein. The experiment using BSA treated with PFA

ruled out possible cross-immunoreactivity of the second-

ary antibody that may be due to PFA treatment (Fig. 3A).

In addition, total mouse brain extracts (containing en-

dogenous alkaloids) treated or not treated with PFA in

vitro were assayed by Western blot. A diffuse immunore-

active label was observed for PFA-treated extracts

(around 80–90 kDa, n ¼ 5), which is likely due to a cross-

link between many different proteins and endogenous

alkaloids. Control experiments showed no immunolabel

for non-fixed brain extracts and for the control experi-

ment using the secondary antibody alone (Fig. 3C). These

results show that endogenous morphine-like compounds

are fixed to proteins only after PFA treatment. An identi-

cal result was obtained with brain tissue from mice per-

fused with PFA (in vivo; data not shown).

Additional experiments were done after codeine, M3G,

M6G, or morphine intracerebroventricular injections

(i.c.v.; 20 nmol; n ¼ 3) in mice. Mice were perfused with

PFA 30 minutes (morphine, codeine) or 1 hour (M3G/

M6G) after i.c.v. injections. These times are necessary to

obtain a high concentration of exogenous alkaloids in the

brain (Okura et al., 2003). The resulting brain slices

underwent immunohistochemistry experiments using the

anti-morphine 6D6 antibody. The tissues from each injec-

tion condition were processed simultaneously, using the

Figure 1. LC-MS-MS analysis of morphine, M6G, M3G, and

codeine presence in mouse brain. A: Relative intensity of the

MS-MS ions observed for morphine, M6G, M3G, and codeine stand-

ards. B: Relative intensity of the MS-MS ions specific for morphine,

M6G, M3G, and codeine present in mouse brain extracts.
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same batches of reagents and the same development

times. As a result, and for example, 6D6 immunoreactivity

in cells, extracellular space, and processes was stronger

after alkaloid injections in the striatum in comparison

with saline-injected mice (data not shown). For alkaloid-

injected mice, MIR density gradients in cells, extracellular

space, and processes were dependent on the distance

from the injection site (LV, lateral ventricle; data not

shown). These results are consistent with those of previ-

ous studies showing that exogenous morphine can be

stored in cells containing endogenous morphine (Bianchi

et al., 1993).

Control experiments using MS analysis, performed

after i.c.v. administration of 20 nmol of exogenous mor-

phine, allowed us to determine that the morphine concen-

tration increased to 166 3.5 nmol per brain (n ¼ 4).

These results indicate that morphine, M6G, M3G, and

codeine are properly fixed by PFA in mouse brain and that

the 6D6 antibody is able to detect them in situ.

Distribution of endogenous morphine-like
immunoreactivity in the adult mouse brain
Immunohistochemistry

Light microscopy was used to analyze morphine, mor-

phine glucuronides, and codeine immunoreactivity (MIR)

present in the adult mouse brain by using the 6D6

antibody.

Analysis of the MIR present in the olfactory structures,

cortex, basal forebrain and ganglia, hippocampus, thala-

mus, hypothalamus, subthalamus, midbrain, cerebellum,

Figure 2. Competitive immunoenzymatic determination (ELISA) of

6D6 morphine antibody specificity for morphine, M6G, M3G, codeine,

dopamine, L-DOPA, DOPAC, norepinephrine, epinephrine, and THP.

The antibody is blocked with specific antigens when the optical den-

sities decrease. The 6D6 morphine antibody is able to recognize mor-

phine, codeine, M3G, and M6G. DOPAC, dihydroxyphenylacetic acid;

L-DOPA, L-3,4-dihydroxyphenylalanine; M3G, morphine-3-glucuronide;

M6G, morphine-6-glucuronide; THP, tetrahydropapaveroline.

Figure 3. Controls for cross-linking of alkaloids to proteins after paraformaldehyde (PFA) treatment using a Western blot approach. A: Val-

idation of the 6D6 antibody use for Western blot analysis (1:4,000). 6D6 antibody immunolabel observed for bovine serum albumin (BSA)

alone (control) and morphine-BSA (0.5 lg; 67 kDa; n ¼ 5). The two last lanes correspond to the control (BSA and morphine-BSA) using

the secondary antibody alone. B: Cross-linking experiments of alkaloids to BSA with or without PFA treatments. Immunolabel is only

observed for alkaloids after PFA treatment. C: Immunolabel of morphine-like compounds linked to total mouse brain proteins (10 lg)
before and after PFA treatment. A diffuse immunolabel at 80–90 kDa can only be observed after PFA treatment. The two last lanes corre-

spond to the control using the secondary antibody alone (unfixed and fixed brain proteins).
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pons, and medulla was performed on the adult mouse

brain and is summarized in Table 2.

Olfactory structures
In the olfactory system, MIR was observed in the pri-

mary and secondary olfactory structures. Strong immuno-

labeling was detected in the glomerular layer and the

external plexiform layer of the olfactory bulb, both in cell

bodies and in cell processes (Fig. 4A). In the mitral cell

layer, mitral cells were not labeled, but strong labeling

was present in the granule cells of the c-aminobutyric

acid (GABA)ergic granular cell layer (Fig. 4B). In addition,

MIR was also found in cells and processes in the core of

the olfactory bulb and peduncle corresponding to the

TABLE 2.

Distribution of Morphine-Like Immunoreactivity in the Adult Mouse Central Nervous System1

Structure Cell bodies Processes Structure Cell bodies Processes

Olfactory bulb Subthalamus
Granular cell layer þ þ Zona incerta þþ þþ
Mitral cell layer � þþ Subthalamic nucleus þ þþ
External plexiform layer � þþ Midbrain
Glomerular layer þ þþþ Substantia nigra compact part � þþ

Olfactory system Substantia nigra reticular part þ þþ
Piriform cortex � þþ Ventral tegmental area � þþ
Anterior olfactory nu. þ þ Red nucleus þþþ þþ
Endopiriform nucleus � þþ Interpeduncular nucleus � þ
Tenia tecta þ þþ Periaqueductal gray � þþþ
Olfactory tubercle þþ þ Oculomoteur nucleus (III) � þþþ

Basal forebrain Dorsal raphe nucleus � þþþ
Septohippocampal nucleus þ þþ Median raphe nucleus � þþþ
Lateral septal nucleus � þþ Superior colliculus þ þþ
Medial septal nucleus þ þþ Inferior colluculus þþþ þþ
Triangular septal nucleus þþ þþ Midbrain reticular nucleus � þþ
Diagonal band of Broca þþ þþ Nucleus of the optic tract þ þ
Bed nucleus of the stria terminalis � þþ Nucleus of Darkschewitsch þþ þþ
Substantia innominata þþþ þþ Interstitial nucleus of Cajal þþ þþ

Basal ganglia Anterior tegmental nucleus þ þþ
Accumbens nucleus þþþ þþ Ventral tegmental nucleus þþ þþ
Caudate putamen þþþ þþ Cerebellum
Fundus striati � þ Cerebellar cortex
Globus pallidus þ þþþ Granular layer þ þ

Amygdala Purkinje layer þþ þþ
Posterior amygdala nucleus þ þþ Molecular layer � þþþ
Basolateral/lateral amygdala nucleus � þ Deep cerebellar nucleus þþ þþ
Medial amygdala nucleus � þþ Pons

Hippocampal formation Periolivary nucleus þþ þ
Subiculum þþ þþ Nucleus of the trapezoı̈d body þ þþ
Ammon’s horn þ þþ Principal sensory trigeminal nu. � þþ
Dentate gyrus Central gray of pons � þ

Polymorph layer þ þþþ Nucleus of the lateral lemniscus þþ þþ
Subgranular zone þþþ þþ Parabrachial nucleus � þ
Granular layer � þ Pontine reticular nucleus � þþ
Molecular layer þ þþ Reticulotegmental nu. of pons � þþ

Thalamus Pontine raphe nucleus � þþ
Anteroventral thalamic nucleus � þþ Medulla
Paraventricular thalamic nucleus � þþþ Prepositus nujcleus � þþ
Medial habenular nucleus � þþ Vestibular nucleus þþ þþþ
Reticular thalamic nucleus � þþþ Spinal trigeminal nucleus � þþ
Ventromedial thalamic nucleus � þþ Gigantocellular reticular nucleus � þ
Subparafascicular thalamic nucleus � þþ Area postrema � þþ
Lateral geniculate nucleus þ þþþ Medullary reticular nucleus � þþ

Hypothalamus Gracile nucleus � þþ
Paraventricular hypothalamic nucleus � þþ Raphe magnus nucleus � þþ
Lateral preoptic area � þþ External cuneate nucleus � þþ
Magnocellular preoptic nucleus � þ Dorsal cochlear nucleus þþ þ

1The intensity of immunolabeling was qualitatively determined by using the caudate putamen (þþþ) and the granular layer of the hippocampal

formation (�) as references. Intensity of morphine-like immunoreactivity ranges from no signal (�) to high signal (þþþ) and refers to both labeling

intensity and the number of labeled elements. Only positive structures are shown.
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anterior intrabulbar commissure (Fig. 4C). In the second-

ary olfactory structures, MIR was found both in neurons

and in astrocytes of the olfactory tubercle (Fig. 4D). The

labeling of the piriform cortex was the same as that of the

other parts of the cortex (see below).

Cortex
Morphine-like immunoreactivity was found to be mod-

erate throughout the cerebral cortex. Immunoreactivity

was distributed across the entire thickness of the cortex

(Fig. 5A). No strict correlation was detected between the

distribution of MIR and functional cortical regions.

Whereas MIR was relatively uniform and similar in both

motor and sensory areas, stronger MIR was present in

the cingulate area of the cortex. Higher magnification

suggested the MIR was localized in different subsets of

cells including neurons (Fig. 5B, black arrow), astrocytes

(Fig. 5B, white arrow), and astrocytic feet (Fig. 5C, arrow).

In the molecular layer of the cortex, dense labeling was

found in processes. Electron microscopy allows us to

identify astrocytic processes (Fig. 5D, white arrow) and

postsynaptic neuronal endings, recognizable by the typi-

cal postsynaptic density (Fig. 5D,E, black arrow).

Basal forebrain, basal ganglia, and amygdala
In the basal forebrain, MIR was observed in neuronal

cells of the septal structures, the septohippocampal

nucleus, the medial septal nucleus, and the triangular

nucleus of the septum (Fig. 6A). Similar immunolabel-

ing was observed in neurons of the substantia

Figure 4. Distribution of MIR detected in the olfactory structures of the adult mouse brain. A: MIR observed in neurons and astrocytes of

the glomerular layer of the olfactory bulb. B: MIR is present in the granule cells of the granular cell layer of the olfactory bulb, but no label

is observed in the mitral cells (asterisk). C: MIR present in the soma and processes of astrocytes from the anterior commissure intrabul-

bar. D: MIR in neurons and astrocytes (darker cells) of the olfactory tubercle. aci, anterior commissure, intrabulbar part; AO, anterior olfac-

tory nucleus; EPl, external plexiform layer; Gl, glomerular layer; GrO, granular cell layer; Mi, Mitral cell layer; ON, olfactory nerve layer; Tu,

olfactory tubercle; VP, ventral pallidum. Scale bar ¼ 50 lm in A–D.
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pons, and medulla was performed on the adult mouse

brain and is summarized in Table 2.

Olfactory structures
In the olfactory system, MIR was observed in the pri-

mary and secondary olfactory structures. Strong immuno-

labeling was detected in the glomerular layer and the

external plexiform layer of the olfactory bulb, both in cell

bodies and in cell processes (Fig. 4A). In the mitral cell

layer, mitral cells were not labeled, but strong labeling

was present in the granule cells of the c-aminobutyric

acid (GABA)ergic granular cell layer (Fig. 4B). In addition,

MIR was also found in cells and processes in the core of

the olfactory bulb and peduncle corresponding to the

TABLE 2.

Distribution of Morphine-Like Immunoreactivity in the Adult Mouse Central Nervous System1

Structure Cell bodies Processes Structure Cell bodies Processes

Olfactory bulb Subthalamus
Granular cell layer þ þ Zona incerta þþ þþ
Mitral cell layer � þþ Subthalamic nucleus þ þþ
External plexiform layer � þþ Midbrain
Glomerular layer þ þþþ Substantia nigra compact part � þþ

Olfactory system Substantia nigra reticular part þ þþ
Piriform cortex � þþ Ventral tegmental area � þþ
Anterior olfactory nu. þ þ Red nucleus þþþ þþ
Endopiriform nucleus � þþ Interpeduncular nucleus � þ
Tenia tecta þ þþ Periaqueductal gray � þþþ
Olfactory tubercle þþ þ Oculomoteur nucleus (III) � þþþ

Basal forebrain Dorsal raphe nucleus � þþþ
Septohippocampal nucleus þ þþ Median raphe nucleus � þþþ
Lateral septal nucleus � þþ Superior colliculus þ þþ
Medial septal nucleus þ þþ Inferior colluculus þþþ þþ
Triangular septal nucleus þþ þþ Midbrain reticular nucleus � þþ
Diagonal band of Broca þþ þþ Nucleus of the optic tract þ þ
Bed nucleus of the stria terminalis � þþ Nucleus of Darkschewitsch þþ þþ
Substantia innominata þþþ þþ Interstitial nucleus of Cajal þþ þþ

Basal ganglia Anterior tegmental nucleus þ þþ
Accumbens nucleus þþþ þþ Ventral tegmental nucleus þþ þþ
Caudate putamen þþþ þþ Cerebellum
Fundus striati � þ Cerebellar cortex
Globus pallidus þ þþþ Granular layer þ þ

Amygdala Purkinje layer þþ þþ
Posterior amygdala nucleus þ þþ Molecular layer � þþþ
Basolateral/lateral amygdala nucleus � þ Deep cerebellar nucleus þþ þþ
Medial amygdala nucleus � þþ Pons

Hippocampal formation Periolivary nucleus þþ þ
Subiculum þþ þþ Nucleus of the trapezoı̈d body þ þþ
Ammon’s horn þ þþ Principal sensory trigeminal nu. � þþ
Dentate gyrus Central gray of pons � þ

Polymorph layer þ þþþ Nucleus of the lateral lemniscus þþ þþ
Subgranular zone þþþ þþ Parabrachial nucleus � þ
Granular layer � þ Pontine reticular nucleus � þþ
Molecular layer þ þþ Reticulotegmental nu. of pons � þþ

Thalamus Pontine raphe nucleus � þþ
Anteroventral thalamic nucleus � þþ Medulla
Paraventricular thalamic nucleus � þþþ Prepositus nujcleus � þþ
Medial habenular nucleus � þþ Vestibular nucleus þþ þþþ
Reticular thalamic nucleus � þþþ Spinal trigeminal nucleus � þþ
Ventromedial thalamic nucleus � þþ Gigantocellular reticular nucleus � þ
Subparafascicular thalamic nucleus � þþ Area postrema � þþ
Lateral geniculate nucleus þ þþþ Medullary reticular nucleus � þþ

Hypothalamus Gracile nucleus � þþ
Paraventricular hypothalamic nucleus � þþ Raphe magnus nucleus � þþ
Lateral preoptic area � þþ External cuneate nucleus � þþ
Magnocellular preoptic nucleus � þ Dorsal cochlear nucleus þþ þ

1The intensity of immunolabeling was qualitatively determined by using the caudate putamen (þþþ) and the granular layer of the hippocampal

formation (�) as references. Intensity of morphine-like immunoreactivity ranges from no signal (�) to high signal (þþþ) and refers to both labeling

intensity and the number of labeled elements. Only positive structures are shown.
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anterior intrabulbar commissure (Fig. 4C). In the second-

ary olfactory structures, MIR was found both in neurons

and in astrocytes of the olfactory tubercle (Fig. 4D). The

labeling of the piriform cortex was the same as that of the

other parts of the cortex (see below).

Cortex
Morphine-like immunoreactivity was found to be mod-

erate throughout the cerebral cortex. Immunoreactivity

was distributed across the entire thickness of the cortex

(Fig. 5A). No strict correlation was detected between the

distribution of MIR and functional cortical regions.

Whereas MIR was relatively uniform and similar in both

motor and sensory areas, stronger MIR was present in

the cingulate area of the cortex. Higher magnification

suggested the MIR was localized in different subsets of

cells including neurons (Fig. 5B, black arrow), astrocytes

(Fig. 5B, white arrow), and astrocytic feet (Fig. 5C, arrow).

In the molecular layer of the cortex, dense labeling was

found in processes. Electron microscopy allows us to

identify astrocytic processes (Fig. 5D, white arrow) and

postsynaptic neuronal endings, recognizable by the typi-

cal postsynaptic density (Fig. 5D,E, black arrow).

Basal forebrain, basal ganglia, and amygdala
In the basal forebrain, MIR was observed in neuronal

cells of the septal structures, the septohippocampal

nucleus, the medial septal nucleus, and the triangular

nucleus of the septum (Fig. 6A). Similar immunolabel-

ing was observed in neurons of the substantia

Figure 4. Distribution of MIR detected in the olfactory structures of the adult mouse brain. A: MIR observed in neurons and astrocytes of

the glomerular layer of the olfactory bulb. B: MIR is present in the granule cells of the granular cell layer of the olfactory bulb, but no label

is observed in the mitral cells (asterisk). C: MIR present in the soma and processes of astrocytes from the anterior commissure intrabul-

bar. D: MIR in neurons and astrocytes (darker cells) of the olfactory tubercle. aci, anterior commissure, intrabulbar part; AO, anterior olfac-

tory nucleus; EPl, external plexiform layer; Gl, glomerular layer; GrO, granular cell layer; Mi, Mitral cell layer; ON, olfactory nerve layer; Tu,

olfactory tubercle; VP, ventral pallidum. Scale bar ¼ 50 lm in A–D.
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innominata (Fig. 6B) and in the diagonal band of Broca

(Fig. 6C).

In the basal ganglia, MIR was observed in numerous

cells and processes. In the striatum, intense MIR was

found in small cells uniformly distributed among the

Figure 5. Distribution of MIR present in the cortex of the adult mouse brain. A: MIR observed in neurons and astrocytes from the left cor-

tex (coronal slice). B: MIR in neurons (black arrow) and astrocytes (white arrow) of the cortex. The white round shapes correspond to unla-

beled neurons. C: MIR present in an astrocytic foot around a blood vessel in the cortex (arrow). D,E: Electron microscopy of the molecular

layer of the cortex showing labeled dendrites including some postsynaptic endings recognizable by their postsynaptic density (black arrows

in D,E) and astrocytic process (white arrow, in D), which have a darker staining. Scale bar ¼ 200 lm in A; 20 lm in B,C; 500 nm in D,E.
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Figure 6. Distribution of MIR in the basal forebrain and basal ganglia of the adult mouse brain. A: MIR present in neurons and astrocytes

in the triangular septal nucleus. B: MIR neurons of the substantia innominata. C: MIR in neurons of the nucleus of the vertical limb of the

diagonal band of Broca. D: Dense MIR observed in neurons of the caudate putamen but also in astrocytes. The frame on the upper right

corner displays a higher magnification of two neurons. E: MIR present in neurons and astrocytes of the globus pallidus. F: MIR in the neu-

rons of the nucleus accumbens. The frame on the upper right corner displays a higher magnification of two neurons. Acb, accumbens nu-

cleus; CPu, caudate putamen; fi, fimbria of the hippocampus; GP, globus pallidus; SI, substantia innominata; TS, triangular septal nucleus;

VDB, nucleus of the vertical limb of the diagonal band of Broca; vhc, ventral hippocampal commissure; VP, ventral pallidum. Scale bar ¼
50 lm in A–D,F; 100 lm in E.
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innominata (Fig. 6B) and in the diagonal band of Broca

(Fig. 6C).

In the basal ganglia, MIR was observed in numerous

cells and processes. In the striatum, intense MIR was

found in small cells uniformly distributed among the

Figure 5. Distribution of MIR present in the cortex of the adult mouse brain. A: MIR observed in neurons and astrocytes from the left cor-

tex (coronal slice). B: MIR in neurons (black arrow) and astrocytes (white arrow) of the cortex. The white round shapes correspond to unla-

beled neurons. C: MIR present in an astrocytic foot around a blood vessel in the cortex (arrow). D,E: Electron microscopy of the molecular

layer of the cortex showing labeled dendrites including some postsynaptic endings recognizable by their postsynaptic density (black arrows

in D,E) and astrocytic process (white arrow, in D), which have a darker staining. Scale bar ¼ 200 lm in A; 20 lm in B,C; 500 nm in D,E.
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Figure 6. Distribution of MIR in the basal forebrain and basal ganglia of the adult mouse brain. A: MIR present in neurons and astrocytes

in the triangular septal nucleus. B: MIR neurons of the substantia innominata. C: MIR in neurons of the nucleus of the vertical limb of the

diagonal band of Broca. D: Dense MIR observed in neurons of the caudate putamen but also in astrocytes. The frame on the upper right

corner displays a higher magnification of two neurons. E: MIR present in neurons and astrocytes of the globus pallidus. F: MIR in the neu-

rons of the nucleus accumbens. The frame on the upper right corner displays a higher magnification of two neurons. Acb, accumbens nu-

cleus; CPu, caudate putamen; fi, fimbria of the hippocampus; GP, globus pallidus; SI, substantia innominata; TS, triangular septal nucleus;

VDB, nucleus of the vertical limb of the diagonal band of Broca; vhc, ventral hippocampal commissure; VP, ventral pallidum. Scale bar ¼
50 lm in A–D,F; 100 lm in E.
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dorsal and ventral parts of this structure (Fig. 6D). In the

globus pallidus, labeling was observed in some isolated

cells as well as in processes and terminals (Fig. 6E).

Throughout the nucleus accumbens, MIR distribution and

intensity were similar to those observed in the striatum

(Fig. 6F).

MIR in the amygdala was weak. Only the posterior

amygdala nucleus contained some isolated MIR neurons.

The basolateral, lateral, and medial amygdalar nuclei con-

tained MIR only in some processes and terminals (data

not shown).

Hippocampal formation
MIR was distributed in all hippocampal structures. In

the lateral and central blade of the dentate gyrus, MIR

was found not only in cells of the subgranular zone (SGZ),

but also in some isolated cells present in the granular

layer and in the polymorphic layer. No granule cells

appeared to be labeled (Fig. 7A,B). In the SGZ, labeling

was present in two morphologically different types of

cells (Fig. 7B). Electron microscopy enabled detection of

MIR in the basket cells of the SGZ (Fig. 7D) and in radial

astrocytes (Fig. 7E) (von Bohlen Und Halbach, 2007). MIR

was also observed in horizontal astrocytes of the SGZ. In

Ammon’s horn, MIR was homogeneously distributed. La-

beled cells, processes, and astrocytic feet around blood

vessels were observed in these layers (Fig. 7C).

Thalamus
In the thalamus, only the lateral geniculate nucleus (dor-

sal and ventral part) showed MIR in some cells displaying a

neuronal morphology (Fig. 8A). MIR was also observed in

processes and astrocyte-like cells distributed throughout

the entire thalamus. In some structures (see Table 2), the

density of processes appeared to be more prominent (i.e.,

anteroventral thalamic nucleus, reticular thalamic nucleus,

and paraventricular thalamic nucleus; Fig. 8B–D).

Hypothalamus and subthalamus
Most of the hypothalamic structures displayed low lev-

els of MIR. However, in the subthalamus, labeling of neu-

ronal cells was observed in the zona incerta (Fig. 8E) and

in the subthalamic nucleus (Fig. 8E,F). Only low levels of

MIR were observed in other nuclei.

Midbrain
Low to high levels of MIR were present in midbrain areas.

MIR was not observed in the neurons of the main dopami-

nergic nuclei of the midbrain; it was only observed in proc-

esses (in the substantia nigra pars compacta and ventral

tegmental area). Only a few isolated neurons were labeled

in the reticular part of the substantia nigra (Fig. 9A). In con-

trast, in the tectal areas, many strongly immunopositive

neurons were present in the inferior colliculus (Fig. 9B),

whereas only some isolated neurons were stained in the

superior colliculus. In the tegmental areas, the ventral teg-

mental nucleus (Fig. 9C) and the anterior tegmental nucleus

contained MIR-positive neurons. MIR was also present in

neurons of the nucleus of Darkschewitsch (Fig. 9D), the red

nucleus, and the interstitial nucleus of Cajal. In other mid-

brain structures, MIR was found in endings and processes

(see Table 2). For example, dense processes were observed

in the whole periaqueductal gray (PAG; Fig. 9E).

Cerebellum
As previously published (Muller et al., 2008), the MIR

was distributed in all structures of the cerebellar cortex.

The labeling intensity was the same in all these areas.

Within the cerebellar cortical structure, MIR present in

the Purkinje layer was found in small cells and in processes

around the Purkinje cells. Purkinje cells (soma and den-

drites) were unlabeled (Fig. 10A). In the granular layer,

granule cells displayed weak labeling; nevertheless, some

isolated cells displaying a high MIR were found (Fig. 10A,

arrow). In the molecular layer, both neuronal and astrocytic

processes were labeled. As previously described (Muller

et al., 2008), labeling around the Purkinje cell bodies corre-

sponded to the presynaptic terminals of GABAergic basket

cells (Fig. 10C, box). Interestingly, we also observed label-

ing of astrocytic processes all around the Purkinje dendritic

tree (Fig. 10D, arrow and box).

In the deep part of the cerebellum, the deep cerebellar

nuclei contained MIR in neuronal cells (Fig. 10B)

Pons and medulla
The pons areas displayed low MIR, with only some

nuclei being labeled. MIR present in neuronal cells was

observed in the periolivary nucleus and in the nucleus of

the trapezoid body (Fig. 11A). Strong labeling was also

observed in neurons of the lateral lemniscus complex

(dorsal and ventral nuclei; Fig. 11B).

In the medulla, strong MIR was observed in neurons of

the dorsal cochlear nucleus (Fig. 11C). In the vestibular

nuclei, labeling was present in some cells and was

intense in cell processes (Fig. 11D). The raphe magnus

nuclei displayed dense processes (Fig. 11E).

Characterization of morphine-
immunoreactive cells

In order to characterize the cells containing morphine-

like compounds in the mouse brain, we used a confocal

microscopy approach with different cell markers.

Olfactory structures
In the olfactory structures, cell bodies displaying MIR did

not co-localize with the immunoreactivity for two isoforms
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of the glutamic acid decarboxylase enzyme (GAD65/67) in

the glomerular layer, suggesting that GABAergic periglomer-

ular cells do not contain endogenous morphine and/or mor-

phine glucuronides. However, in the granule cell layer, co-

labeling with an anti-GAD65/67 antibody indicated that

MIR was present in granule cells (Fig. 12A, arrow).

Figure 7. Distribution of MIR in the hippocampal formation of the adult mouse brain. A: MIR in the dentate gyrus; in particular, label is

observed in the subgranular zone, whereas no label was detected in the granular layer. B: MIR observed at higher magnification in the dentate

gyrus. Neurons and astrocytes are labeled in the subgranular zone. C: MIR present in the CA3 field of Ammon’s horn. D,E: Electron microscopy

of the subgranular zone showing a MIR-positive basket cell (D) and a radial astrocyte (E) recognizable by the process going through the granu-

lar layer. Ar, radial astrocyte; BC, basket cell; CA3, Ammon’s horn 3; PoDG, polymorphic layer of the dentate gyrus; GC, granule cell; GrDG,

granular layer; MolDG, molecular layer; SGZ, subgranular zone. Scale bar ¼ 100 lm in A,C; 20 lm in B; 2 lm in D,E.

Laux et al.

2404 The Journal of Comparative Neurology |Research in Systems Neuroscience



Résultats : Partie 1, Publication 1

Page | 85

dorsal and ventral parts of this structure (Fig. 6D). In the

globus pallidus, labeling was observed in some isolated

cells as well as in processes and terminals (Fig. 6E).

Throughout the nucleus accumbens, MIR distribution and

intensity were similar to those observed in the striatum

(Fig. 6F).

MIR in the amygdala was weak. Only the posterior

amygdala nucleus contained some isolated MIR neurons.

The basolateral, lateral, and medial amygdalar nuclei con-

tained MIR only in some processes and terminals (data

not shown).

Hippocampal formation
MIR was distributed in all hippocampal structures. In

the lateral and central blade of the dentate gyrus, MIR

was found not only in cells of the subgranular zone (SGZ),

but also in some isolated cells present in the granular

layer and in the polymorphic layer. No granule cells

appeared to be labeled (Fig. 7A,B). In the SGZ, labeling

was present in two morphologically different types of

cells (Fig. 7B). Electron microscopy enabled detection of

MIR in the basket cells of the SGZ (Fig. 7D) and in radial

astrocytes (Fig. 7E) (von Bohlen Und Halbach, 2007). MIR

was also observed in horizontal astrocytes of the SGZ. In

Ammon’s horn, MIR was homogeneously distributed. La-

beled cells, processes, and astrocytic feet around blood

vessels were observed in these layers (Fig. 7C).

Thalamus
In the thalamus, only the lateral geniculate nucleus (dor-

sal and ventral part) showed MIR in some cells displaying a

neuronal morphology (Fig. 8A). MIR was also observed in

processes and astrocyte-like cells distributed throughout

the entire thalamus. In some structures (see Table 2), the

density of processes appeared to be more prominent (i.e.,

anteroventral thalamic nucleus, reticular thalamic nucleus,

and paraventricular thalamic nucleus; Fig. 8B–D).

Hypothalamus and subthalamus
Most of the hypothalamic structures displayed low lev-

els of MIR. However, in the subthalamus, labeling of neu-

ronal cells was observed in the zona incerta (Fig. 8E) and

in the subthalamic nucleus (Fig. 8E,F). Only low levels of

MIR were observed in other nuclei.

Midbrain
Low to high levels of MIR were present in midbrain areas.

MIR was not observed in the neurons of the main dopami-

nergic nuclei of the midbrain; it was only observed in proc-

esses (in the substantia nigra pars compacta and ventral

tegmental area). Only a few isolated neurons were labeled

in the reticular part of the substantia nigra (Fig. 9A). In con-

trast, in the tectal areas, many strongly immunopositive

neurons were present in the inferior colliculus (Fig. 9B),

whereas only some isolated neurons were stained in the

superior colliculus. In the tegmental areas, the ventral teg-

mental nucleus (Fig. 9C) and the anterior tegmental nucleus

contained MIR-positive neurons. MIR was also present in

neurons of the nucleus of Darkschewitsch (Fig. 9D), the red

nucleus, and the interstitial nucleus of Cajal. In other mid-

brain structures, MIR was found in endings and processes

(see Table 2). For example, dense processes were observed

in the whole periaqueductal gray (PAG; Fig. 9E).

Cerebellum
As previously published (Muller et al., 2008), the MIR

was distributed in all structures of the cerebellar cortex.

The labeling intensity was the same in all these areas.

Within the cerebellar cortical structure, MIR present in

the Purkinje layer was found in small cells and in processes

around the Purkinje cells. Purkinje cells (soma and den-

drites) were unlabeled (Fig. 10A). In the granular layer,

granule cells displayed weak labeling; nevertheless, some

isolated cells displaying a high MIR were found (Fig. 10A,

arrow). In the molecular layer, both neuronal and astrocytic

processes were labeled. As previously described (Muller

et al., 2008), labeling around the Purkinje cell bodies corre-

sponded to the presynaptic terminals of GABAergic basket

cells (Fig. 10C, box). Interestingly, we also observed label-

ing of astrocytic processes all around the Purkinje dendritic

tree (Fig. 10D, arrow and box).

In the deep part of the cerebellum, the deep cerebellar

nuclei contained MIR in neuronal cells (Fig. 10B)

Pons and medulla
The pons areas displayed low MIR, with only some

nuclei being labeled. MIR present in neuronal cells was

observed in the periolivary nucleus and in the nucleus of

the trapezoid body (Fig. 11A). Strong labeling was also

observed in neurons of the lateral lemniscus complex

(dorsal and ventral nuclei; Fig. 11B).

In the medulla, strong MIR was observed in neurons of

the dorsal cochlear nucleus (Fig. 11C). In the vestibular

nuclei, labeling was present in some cells and was

intense in cell processes (Fig. 11D). The raphe magnus

nuclei displayed dense processes (Fig. 11E).

Characterization of morphine-
immunoreactive cells

In order to characterize the cells containing morphine-

like compounds in the mouse brain, we used a confocal

microscopy approach with different cell markers.

Olfactory structures
In the olfactory structures, cell bodies displaying MIR did

not co-localize with the immunoreactivity for two isoforms
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of the glutamic acid decarboxylase enzyme (GAD65/67) in

the glomerular layer, suggesting that GABAergic periglomer-

ular cells do not contain endogenous morphine and/or mor-

phine glucuronides. However, in the granule cell layer, co-

labeling with an anti-GAD65/67 antibody indicated that

MIR was present in granule cells (Fig. 12A, arrow).

Figure 7. Distribution of MIR in the hippocampal formation of the adult mouse brain. A: MIR in the dentate gyrus; in particular, label is

observed in the subgranular zone, whereas no label was detected in the granular layer. B: MIR observed at higher magnification in the dentate

gyrus. Neurons and astrocytes are labeled in the subgranular zone. C: MIR present in the CA3 field of Ammon’s horn. D,E: Electron microscopy

of the subgranular zone showing a MIR-positive basket cell (D) and a radial astrocyte (E) recognizable by the process going through the granu-

lar layer. Ar, radial astrocyte; BC, basket cell; CA3, Ammon’s horn 3; PoDG, polymorphic layer of the dentate gyrus; GC, granule cell; GrDG,

granular layer; MolDG, molecular layer; SGZ, subgranular zone. Scale bar ¼ 100 lm in A,C; 20 lm in B; 2 lm in D,E.
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Figure 8. Distribution of MIR in the thalamus, the hypothalamus, and the subthalamus of the adult mouse brain. A: MIR in neurons (round

cells) and astrocytes (stellate cells) in the lateral geniculate nucleus. B: MIR present in astrocytes of the anteroventral thalamic nucleus.

C: MIR in astrocytes of the reticular thalamic nucleus. D: MIR present in astrocytes and in processes around the soma of the paraventricu-

lar thalamic nucleus neurons. E,F: MIR in neurons (round cells) and astrocytes (stellate cells) in the subthalamic nucleus (E,F) and the

zona incerta (E). AD, anterodorsal thalamic nucleus; AV, anteroventral thalamic nucleus; cp, cerebral peduncle; ic, internal capsule; LG, lat-

eral geniculate nucleus; PV, paraventricular thalamic nucleus; Rt, reticular thalamic nucleus; STh, subthalamic nucleus; VPL, ventral pos-

terolateral thalamic nucleus; ZI, zona incerta. Scale bar ¼ 100 lm in B,C,E; 50 lm in A,F; 20 lm in D.
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Figure 9. Distribution of MIR in the midbrain of the adult mouse brain. A: MIR in the substantia nigra is present only in neurons of the

substantia nigra. B: MIR in neurons of the inferior colliculus. C: MIR observed in neurons of the ventral tegmental nucleus. D: MIR in neu-

rons of the nucleus of Darkschewitsch. E: MIR present in astrocytes and process in the anterior part of the periaqueductal gray. Aq, aque-

duct; Dk, nucleus of Dakschewitsch; IC, inferior colliculus; mlf, medial longitudinal fasciculus; PAG, periaqueductal gray; SNC, substantia

nigra, compact part; SNR, substantia nigra, reticular part; ts, tectospinal tract; VTg, ventral tegmental nucleus. Scale bar ¼ 100 lm in B;

50 lm in A,C–E.
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spiny GABAergic interneurons contain morphine and/

or morphine-derived molecules. Interestingly, in the

striatum, co-localization of MIR and TH was absent,

suggesting that MIR-labeled processes do not corre-

spond to dopaminergic innervation (Fig. 12F). As in

the striatum, we found MIR co-localized with GAD65/

Figure 11. Distribution of MIR in the pons and medulla of the adult mouse brain. A: MIR in neurons of the periolivary nucleus and the nu-

cleus of the trapezoid body. B: MIR observed in the lateral lemniscus. C: MIR present in neurons of the dorsal cochlear nucleus. D: MIR

present in neurons and processes of the vestibular nucleus. E: MIR observed in the raphe magnus nuclei is present in astrocytes and

processes. 4V, 4th ventricle; DC, dorsal cochlear nucleus; LL, lateral lemniscus; PO, periolivary nucleus; Tz, nucleus of the trapezoid body;

Ve, vestibular nucleus. Scale bar ¼ 100 lm in A; 50 lm in B–E.

Laux et al.

2408 The Journal of Comparative Neurology |Research in Systems Neuroscience

Double-label immunofluorescence with GFAP antibody

revealed that MIR was also present within GFAP-labeled

cells, indicating that morphine-like compounds are pres-

ent in glial cells of the intrabulbar anterior commissure

(Fig. 12B).

Cortex
In cortical structures, both neuronal and astrocyte-like

cells were labeled. Immunolocalization of MIR within

GAD65/67-positive cells showed that some GABAergic

interneurons of the cortex contain MIR (Fig. 12C, arrow).

Interestingly, not all GABAergic cells were labeled, sug-

gesting that only a specific subpopulation of interneurons

contains morphine-like compounds (Fig. 12C). Co-label-

ing with GFAP showed the presence of MIR in numerous

astrocytes in the cortex. Interestingly, MIR was also

observed in astrocytic foot processes around blood ves-

sels (Fig. 12D, arrow).

Basal ganglia
In the striatum, confocal microscopy experiments

showed that small, round neuronal cells were immuno-

reactive for both GAD65/67 and morphine-like com-

pounds (Fig. 12E, arrow), suggesting that medium

Figure 10. Distribution of MIR in the cerebellum of the adult mouse brain. A: MIR in the cerebellar cortex is present in basket cells of the

Purkinje layer, in granule cells, and in astrocytes. The arrow indicates a MIR isolated cell in the granular layer. B: MIR observed in neurons

of the lateral cerebellar nucleus. C: Electron microscopy of a labeled presynaptic ending on a Purkinje cell; the panel in the lower right is

a higher magnification of the labeled presynaptic element. D: Electron microscopy of labeled astrocytic processes (arrows) around a Pur-

kinje cell dendrite; the panel in the lower right is a higher magnification of the labeled astrocytic processes. GL, granule cell layer; Lat, lat-

eral cerebellar nucleus; ML, molecular layer; PC, Purkinje cell; PL, Purkinje cell layer. Scale bar ¼ 50 lm in A,B; 500 nm in C; 2 lm in D.

Endogenous alkaloids mapping in the mouse brain

The Journal of Comparative Neurology | Research in Systems Neuroscience 2407



Résultats : Partie 1, Publication 1

Page | 89
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revealed that MIR was also present within GFAP-labeled

cells, indicating that morphine-like compounds are pres-

ent in glial cells of the intrabulbar anterior commissure

(Fig. 12B).

Cortex
In cortical structures, both neuronal and astrocyte-like

cells were labeled. Immunolocalization of MIR within

GAD65/67-positive cells showed that some GABAergic

interneurons of the cortex contain MIR (Fig. 12C, arrow).

Interestingly, not all GABAergic cells were labeled, sug-

gesting that only a specific subpopulation of interneurons

contains morphine-like compounds (Fig. 12C). Co-label-

ing with GFAP showed the presence of MIR in numerous

astrocytes in the cortex. Interestingly, MIR was also

observed in astrocytic foot processes around blood ves-

sels (Fig. 12D, arrow).

Basal ganglia
In the striatum, confocal microscopy experiments

showed that small, round neuronal cells were immuno-

reactive for both GAD65/67 and morphine-like com-

pounds (Fig. 12E, arrow), suggesting that medium

Figure 10. Distribution of MIR in the cerebellum of the adult mouse brain. A: MIR in the cerebellar cortex is present in basket cells of the

Purkinje layer, in granule cells, and in astrocytes. The arrow indicates a MIR isolated cell in the granular layer. B: MIR observed in neurons

of the lateral cerebellar nucleus. C: Electron microscopy of a labeled presynaptic ending on a Purkinje cell; the panel in the lower right is

a higher magnification of the labeled presynaptic element. D: Electron microscopy of labeled astrocytic processes (arrows) around a Pur-

kinje cell dendrite; the panel in the lower right is a higher magnification of the labeled astrocytic processes. GL, granule cell layer; Lat, lat-

eral cerebellar nucleus; ML, molecular layer; PC, Purkinje cell; PL, Purkinje cell layer. Scale bar ¼ 50 lm in A,B; 500 nm in C; 2 lm in D.
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67 immunoreactivity in small, round cells of the nu-

cleus accumbens, suggesting that GABAergic interneur-

ons of this nucleus contain morphine and/or morphine

derivatives (Fig. 12G, arrow).

Hippocampal formation
Immunofluorescence experiments revealed the pres-

ence of two different MIR-positive cell types in the SGZ.

First, the co-labeling of cells for MIR and GAD65/67 sug-

gests the presence of endogenous morphine-like com-

pounds in GABAergic cells of the SGZ (Fig. 12H, arrow).

Second, co-localization of MIR with GFAP indicated that

both radial and horizontal astrocytes of the SGZ were la-

beled (Fig. 12I); interestingly, the same pattern of labeling

was observed in the subventricular zone (data not

shown). The MIR astrocytes present in the SGZ displayed

a radial phenotype (Fig. 12I, arrow) and may correspond

to radial glia-like progenitors (von Bohlen Und Halbach,

2007).

In addition to the SGZ, MIR-positive cells observed in

the pyramidal cell layer expressed the GAD65/67

enzyme (Fig. 12J, arrow), indicating that some GABAergic

interneurons show MIR in Ammon’s horn.

Midbrain
In the substantia nigra pars compacta, MIR was not

found in TH-positive neurons (Fig. 12K).

Cerebellum
In the Purkinje layer, morphine-like immunoreactivity

co-localized with GAD65/67 immunoreactivity, confirm-

ing the presence of MIR in basket cells of the Purkinje

layer (Fig. 12L, arrow), as previously described (Muller

et al., 2008).

DISCUSSION

The goal of the present study was to determine the

localization of endogenous morphine and its derivatives

(i.e., morphine, M6G, M3G, and codeine) in mouse brain

structures and in specific cell types. These results are

similar to those of previously published studies of the

localization of endogenous alkaloids in the mouse brain.

(Gintzler et al., 1978; Bianchi et al., 1993, 1994; Stefano

et al., 2000; Muller et al., 2008). By using classical confo-

cal and electron microscopy, we were able to character-

ize different structures and cells containing endogenous

morphine-like compounds. This article shows the pres-

ence of endogenous morphine and/or M6G and/or M3G

and/or codeine in both neurons and astrocytes of the

mouse brain. Endogenous morphine-like immunoreactiv-

ity is usually observed in GABAergic neurons but is absent

in dopaminergic neurons. MIR is also found in astrocytes

and astrocytic processes throughout the entire brain. The

mapping of morphine-like immunoreactivity, presented in

this study, is a key step to designing future experiments

aimed at better understanding of the role of morphine

and/or morphine derivatives in specific brain functions.

Characterization of morphine, codeine, and
morphine glucuronides in the mouse central
nervous system

In 1976 Gintzler et al. (1976, 1978) described for the

first time the presence of a non-peptide morphine-like com-

pound in the CNS. Since this discovery, many publications

have characterized the presence of endogenous morphine

and codeine in mammals (Goldstein et al., 1985; Spector

et al., 1985; Cardinale et al., 1987; Donnerer et al., 1987;

Bianchi et al., 1993; Molina et al., 1995; Muller et al.,

2008). In the present paper a mass spectrometry approach

Figure 12. Characterization of MIR-positive cells of the adult mouse brain by confocal microscopy. A: Co-labeling of MIR (red) with

GAD65/67 (green) in the periglomerular layer of the olfactory bulb showing the presence of MIR in granule cells. Arrow points to a

GABAergic neuron that also expresses MIR. B: Co-labeling of MIR (red) with GFAP (green) in astrocytic processes of the anterior commis-

sure intrabulbar. C: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the cortex showing in red a MIR-positive astrocyte and in yellow

(arrow) a GABAergic interneuron that also expresses MIR. D: Co-labeling of MIR (red) with GFAP (green) in the cortex proving the presence

of MIR in astrocytes and astrocytic feet around blood vessels (arrow). E: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the caudate

putamen. GABAergic cells of the caudate putamen express MIR (arrow). F: Co-labeling of MIR (red) with tyrosine hydroxylase (green) in

the caudate putamen. No MIR is observed in dopaminergic endings. G: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the nucleus

accumbens. The arrow points to a GABAergic cell of the nucleus accumbens that also expresses MIR (arrow). H: Co-labeling of MIR (red)

with GAD65/67 (green) in the subgranular zone of the dentate gyrus proving the presence of MIR in the GABAergic basket cells (arrow). I:

Co-labeling of MIR (red) with GFAP (green) in the subgranular zone of the dentate gyrus showing MIR in radial astrocytes (arrow). J: Co-

labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the CA3 field GABAergic cells of Ammon’s horn. The arrow points to a GABAergic cell that

also expresses MIR in the Ammon’s horn. K: Co-labeling of MIR (red) with tyrosine hydroxylase (green) in the substantia nigra pars com-

pacta. No MIR is observed in dopaminergic neurons. L: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the cerebellar cortex. The

GABAergic basket cells of the Purkinje layer also express MIR (arrow). GAD, glutamic acid decarboxylase; GFAP, glial fibrillary acidic pro-

tein; GrDG, granular layer; GrO, granular cell layer; Mi, mitral cell layer; PoDG, polymorphic layer of the dentate gyrus; SGZ, subgranular

zone. Magenta-green images are available as Supplementary Figure 1. Scale bar ¼ 20 lm in B–D,F–L; 10 lm in A,E.
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67 immunoreactivity in small, round cells of the nu-

cleus accumbens, suggesting that GABAergic interneur-

ons of this nucleus contain morphine and/or morphine

derivatives (Fig. 12G, arrow).

Hippocampal formation
Immunofluorescence experiments revealed the pres-

ence of two different MIR-positive cell types in the SGZ.

First, the co-labeling of cells for MIR and GAD65/67 sug-

gests the presence of endogenous morphine-like com-

pounds in GABAergic cells of the SGZ (Fig. 12H, arrow).

Second, co-localization of MIR with GFAP indicated that

both radial and horizontal astrocytes of the SGZ were la-

beled (Fig. 12I); interestingly, the same pattern of labeling

was observed in the subventricular zone (data not

shown). The MIR astrocytes present in the SGZ displayed

a radial phenotype (Fig. 12I, arrow) and may correspond

to radial glia-like progenitors (von Bohlen Und Halbach,

2007).

In addition to the SGZ, MIR-positive cells observed in

the pyramidal cell layer expressed the GAD65/67

enzyme (Fig. 12J, arrow), indicating that some GABAergic

interneurons show MIR in Ammon’s horn.

Midbrain
In the substantia nigra pars compacta, MIR was not

found in TH-positive neurons (Fig. 12K).

Cerebellum
In the Purkinje layer, morphine-like immunoreactivity

co-localized with GAD65/67 immunoreactivity, confirm-

ing the presence of MIR in basket cells of the Purkinje

layer (Fig. 12L, arrow), as previously described (Muller

et al., 2008).

DISCUSSION

The goal of the present study was to determine the

localization of endogenous morphine and its derivatives

(i.e., morphine, M6G, M3G, and codeine) in mouse brain

structures and in specific cell types. These results are

similar to those of previously published studies of the

localization of endogenous alkaloids in the mouse brain.

(Gintzler et al., 1978; Bianchi et al., 1993, 1994; Stefano

et al., 2000; Muller et al., 2008). By using classical confo-

cal and electron microscopy, we were able to character-

ize different structures and cells containing endogenous

morphine-like compounds. This article shows the pres-

ence of endogenous morphine and/or M6G and/or M3G

and/or codeine in both neurons and astrocytes of the

mouse brain. Endogenous morphine-like immunoreactiv-

ity is usually observed in GABAergic neurons but is absent

in dopaminergic neurons. MIR is also found in astrocytes

and astrocytic processes throughout the entire brain. The

mapping of morphine-like immunoreactivity, presented in

this study, is a key step to designing future experiments

aimed at better understanding of the role of morphine

and/or morphine derivatives in specific brain functions.

Characterization of morphine, codeine, and
morphine glucuronides in the mouse central
nervous system

In 1976 Gintzler et al. (1976, 1978) described for the

first time the presence of a non-peptide morphine-like com-

pound in the CNS. Since this discovery, many publications

have characterized the presence of endogenous morphine

and codeine in mammals (Goldstein et al., 1985; Spector

et al., 1985; Cardinale et al., 1987; Donnerer et al., 1987;

Bianchi et al., 1993; Molina et al., 1995; Muller et al.,

2008). In the present paper a mass spectrometry approach

Figure 12. Characterization of MIR-positive cells of the adult mouse brain by confocal microscopy. A: Co-labeling of MIR (red) with

GAD65/67 (green) in the periglomerular layer of the olfactory bulb showing the presence of MIR in granule cells. Arrow points to a

GABAergic neuron that also expresses MIR. B: Co-labeling of MIR (red) with GFAP (green) in astrocytic processes of the anterior commis-

sure intrabulbar. C: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the cortex showing in red a MIR-positive astrocyte and in yellow

(arrow) a GABAergic interneuron that also expresses MIR. D: Co-labeling of MIR (red) with GFAP (green) in the cortex proving the presence

of MIR in astrocytes and astrocytic feet around blood vessels (arrow). E: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the caudate

putamen. GABAergic cells of the caudate putamen express MIR (arrow). F: Co-labeling of MIR (red) with tyrosine hydroxylase (green) in

the caudate putamen. No MIR is observed in dopaminergic endings. G: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the nucleus

accumbens. The arrow points to a GABAergic cell of the nucleus accumbens that also expresses MIR (arrow). H: Co-labeling of MIR (red)

with GAD65/67 (green) in the subgranular zone of the dentate gyrus proving the presence of MIR in the GABAergic basket cells (arrow). I:

Co-labeling of MIR (red) with GFAP (green) in the subgranular zone of the dentate gyrus showing MIR in radial astrocytes (arrow). J: Co-

labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the CA3 field GABAergic cells of Ammon’s horn. The arrow points to a GABAergic cell that

also expresses MIR in the Ammon’s horn. K: Co-labeling of MIR (red) with tyrosine hydroxylase (green) in the substantia nigra pars com-

pacta. No MIR is observed in dopaminergic neurons. L: Co-labeling of MIR (red) with GAD65/67 (green) in the cerebellar cortex. The

GABAergic basket cells of the Purkinje layer also express MIR (arrow). GAD, glutamic acid decarboxylase; GFAP, glial fibrillary acidic pro-

tein; GrDG, granular layer; GrO, granular cell layer; Mi, mitral cell layer; PoDG, polymorphic layer of the dentate gyrus; SGZ, subgranular

zone. Magenta-green images are available as Supplementary Figure 1. Scale bar ¼ 20 lm in B–D,F–L; 10 lm in A,E.
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allowed us to characterize the presence of endogenous

morphine and codeine in mouse brain. In addition, we show

here, for the first time, the presence of M3G and M6G in

the mouse brain, suggesting that brain UGT enzymes are

able to produce these two glucuronides.

MIR and the dopaminergic system
To our surprise, morphine-like compounds were not

found in neurons of dopaminergic areas. Endogenous

morphine is thought to derive from dopamine biosynthe-

sis, and its synthesis pathway was characterized in

SH-SY5Y, a tumor-derived catecholaminergic cell line

(Poeaknapo et al., 2004; Boettcher et al., 2005; Goumon

et al., 2009). Moreover, a recent publication showed an

absence of endogenous morphine in mice lacking tyro-

sine hydroxylase, suggesting that dopamine is necessary

for endogenous morphine biosynthesis in vivo (Neri et al.,

2008). However, several reports suggest that morphine-

like compounds can also be synthesized by non-dopami-

nergic or non-catecholaminergic cells such as pancreatic

cells, hepatocytes, and placenta-derived cells (Weitz

et al., 1987; Molina et al., 1995; Poeaknapo et al., 2004).

Endogenous morphine-like immunoreactivity was found

in non-dopaminergic neurons in the brain. Endogenous

morphine-like compounds may derive from an uptake of

precursors by the non-dopaminergic neurons. Interestingly,

it has been hypothesized that THP, a dopamine metabolite

found in extracellular brain spaces, may be used to synthe-

size morphine-like compounds (Boettcher et al., 2005). To

strengthen this idea, a recent report from Zenk’s labora-

tory showed that THP injection in mice leads to morphine

production and excretion (Grobe et al., 2010).

Together, these results indicate that, in mouse brain,

the biosynthesis of morphine is not completed in dopami-

nergic neurons and thus strongly suggest that morphine-

like compounds present in non-dopaminergic brain cells

in vivo may be synthesized after uptake of precursors

(e.g., dopamine, THP, or others). Furthermore, this

implies cooperation between different cell types to

ensure complete endogenous codeine/morphine/glucur-

onides biosynthesis.

MIR in neurons
MIR was observed in different neuronal cell bodies,

with different neurochemical patterns and different ana-

tomical distributions. MIR was not observed in dopami-

nergic neurons and processes but was mainly present in

GABAergic cells (e.g., in the hippocampus, cortex, and

striatum) and also to a lesser extent in glutamatergic neu-

rons (e.g., in deep cerebellar nuclei). There are two possi-

ble explanations for the presence of endogenous mor-

phine or related compounds in neurons. One possibility is

that endogenous morphine or/and morphine glucuro-

nides or/and codeine could be taken up from the extrac-

ellular space by active or passive transport. The second is

that neurons could take up a morphine precursor (e.g.,

dopamine, THP, or others) and then produce codeine

and/or morphine and/or its derivative. In our study, MIR

corresponded to the possible presence of morphine,

M6G, M3G, or codeine; it was impossible to determine

which of these alkaloids was present in the immunoreac-

tive neurons. However, the presence of UGT1A6 in neu-

rons of the rat brain (Brands et al., 2000) and in neuronal

primary cultures (Suleman et al., 1998) suggests that af-

ter morphine synthesis or uptake, some neurons are able

to synthesize morphine glucuronides.

Our recent studies have focused on the roles of endog-

enous morphine in the CNS (Muller et al., 2008) and have

suggested that endogenous morphine may be co-

secreted with other neurotransmitters in the CNS and

may be implicated in neurotransmission. Indeed, endoge-

nous alkaloids are localized in large dense-core vesicles

in a cell line model (SH-SY5Y) and are secreted by a

Ca2þ-dependent pathway (Muller et al., 2008). The pres-

ence of MIR in the presynaptic terminals of basket cells

innervating the Purkinje cells supports this hypothesis.

However, although immunoreactivity is present in den-

drites and postsynaptic terminals, we were unable to find

presynaptic labeling in the rest of the brain. Further inves-

tigation will allow us to resolve the mechanism of action

of endogenous alkaloids.

MIR in astrocytes
Our results show the presence of endogenous mor-

phine-like compounds in a large number of astrocytes in

all structures of the CNS. Astrocytes do not express ty-

rosine hydroxylase (Jaeger, 1985) and thus are unable

to synthesize dopamine and by extrapolation endoge-

nous morphine and derivatives de novo. To explain MIR

observed in astrocytes, we propose two hypotheses: 1)

as postulated above in the case of neurons, astrocytes

may achieve morphine biosynthesis after precursor

uptake; and 2) astrocytes are well known to be involved

in reuptake of neurotransmitters from the extracellular

space (Iversen, 2006), and it can hypothesized that pos-

sible uptake of morphine via a transporter exists.

Indeed, astrocytes express multidrug-resistant protein

(MRP)-1, -3, -4, and -5 as well as glucose transporter

(GLUT), which correspond to transporters that are

potentially involved in morphine/M6G/M3G/codeine

uptake/efflux (Hirrlinger et al., 2002, 2005; Bourasset

et al., 2003; Somogyi et al., 2007). In addition, the pres-

ence of UGT1A6 in rat astrocytes in primary culture

(Suleman et al., 1998; Heurtaux et al., 2006) suggests

that after morphine uptake, astrocytes may catabolize

morphine into morphine-glucuronides. Moreover, the
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presence of morphine and/or codeine and/or morphine

glucuronides in astrocytic foot processes around blood

vessels suggests the possibility of uptake from the

blood or release into the blood (Brix-Christensen et al.,

1997, 2000; Glattard et al., 2010). Finally, our results

indicate that astrocytes may be responsible for mor-

phine catabolism in the CNS, mechanisms that now

require our attention because of the extensive use of

morphine in clinics and as drug of abuse.

MIR and l receptors
In the early 1970s, opioid receptors were discovered in

the CNS (Pert et al., 1973). Morphine and its derivative,

M6G, preferentially bind the MOR and d-opioid (DOR)

receptors (Matthes et al., 1996; Trescot et al., 2008).

MORs are found in both the central and peripheral nervous

system. In the brain, the highest densities of MORs are

found in the thalamus, the putamen, the substantia nigra,

the cortex, the ventral tegmental zone, the nucleus accum-

bens, and the amygdala (Mansour et al., 1995; Ding et al.,

1996). Several endogenous peptides are able to bind the

MOR, including b-endorphin (Li and Chung, 1976; Reisine,

1995), proenkephalin- (enkephalins), and prodynorphin-

derived (dynorphin-B) peptides (Raynor et al., 1994; Toll

et al., 1998). In addition, two other endogenous peptide

ligands for MOR, endomorphin-1 and endomorphin-2, have

been identified in bovine and human cortex (Zadina et al.,

1997; Mizoguchi et al., 2002). Because multiple MOR-bind-

ing peptides exist in addition to morphine-like compounds

(e.g., in the striatum) (Pierce and Wessendorf, 2000; Furuta

et al., 2002), it is difficult to speculate on the individual

effects of endogenous alkaloids. Our results have shown

the presence of morphine-like compounds in these areas

and strongly suggest that endogenous morphine or its

derivatives could act as a novel high-affinity endogenous

MOR agonists.

Endogenous morphine-like compounds and
physiological processes in the central
nervous system

Numerous studies have described the effects of exoge-

nous morphine in the CNS, but without any estimation of

effective concentrations inside the synaptic cleft or the

extracellular space, it is difficult to speculate on the func-

tions of endogenous morphine by extrapolation from

those results. It is also likely that the level of endogenous

morphine being produced and secreted can vary with

physiological conditions, notably stressful conditions

such as fasting (Lee and Spector, 1991; Molina et al.,

1995; Goumon et al., 2000; Glattard et al., 2010). Never-

theless, based on the effects of exogenous morphine,

coupled with the localization of MOR and the precise dis-

tribution of endogenous morphine and/or glucuronides

and/or codeine described in this study, several cellular

and physiological roles of endogenous morphine-like

compounds can be hypothesized.

Motor control
In the brain, endogenous morphine-like compounds

are found in neurons and cell processes involved in

motor control, including the red nucleus, the cerebel-

lum, the vestibular nuclei, and the basal ganglia. In the

cerebellum, micro-iontophoretic or pneumatic applica-

tion of morphine to cat Purkinje cells induces either

excitatory or inhibitory responses (i.e., either increases

or decreases of the firing rates, respectively; Taguchi

and Suzuki, 1989; Taguchi et al., 2000). Naloxone

reverses excitatory morphine-induced effects, whereas

inhibitory effects can be reversed only by the GABA

receptor antagonist bicuculline (Taguchi and Suzuki,

1989; Taguchi et al., 2000). In the vestibular nuclei, the

spontaneous activity of medial vestibular neurons scat-

tered throughout the nucleus was increased or

decreased by ionophoretic application of morphine; this

effect was blocked by naloxone (Lin and Carpenter,

1994). These previously published data indicate that

exogenous morphine could modulate neuronal activity in

brain areas involved in motor control. The presence of

endogenous morphine or its derivatives in these specific

areas suggests that they may be involved in control of

the coordination of movements and postures.

Nociception
Morphine is one of the most common analgesic drugs

used in hospitals; thus the question of the possible roles

of endogenous morphine in nociception is unavoidable.

Different experiments have suggested that endogenous

morphine may be implicated in nociceptive processes.

Experiments carried out by Guarna et al. have shown that

the injection of antibodies directed against morphine into

murine cerebrospinal fluid (a procedure that lowers the

level of endogenous morphine in the brain) induced

hypersensitivity to heat-associated pain (Guarna et al.,

2002; Kieffer and Gaveriaux-Ruff, 2002). In the present

study, we have shown the presence of endogenous mor-

phine and/or morphine glucuronides and/or codeine in

brain regions thought to be involved in the processing of

nociceptive informations (e.g., the PAG and the raphe

magnus nuclei). These findings suggest a potential role

for endogenous morphine and/or its derivatives in the

control of nociception.

Memory
Exogenous morphine has several effects on hippocam-

pal function. Morphine is able to modulate

Laux et al.
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allowed us to characterize the presence of endogenous

morphine and codeine in mouse brain. In addition, we show

here, for the first time, the presence of M3G and M6G in

the mouse brain, suggesting that brain UGT enzymes are

able to produce these two glucuronides.

MIR and the dopaminergic system
To our surprise, morphine-like compounds were not

found in neurons of dopaminergic areas. Endogenous

morphine is thought to derive from dopamine biosynthe-

sis, and its synthesis pathway was characterized in

SH-SY5Y, a tumor-derived catecholaminergic cell line

(Poeaknapo et al., 2004; Boettcher et al., 2005; Goumon

et al., 2009). Moreover, a recent publication showed an

absence of endogenous morphine in mice lacking tyro-

sine hydroxylase, suggesting that dopamine is necessary

for endogenous morphine biosynthesis in vivo (Neri et al.,

2008). However, several reports suggest that morphine-

like compounds can also be synthesized by non-dopami-

nergic or non-catecholaminergic cells such as pancreatic

cells, hepatocytes, and placenta-derived cells (Weitz

et al., 1987; Molina et al., 1995; Poeaknapo et al., 2004).

Endogenous morphine-like immunoreactivity was found

in non-dopaminergic neurons in the brain. Endogenous

morphine-like compounds may derive from an uptake of

precursors by the non-dopaminergic neurons. Interestingly,

it has been hypothesized that THP, a dopamine metabolite

found in extracellular brain spaces, may be used to synthe-

size morphine-like compounds (Boettcher et al., 2005). To

strengthen this idea, a recent report from Zenk’s labora-

tory showed that THP injection in mice leads to morphine

production and excretion (Grobe et al., 2010).

Together, these results indicate that, in mouse brain,

the biosynthesis of morphine is not completed in dopami-

nergic neurons and thus strongly suggest that morphine-

like compounds present in non-dopaminergic brain cells

in vivo may be synthesized after uptake of precursors

(e.g., dopamine, THP, or others). Furthermore, this

implies cooperation between different cell types to

ensure complete endogenous codeine/morphine/glucur-

onides biosynthesis.

MIR in neurons
MIR was observed in different neuronal cell bodies,

with different neurochemical patterns and different ana-

tomical distributions. MIR was not observed in dopami-

nergic neurons and processes but was mainly present in

GABAergic cells (e.g., in the hippocampus, cortex, and

striatum) and also to a lesser extent in glutamatergic neu-

rons (e.g., in deep cerebellar nuclei). There are two possi-

ble explanations for the presence of endogenous mor-

phine or related compounds in neurons. One possibility is

that endogenous morphine or/and morphine glucuro-

nides or/and codeine could be taken up from the extrac-

ellular space by active or passive transport. The second is

that neurons could take up a morphine precursor (e.g.,

dopamine, THP, or others) and then produce codeine

and/or morphine and/or its derivative. In our study, MIR

corresponded to the possible presence of morphine,

M6G, M3G, or codeine; it was impossible to determine

which of these alkaloids was present in the immunoreac-

tive neurons. However, the presence of UGT1A6 in neu-

rons of the rat brain (Brands et al., 2000) and in neuronal

primary cultures (Suleman et al., 1998) suggests that af-

ter morphine synthesis or uptake, some neurons are able

to synthesize morphine glucuronides.

Our recent studies have focused on the roles of endog-

enous morphine in the CNS (Muller et al., 2008) and have

suggested that endogenous morphine may be co-

secreted with other neurotransmitters in the CNS and

may be implicated in neurotransmission. Indeed, endoge-

nous alkaloids are localized in large dense-core vesicles

in a cell line model (SH-SY5Y) and are secreted by a

Ca2þ-dependent pathway (Muller et al., 2008). The pres-

ence of MIR in the presynaptic terminals of basket cells

innervating the Purkinje cells supports this hypothesis.

However, although immunoreactivity is present in den-

drites and postsynaptic terminals, we were unable to find

presynaptic labeling in the rest of the brain. Further inves-

tigation will allow us to resolve the mechanism of action

of endogenous alkaloids.

MIR in astrocytes
Our results show the presence of endogenous mor-

phine-like compounds in a large number of astrocytes in

all structures of the CNS. Astrocytes do not express ty-

rosine hydroxylase (Jaeger, 1985) and thus are unable

to synthesize dopamine and by extrapolation endoge-

nous morphine and derivatives de novo. To explain MIR

observed in astrocytes, we propose two hypotheses: 1)

as postulated above in the case of neurons, astrocytes

may achieve morphine biosynthesis after precursor

uptake; and 2) astrocytes are well known to be involved

in reuptake of neurotransmitters from the extracellular

space (Iversen, 2006), and it can hypothesized that pos-

sible uptake of morphine via a transporter exists.

Indeed, astrocytes express multidrug-resistant protein

(MRP)-1, -3, -4, and -5 as well as glucose transporter

(GLUT), which correspond to transporters that are

potentially involved in morphine/M6G/M3G/codeine

uptake/efflux (Hirrlinger et al., 2002, 2005; Bourasset

et al., 2003; Somogyi et al., 2007). In addition, the pres-

ence of UGT1A6 in rat astrocytes in primary culture

(Suleman et al., 1998; Heurtaux et al., 2006) suggests

that after morphine uptake, astrocytes may catabolize

morphine into morphine-glucuronides. Moreover, the
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presence of morphine and/or codeine and/or morphine

glucuronides in astrocytic foot processes around blood

vessels suggests the possibility of uptake from the

blood or release into the blood (Brix-Christensen et al.,

1997, 2000; Glattard et al., 2010). Finally, our results

indicate that astrocytes may be responsible for mor-

phine catabolism in the CNS, mechanisms that now

require our attention because of the extensive use of

morphine in clinics and as drug of abuse.

MIR and l receptors
In the early 1970s, opioid receptors were discovered in

the CNS (Pert et al., 1973). Morphine and its derivative,

M6G, preferentially bind the MOR and d-opioid (DOR)

receptors (Matthes et al., 1996; Trescot et al., 2008).

MORs are found in both the central and peripheral nervous

system. In the brain, the highest densities of MORs are

found in the thalamus, the putamen, the substantia nigra,

the cortex, the ventral tegmental zone, the nucleus accum-

bens, and the amygdala (Mansour et al., 1995; Ding et al.,

1996). Several endogenous peptides are able to bind the

MOR, including b-endorphin (Li and Chung, 1976; Reisine,

1995), proenkephalin- (enkephalins), and prodynorphin-

derived (dynorphin-B) peptides (Raynor et al., 1994; Toll

et al., 1998). In addition, two other endogenous peptide

ligands for MOR, endomorphin-1 and endomorphin-2, have

been identified in bovine and human cortex (Zadina et al.,

1997; Mizoguchi et al., 2002). Because multiple MOR-bind-

ing peptides exist in addition to morphine-like compounds

(e.g., in the striatum) (Pierce and Wessendorf, 2000; Furuta

et al., 2002), it is difficult to speculate on the individual

effects of endogenous alkaloids. Our results have shown

the presence of morphine-like compounds in these areas

and strongly suggest that endogenous morphine or its

derivatives could act as a novel high-affinity endogenous

MOR agonists.

Endogenous morphine-like compounds and
physiological processes in the central
nervous system

Numerous studies have described the effects of exoge-

nous morphine in the CNS, but without any estimation of

effective concentrations inside the synaptic cleft or the

extracellular space, it is difficult to speculate on the func-

tions of endogenous morphine by extrapolation from

those results. It is also likely that the level of endogenous

morphine being produced and secreted can vary with

physiological conditions, notably stressful conditions

such as fasting (Lee and Spector, 1991; Molina et al.,

1995; Goumon et al., 2000; Glattard et al., 2010). Never-

theless, based on the effects of exogenous morphine,

coupled with the localization of MOR and the precise dis-

tribution of endogenous morphine and/or glucuronides

and/or codeine described in this study, several cellular

and physiological roles of endogenous morphine-like

compounds can be hypothesized.

Motor control
In the brain, endogenous morphine-like compounds

are found in neurons and cell processes involved in

motor control, including the red nucleus, the cerebel-

lum, the vestibular nuclei, and the basal ganglia. In the

cerebellum, micro-iontophoretic or pneumatic applica-

tion of morphine to cat Purkinje cells induces either

excitatory or inhibitory responses (i.e., either increases

or decreases of the firing rates, respectively; Taguchi

and Suzuki, 1989; Taguchi et al., 2000). Naloxone

reverses excitatory morphine-induced effects, whereas

inhibitory effects can be reversed only by the GABA

receptor antagonist bicuculline (Taguchi and Suzuki,

1989; Taguchi et al., 2000). In the vestibular nuclei, the

spontaneous activity of medial vestibular neurons scat-

tered throughout the nucleus was increased or

decreased by ionophoretic application of morphine; this

effect was blocked by naloxone (Lin and Carpenter,

1994). These previously published data indicate that

exogenous morphine could modulate neuronal activity in

brain areas involved in motor control. The presence of

endogenous morphine or its derivatives in these specific

areas suggests that they may be involved in control of

the coordination of movements and postures.

Nociception
Morphine is one of the most common analgesic drugs

used in hospitals; thus the question of the possible roles

of endogenous morphine in nociception is unavoidable.

Different experiments have suggested that endogenous

morphine may be implicated in nociceptive processes.

Experiments carried out by Guarna et al. have shown that

the injection of antibodies directed against morphine into

murine cerebrospinal fluid (a procedure that lowers the

level of endogenous morphine in the brain) induced

hypersensitivity to heat-associated pain (Guarna et al.,

2002; Kieffer and Gaveriaux-Ruff, 2002). In the present

study, we have shown the presence of endogenous mor-

phine and/or morphine glucuronides and/or codeine in

brain regions thought to be involved in the processing of

nociceptive informations (e.g., the PAG and the raphe

magnus nuclei). These findings suggest a potential role

for endogenous morphine and/or its derivatives in the

control of nociception.

Memory
Exogenous morphine has several effects on hippocam-

pal function. Morphine is able to modulate
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neurotransmission in the hippocampus through inhibition

of its GABAergic interneurons by acting on the MORs

present on these neurons, leading to an increase in the

discharge amplitude of pyramidal neurons in the CA1

zone (Miller and Lupica, 1997), and morphine also modi-

fies the efficiency of glutamatergic synapses by acting on

the expression of proteins of the postsynaptic density

(i.e., receptors; Moron et al., 2007). Interestingly, endoge-

nous morphine immunoneutralization inhibits learning

during periods of stress (e.g., during starvation) (Guarna

et al., 2004). In light of all these observations and

because this study revealed the presence of MIR in

GABAergic interneurons of the dentate gyrus and

Ammon’s horn, endogenous morphine and/or its deriva-

tives might be involved in the learning processes.

Neurogenesis
In the brain of adult mammals, the sub-granular zone

(SGZ) of the hippocampal dentate gyrus undergoes

ongoing neurogenesis (Altman and Das, 1965; Kaplan

and Bell, 1984; Cameron et al., 1993; Luskin, 1993).

Many studies have been published regarding the effects

of morphine on the proliferation of neurons in the SGZ

(reviewed in: Sargeant et al., 2007). For example, long-

term exposure to morphine (rats and mice; 10 mg/kg

administered intraperitoneally) decreased neurogenesis

by a factor of 30% in the SGZ (Eisch et al., 2000; Man-

dyam et al., 2004); however, other experiments have

shown that morphine stimulated proliferation (Persson

et al., 2003a,b). Moreover, in MOR knockout mice, the

survival of newly formed neurons in the granular zone of

the dentate gyrus increased by over 50% (Harburg et al.,

2007). The presence of endogenous morphine-like com-

pounds in the SGZ may regulate neurogenesis and the

survival of neurons.

Alertness
Startle, or making a quick involuntary movement as in

alarm, surprise, or fright, can be regarded as a protec-

tive response in mammals. The acoustic startle reflex

was prevented by administration of the opioid antago-

nist naloxone to rats, showing that the opioid system is

implicated in acoustic startle gating (Swerdlow et al.,

1991). The startle circuit is located in the lower

brainstem (Koch et al., 1992), particularly in the caudal

pontine reticular nucleus, an area enriched in ‘‘morphi-

nergic’’ terminals. The presence of endogenous mor-

phine-like compounds in the olfactory bulb suggests a

role in the response to natural stressors for the endoge-

nous alkaloid.

CONCLUSIONS

Although no definitive role has yet been attributed to

endogenous morphine and its derived compounds found

in nervous system tissue, their presence in specific neu-

rons and astrocytes in different areas of the rodent brain

cannot be considered simply fortuitous. Endogenous mor-

phine has been shown to be implicated in the regulation

of pain as well as in weakening the memory of a nocicep-

tive experience, playing a role similar to its exogenous

counterpart. However, the presence of endogenous mor-

phine-like compounds in brain regions that are not usually

involved in pain modulation opens exciting perspectives

for extending the role and function of this endogenous

opiate far beyond analgesic functions.
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neurotransmission in the hippocampus through inhibition

of its GABAergic interneurons by acting on the MORs

present on these neurons, leading to an increase in the

discharge amplitude of pyramidal neurons in the CA1

zone (Miller and Lupica, 1997), and morphine also modi-

fies the efficiency of glutamatergic synapses by acting on

the expression of proteins of the postsynaptic density

(i.e., receptors; Moron et al., 2007). Interestingly, endoge-

nous morphine immunoneutralization inhibits learning

during periods of stress (e.g., during starvation) (Guarna

et al., 2004). In light of all these observations and

because this study revealed the presence of MIR in

GABAergic interneurons of the dentate gyrus and

Ammon’s horn, endogenous morphine and/or its deriva-

tives might be involved in the learning processes.

Neurogenesis
In the brain of adult mammals, the sub-granular zone

(SGZ) of the hippocampal dentate gyrus undergoes

ongoing neurogenesis (Altman and Das, 1965; Kaplan

and Bell, 1984; Cameron et al., 1993; Luskin, 1993).

Many studies have been published regarding the effects

of morphine on the proliferation of neurons in the SGZ

(reviewed in: Sargeant et al., 2007). For example, long-

term exposure to morphine (rats and mice; 10 mg/kg

administered intraperitoneally) decreased neurogenesis

by a factor of 30% in the SGZ (Eisch et al., 2000; Man-

dyam et al., 2004); however, other experiments have

shown that morphine stimulated proliferation (Persson

et al., 2003a,b). Moreover, in MOR knockout mice, the

survival of newly formed neurons in the granular zone of

the dentate gyrus increased by over 50% (Harburg et al.,

2007). The presence of endogenous morphine-like com-

pounds in the SGZ may regulate neurogenesis and the

survival of neurons.

Alertness
Startle, or making a quick involuntary movement as in

alarm, surprise, or fright, can be regarded as a protec-

tive response in mammals. The acoustic startle reflex

was prevented by administration of the opioid antago-

nist naloxone to rats, showing that the opioid system is

implicated in acoustic startle gating (Swerdlow et al.,

1991). The startle circuit is located in the lower

brainstem (Koch et al., 1992), particularly in the caudal

pontine reticular nucleus, an area enriched in ‘‘morphi-

nergic’’ terminals. The presence of endogenous mor-

phine-like compounds in the olfactory bulb suggests a

role in the response to natural stressors for the endoge-

nous alkaloid.

CONCLUSIONS

Although no definitive role has yet been attributed to

endogenous morphine and its derived compounds found

in nervous system tissue, their presence in specific neu-

rons and astrocytes in different areas of the rodent brain

cannot be considered simply fortuitous. Endogenous mor-

phine has been shown to be implicated in the regulation

of pain as well as in weakening the memory of a nocicep-

tive experience, playing a role similar to its exogenous

counterpart. However, the presence of endogenous mor-

phine-like compounds in brain regions that are not usually

involved in pain modulation opens exciting perspectives

for extending the role and function of this endogenous

opiate far beyond analgesic functions.
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ABSTRACT

Morphine, codeine, morphine-6-glucuronide and morphine-3-glucuronide are de novo synthesized in 

mammalian cells and in the central nervous system. Knowledge about endogenous morphine-like compound 

distribution in the adult mouse brain has been recently improved, and new hypotheses have been suggested 

about their potential implications in brain physiology. Endogenous morphine-like compounds have been 

shown to be synthesized in the spinal cord, but their localization is unknown. In the present study, we 

describe the distribution of endogenous morphine-like compounds (morphine and/or its glucuronides 

and/or codeine) in the adult mouse spinal cord using a well validated antibody. Using different microscopy 

approaches, we found the presence of morphine, codeine, and/or morphine glucuronides in GABAergic 

neurons and astrocytes of the spinal cord. Whereas GABAergic neurons containing endogenous morphine-

like compounds were primarily located in the ventral horn, astrocytes that were labeled for morphine-like 

compounds were found throughout the gray matter and the white matter. Our study demonstrates the 

possibility that endogenous morphine-like compounds in the central nervous system have other functions 

beyond their analgesic functions.
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INTRODUCTION
Endogenous alkaloids, which are structurally identical 

to vegetal alkaloids, are present in various mammalian 
tissues and cells (Donnerer et al., 1987; Donnerer et al., 
1986; Gintzler et al., 1978; Glattard et al., 2010; Goldstein 
et al., 1985; Goumon et al., 2009; Hazum et al., 1981; 
Herbert et al., 2000; Laux et al., 2011; Muller et al., 2008; 
Neri et al., 2004; Stefano et al., 2000; Weitz et al., 1986; Zhu 
et al., 2001). Endogenous morphine biosynthesis pathways 
have been demonstrated in the SH-SY5Y human cell line 
and shown to be derived from dopamine (Boettcher et al., 
2005; Muller et al., 2008; Neri et al., 2008; Poeaknapo, 
2005; Poeaknapo et al., 2004). However, several reports 
have noticed that endogenous alkaloids can be synthesized 
by non-dopaminergic or non-catecholaminergic cells 
(i.e., pancreatic cells, hepatocytes and placenta-derived 
cells) (Molina et al., 1995; Poeaknapo et al., 2004; Weitz 
et al., 1987), suggesting that non-dopaminergic cells 
may internalize dopamine or intermediate metabolites 
to finalize morphine biosynthesis (Charron et al., 2011; 
Goumon et al., 2009; Laux et al., 2011).

Our recent studies have focused on the functional 
role of endogenous alkaloids in neuronal cells. Using 
the SH-SY5Y model producing dopamine, morphine 
and morphine-6-glucuronide (M6G) were found to be 
restricted to large dense core vesicle-like organelles and 
to be released via a Ca2+-dependent mechanism (Muller 
et al., 2008). However, using the mouse brain, we recently 
found that morphine-like compounds were located in 
non-dopaminergic cells (mainly in GABAergic neurons 
and astrocytes), and we characterized the presence of 
morphine, codeine, M6G and morphine-3-glucuronide 
(M3G) in the adult mouse brain (Laux et al., 2011). The 
presence of M3G and M6G in the brain is explained by the 
presence of enzymes of the UDP-glucuronosyltransferase 
1A and 2B families (UGT1A, UGT2B). These enzymes 
convert morphine to M3G and M6G and are expressed in 
neurons and astrocytes (Heurtaux et al., 2006; King et al., 
1999; Nagano et al., 2000; Suleman et al., 1998). 

Interestingly, our recent immunomapping of 
morphine-like immunoreactivity throughout the entire 
brain described the presence of endogenous alkaloids in 
various structures, including the hippocampus, olfactory 
bulb, band of Broca, basal ganglia and cerebellum. 
Morphine-like immunoreactivity was mainly present 
in GABAergic neuronal and astrocytic cell bodies and 
processes. In neurons, endogenous alkaloids are present in 
presynaptic terminals in the cerebellum and postsynaptic 
terminals in other regions of the mouse brain (Laux et al., 
2011). This further suggests that endogenous morphine 

and its derivatives may act as neuromodulators of brain 
functions.

Endogenous morphine has been detected in the spinal 
cord of many species, including the dog (Meijerink et al., 
1999), the rat (Donnerer et al., 1987; Meijerink et al., 
1999) and the mouse (Charlet et al., 2010). However, 
its precise localization and cellular distribution has not 
been established in the spinal cord, and consequently, no 
indication about their potential roles in the spinal cord 
physiology have been described.

The goal of our present study was to determine the 
structural and cellular distribution of morphine/M3G/
M6G/codeine immunoreactivity in the adult mouse spinal 
cord. A detailed immunohistochemical description of 
endogenous morphine-like compounds (i.e., morphine, 
M6G, M3G and codeine) in the adult mouse spinal 
cord was performed using conventional, confocal and 
electron microscopy to localize and characterize the 
immunoreactive cells and to determine the subcellular 
localization of endogenous morphine-like compounds.

MATERIALS AND METHODS
Animals
Experiments were performed on six 45 day old 

laboratory-bred, adult male C57BL/6 mice weighting 
30±3 g. Animals were given free access to food and water, 
with a 12 h light-dark cycle at a temperature of 22±2°C. 
All procedures were performed in accordance with 
European directives (86/609/EEC) and were approved 
by the regional ethics committee and French ministry of 
agriculture (license No. 67-116, to P.P.).

Antibody characterization
Antibodies used in the present study are commercially 

available and already used in previous studies. Table 1 
provides informations about these antibodies including 
immunogens, species, commercial sources and dilutions 
used in the present study.

γ-aminobutyric acid (GABA) antibody.

Affinity-purified anti-GABA antiserum (Sigma 
Aldrich, ref: A2052, St. Louis, USA) was raised against 
GABA conjugated to bovine serum albumin (BSA) via a 
glutaraldehyde treatment and evaluated for specificity 
with a dot-blot immunoassay (Ito et al., 2007; Ligorio 
et al., 2000)), and it was blocked by preincubation 
with either GABA or GABA-BSA in mouse spinal cord 
(Heinke et al., 2004). The antiserum specifically labeled 
electrophysiologically identified GABAergic hippocampal 
neurons in cultures prepared from GAD67-GFP mice 
(Ikeda et al., 2008). As previously described, this antiserum 
labels GABAergic neurons after paraformaldehyde fixation 
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without addition of glutaraldehyde (Heinke et al., 2004; 
Ikeda et al., 2008).

Choline acetyltransferase (ChAT) antibody.

ChAT was labeled with an affinity-purified polyclonal 
antiserum raised in goat against ChAT enzyme purified 
from human placenta (Chemicon-Millipore, ref: AB144P, 
Molsheim, France). It stains a single band of 68-70 kDa on 
a Western blot from rat (see manufacturer’s data sheet) 
and human brain extracts (Gill et al., 2007). This antiserum 
was previously used to label spinal cord motor neurons 
in humans (Gill et al., 2007) and mice (Matsumoto et al., 
2007).

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody.

The rabbit anti-GFAP polyclonal antiserum (DAKO, ref: 
Z0334, Glostrup, Denmark) was produced using GFAP 
isolated from cow spinal cord. The staining pattern by 
immunohistochemistry matched the expected distribution 
of GFAP in the mice auditory brainstem (Abraira et 
al., 2007). Using cultured mouse primary astrocytes, 
the antibody staining demonstrated a filamentous 
pattern, which was consistent with the GFAP presence 
in intermediate filaments. Using Western blotting, this 
antibody recognized a band of approximately 55 kDa 
from mouse brain extracts (Arantes et al., 2009). This 
antiserum was used in our previous study on mouse brain 
and displayed a specific labeling of astrocytes cell bodies 
and processes (i.e., astrocytic foot around blood vessels) 
(Laux et al., 2011).

Tyrosine hydroxylase (TH) antibody.

The rabbit anti-TH polyclonal antiserum (Chemicon-
Millipore, ref: AB152, Molsheim, France) was produced 
using denatured full length TH isolated from rat 
pheochromocytoma. Its specificity has been corroborated 
by western blot analysis in rat, mouse, ferret, feline, and 
aplysia (see manufacturer’s data sheet), and it selectively 
labels a single band at approximately 62 kDa. In addition, a 
selective label of dopaminergic neurons in the substantia 
nigra pars compacta has been previously observed (Laux 
et al., 2011; Martin-Ibanez et al., 2006). The results 
presented in this study reveal a similar labeling and 
distribution of dopaminergic innervations in the spinal 
cord as previously described (Brumovsky et al., 2006).

Microtubule-associated protein 2 (MAP2) antibody

The rabbit anti-MAP2 antibody (Chemicon-Millipore, 
ref: AB5622, Molsheim, France) was generated using 
purified microtubule associated protein from rat brain. 
The antibody recognizes all isoforms of MAP2 (MAP2a, 
MAP2b, MAP2c and MAP2d). However, it has a strongest 
immunoreactivity for MAP2a and MAP2b. Analyzing adult 
rat brain soluble extract by Western blot, the antibody 
recognizes a 280 kD double band that corresponds to 

MAP2a and MAP2b, as well as a 70kD doublet that 
corresponds to MAP2c (see manufacturer’s data sheet).

Morphine antibody.

The mouse anti-morphine antibody (6D6, Aviva System 
Biology, ref: 16002, San Diego, USA) was produced using a 
morphine-BSA conjugate. This antibody has already been 
used and extensively controlled (Glattard et al., 2010; 
Laux et al., 2011; Muller et al., 2008), demonstrating the 
specificity of the labeling. (i) In ELISA, the 6D6 antibody 
recognized morphine, codeine, M3G and M6G without 
any cross reactivity with other morphine precursors or 
related compound (i.e., dopamine or THP). (ii) Control for 
the cross-linking of morphine, M6G, M3G and codeine to 
proteins by paraformaldehyde (PFA) has been performed 
in vitro and in vivo, showing that endogenous alkaloids 
are covalently bound to protein after PFA treatment. 
(iii) An increase in immunoreactivity in the striatum 
was observed after intracerebroventricular injection of 
morphine, codeine, M6G and/or M3G, and a gradient in 
the morphine immunoreactivity (MIR) density of cells, 
extracellular space and process labeling were dependent 
on the distance from the injection site. (iv) Finally, 
immunoprecipitation experiments using the 6D6 antibody 
performed on mouse brain extracts led to endogenous 
alkaloid recovery (Laux et al., 2011).

Three specificity controls were performed in the 
present study: (i) the morphine antibody was omitted to 
control for nonspecific binding of the secondary antibody 
in the spinal cord sections, and the omission of the primary 
antibody resulted in no peroxidase-label in the tissue 
sections; (ii) immunoreactivity was absent when the 6D6 
antibody was preabsorbed 1 h with 3 µM morphine (Sigma-
Aldrich), codeine (Sigma-Aldrich), M6G (Sigma-Aldrich) or 
M3G (Sigma-Aldrich) before immunohistochemistry; and 
(iii) western blotting of mouse spinal cord extracts with 
the 6D6 antibody was performed and showed no cross 
reactivity of the antibody with other proteins (Laux et al., 
2011). 

The MIR observed with the 6D6 antibody may 
correspond to endogenous morphine, codeine, M6G and/
or M3G. The results observed in the present study were 
consistent with previous studies (LAUX et al., 2011) and 
showed that MIR was primarily located in astrocytes and 
GABAergic cells.

Immunohistochemistry
Tissue preparation for immunohistochemistry studies.

Mice were deeply anesthetized by intraperitoneal 
injection of 0.1 ml of a 5.6% (w/v) pentobarbital sodium 
solution (CEVA Santé Animale, Libourne, France) and 
perfused transcardially with fixative solution using 
a peristaltic pump. For conventional and electron 
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microscopy, a fixative solution of 4% formaldehyde (EMS, 
Hatfield, USA) in a 0.1 M NaCl/Pi buffer (Disodium hydrogen 
phosphate dihydrate, 1.28% (w/v), sodium dihydrogen 
phosphate monohydrate, 0.38% (w/v); pH 7.4) with 0.25% 
(v/v) glutaraldehyde (VWR, Fontenay sous bois, France) 
was used. The same fixative solution was used for laser 
confocal microscopy, except that glutaraldehyde was 
omitted. Fixative solutions were chilled and then perfused 
for 10 min with a peristaltic pump at a flow rate of 10 ml/
min. The spinal cord was quickly removed and incubated 
for 2 h at 4°C in the same fixative solution. Sections of 
spinal cord (50 µm thick) were cut with a vibratome (Leica 
VT 1000 S, Nanterre, France) and collected in Tris-buffered 
saline (TBS: 50 mM Tris-HCl, 0.9% NaCl, pH 7.4).

Slices Immunostaining. 

Immunostaining was performed on slides, free-floating 
in TBS, as previously described (Hedou et al., 2000). Tissue 
slices were washed in TBS and incubated for 1 h in bovine 
serum albumin (BSA; Euromedex, Mundolsheim, France) 
diluted in TBS (5%, w/v) in order to saturate nonspecific 
immunoreactive sites. After saturation sections were 
incubated overnight with mixture of primary antibody 
raised in different species in TBS containing 0.1% (v/v) 
Triton X100 (Sigma-Aldrich). Triton was omitted for 
electron microscopy. Primary antibodies were used as 
described in the list of antibody of the Table 1. After 
incubation with the primary antibody, tissue slices were 
washed six times with TBS (5 min) and specific secondary 
antisera were added for 2 h at room temperature (RT), 
followed by six TBS washes (5 min). These secondary 
antisera were (i) HRP-conjugated donkey anti-mouse IgG 
(P.A.R.I.S., ref: BI 2413C, Paris, France; dilution 1:400), 
(ii) Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-rabbit IgG 
(Molecular Probes-Invitrogen, ref: A21206, Cergy Pontoise, 
France; dilution 1:1000), (iii) 488-conjugated donkey anti-
goat IgG (Jackson immunoresearch, ref: 705-486-147, 
Suffolk, England; dilution 1:500) and (iv) Cy3-conjugated 
donkey anti-mouse IgG (Jackson immunoresearch, ref: 
715-165-150; dilution 1:1000). Several controls were 
carried out to assess antibody specificity and nonspecific 
immunoreactivity. Primary antibodies were omitted and 
each secondary antibody was tested individually or in a 
mixture in the presence of tissue sections. Each antibody 
was also tested with the secondary antibody used for the 
second immunolabelling in order to determine whether 
interspecies cross-reactivity exists.

Light microscopy
Peroxidase activity was measured after a 10 min 

incubation period in a freshly prepared solution of 
4-chloro-1-naphtol (0.2 mg/ml) in TBS containing 0.006% 
(w/v) hydrogen peroxide. After washing with TBS, the 
sections were mounted in glycerol/TBS (1:1, v/v) before 

analysis with a Leica DMRB microscope equipped with a 
digital camera (Axiocam, Zeiss, Le Pecq, France).

Electron microscopy
Peroxidase activity was detected with a freshly 

prepared solution of 0.025% (w/v) 3,3-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride in TBS containing 0.006% (w/v) 
hydrogen peroxide. After washing with NaCl/Pi buffer, 
sections and slides were postfixed for 30 min with 2.5% 
glutaraldehyde in 0.1 M NaCl/Pi buffer (pH 7.4), and 
then with 1% (w/v) osmium tetroxide in 0.1 M NaCl/Pi 
buffer (pH 7.4) at 4°C for 1 h. Sections were dehydrated 
in ethanol and embedded in Araldite resin (Hedou et al., 
2000). Ultrathin sections were observed with a Hitachi 
H 7500 electron microscope (Hitachi, Monroeville, USA) 
without additional staining. Pictures were acquired with 
a Hamamatsu Digital camera (C 4742-95, Massy, France).

Confocal microscopy observations
Immunofluorescent staining was analyzed with a 

Zeiss laser scanning microscope (LSM510 invert, Zeiss) 
equipped with a plan apo 63X oil immersion and a 40X 
oil immersion lens. Tissue sections were subjected to 
optical serial sectioning to produce images in the X–Y 
plane. Each optical section was scanned eight times to 
obtain an average image. Pictures were recorded digitally 
in a 1024x1024 pixel format. A look-up table (Range 
indicator, Zeiss) ensured that the full dynamic range of the 
photomultipliers was used. Before each measurement, a 
series of sections was acquired through the vertical axis in 
order to choose the equatorial section.

Anatomical and cellular distribution 
The anatomical structures were identified under 

direct observation using the atlas and nomenclature 
of the Allen brain atlas Allen Spinal Cord Atla, http://
mousespinal.brain-map.org/. Seattle (WA): Allen Institute 
for Brain Science. ©2009.. Cartography was performed 
on four animals, and the staining was identical for each 
experiment.

Photomicrographs
Figures including photomicrographs were made with 

Adobe Photoshop software without changing brightness, 
contrast and exposition. For all series of experiment 
using microscopy, images where captured with the 
same parameter and setting of brightness, contrast and 
exposition.
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RESULTS

Endogenous morphine-like immuno-
reactivity distribution at the different 
levels of the adult mouse spinal cord
Light microscopy was used to analyze morphine, 

morphine glucuronides and codeine immunoreactivity 
(MIR) present in the cervical, thoracic and lumbar mouse 
spinal cord using the 6D6 antibody.

MIR in neurons of the spinal cord

A strong morphine-like immunoreactivity (MIR) was 
observed throughout the gray matter of the spinal cord, 
whereas lower levels of MIR was found in the white 
matter of the spinal cord (Fig. 1). The MIR distribution in 
the gray matter was similar through the cervical (Fig. 1A), 
thoracic (Fig. 1B) and lumbar sections of the spinal cord 
(Fig. 1C). However, a stronger MIR was observed in the 
dorsal horn superficial layers (I and II). Representation of 
the distribution of MIR neuronal cells (Fig. 1A-C, dots on 
the right side) showed no difference between the different 
levels of the spinal cords. No MIR neurons were found in 
laminae I to IV of the dorsal horn, but labeled neurons 
were present in the other gray matter areas. The neuronal 
MIR positive cells were primarily localized to laminae V 
to X. The presented sections are representative of the 
localization and the number of neuronal cells observed 
throughout the entire spinal cord (n=4).

MIR in the dorsal horn

Strong MIR was found in the processes of superficial 
layStrong MIR was found in the processes of superficial 
layers (I and II) of the dorsal horn, and this staining was 
similar between the different levels of the spinal cord 
(Fig. 2A-C). No labeled neuronal cells were found in the 
superficial layers, whereas intense MIR was present in 
numerous processes and astrocytic cells bodies (Fig. 3A 
and 3B, arrows). In the deeper laminae (V and VI), only 
few labeled neurons were observed (Fig. 3C, arrow).

In the white matter of the dorsal horn, strong MIR 
astrocytes were found on the edge of the spinal cord 
(Fig. 3D). The MIR astrocytes in the white matter were 
distributed homogeneously, and therefore, no correlation 
was detected between the distribution of MIR astrocytes 
and anatomical or functional fasciculus of the white 
matter. After pre-adsorbtion of the 6D6 antibody, 1h, with 
3µM of morphine, no immunoreactivity was detected in 
the dorsal horn gray matter (Fig. 3E) and in the edge of the 
white matter (Fig. 3F).

MIR in the ventral horn

In the ventral horn, MIR displayed an identical pattern 
of distribution in the different levels of the spinal cord. 
However, numerous labeled neuronal cells were observed 
in the cervical and lumbar ventral horn. In all cervical, 
thoracic, lumbar and sacral levels of lamina IX, MIR was 
observed in small, round-shaped cells but not in the motor 
neurons (Fig. 4A and 4B, asterisks). The labeled non-motor 
neurons were also observed in the lateral motor neuronal 
pool from the cervical level (Fig. 4C, asterisks). The MIR 
processes were present around the motor neurons and 
may correspond to astrocytic or neuronal processes (Fig. 
4A-C, white arrows). In lamina VII (Fig. 4D), VIII and X, MIR 
was found in round shaped cells throughout the spinal 
cord.

MIR was also found in the whole gray matter of the 
ventral horn in astrocytic cell bodies (Fig. 4A-D, black 
arrows), processes and in the astrocytic foot around blood 
vessels (Fig. 4E arrow). In the dorsal horn, astrocytes were 
the only MIR positive cells in the white matter. Numerous 
labeled astrocytes were observed at the edge of the spinal 
cord (Fig. 4F).

Characterization of morphine-like im-
munoreactive cells in the adult mouse 
spinal cord.
In the mouse brain, morphine-like compounds were 

fouIn the mouse brain, morphine-like compounds were 
found in GABAergic cells and astrocytes (Charron et al., 
2011; Laux et al., 2011). To characterize the cells and 
processes containing morphine-like compounds in the 
mouse spinal cord, we used confocal microscopy using 
different cell markers.

In the superficial laminae of the dorsal horn, co-labeling 
of morphine-like compounds and MAP2, a dendritic and 
neuronal cell body marker (Dehmelt and Halpain, 2005; 
Gritti et al., 2009; Tan et al., 2010), we find no evidence for 
colocalization of  MIR labelled neurons and MAP2 in the 
dorsal horn (Fig. 5A-B). However, it can not be excluded 
that other neurons (i.e., non mature neurons) also express 
endogenous alkaloids. MAP2 localization in the spinal cord 
neurons was in agreement with previous studies (Vercelli 
et al., 2008; Zhang et al., 2006a). However, in lamina V, 
co-labeling with an anti-MAP2 antibody indicated that 
large round shaped cells corresponded to neurons (Fig. 
5C, arrow). Moreover, using an anti-GABA antibody we 
demonstrated that MIR was present in GABAergic neurons 
of the lamina V (Fig. 5D, arrow). 

In the motor neuron pool of the ventral horn, the cell 
bodies displaying MIR (Fig. 5E) did not colocalize with ChAT, 
which is present in motor neurons. This suggests that the 



Résultats : Partie 1, Publication 2

Page | 106

motor neurons do not contain endogenous morphine, 
codeine and/or morphine glucuronides. However, 
immunolocalization of MIR within GABA-positive cells 
showed that some GABAergic interneurons that contain 
MIR were present in the motor neuron pools of lamina IX 
(Fig. 5F, arrow). ChAT localisation found in our experiment 
was in agreement with previously described localization 
in ventral horn (Matsumoto et al., 2007; Park et al., 2010) 
and in lamina XI (Tortarolo et al., 2006).

We previously described that, in the mouse brain, 
MIR was absent from dopaminergic cells and processes 
(Laux et al., 2011). A similar result was observed in the 
spinal cord; TH processes did not colocalize with the MIR 
processes, suggesting that MIR labeled processes do 
not correspond to dopaminergic innervations (Fig. 5G). 
TH-immunoreactive processes in the spinal cord were as 
previously described (Brumovsky et al., 2006; Mizukami, 
2004).

.Endogenous morphine-like compounds are present in 
astrocytic cell bodies and processes in the mouse brain 
(Laux et al., 2011). Using a light microscopy approach, we 
observed the presence of MIR in astrocytes throughout 
the mouse spinal cord. Double-label immunofluorescence 
using glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody, an 
astrocyte marker (Bramanti et al.), confirmed the presence 
of MIR in numerous astrocytes present in the spinal cord 
(Fig. 5H-I) and in the astrocytic foot processes around 
blood vessels (Fig. 5I, arrow). GFAP-label (i.e., astrocytes) 
in the spinal cord is similar to what was previously 
described (Tawfik et al., 2008). Colabeling of GFAP and 
MIR confirmed the presence of endogenous morphine, 
codeine, and/or morphine glucuronides in the astrocytes 
localized to the edge of the white matter (Fig. 5J).

Ultrastructural localization of mor-
phine-like immunoreactivity in the adult 
mouse spinal cord.
To assess if MIR elements were derived from a glial 

or neuronal origin, we performed electron microscopic 
immunohistochemistry on spinal cord sections. Similar 
results were found for each spinal cord section. As in 
the dorsal and ventral horn of the cervical spinal cord, a 
strong MIR was present in astrocytic cell bodies (Fig. 6A) 
and processes. We also observed labeling in the astrocytic 
processes around blood vessels (Fig 6B, arrow), whereas 
vascular epithelium was not labeled. For astrocytes, MIR 
was localized in the cytoplasm of some neuronal cells 
present in the gray matter of the spinal cord (Fig. 6C). 
Further, neuronal postsynaptic elements, recognizable by 
the typical postsynaptic density, contained MIR (Fig. 6D, 

arrow). However, MIR was not observed in the neuronal 
presynaptic endings.

DISCUSSION

Morphine-like alkaloids (i.e., morphine, M6G, M3G 
and codeine) are found in the central nervous system 
(CNS), and their concentration and localization have been 
described in the brain (Bianchi et al., 1993; Bianchi et al., 
1994; Charron et al., 2011; Laux et al., 2011; Meijerink et 
al., 1999; Muller et al., 2008). However, few studies have 
examined their presence in the spinal cord, although 
endogenous morphine presence has been characterized 
in the spinal cord (Charlet et al., 2010; Donnerer et al., 
1987; Meijerink et al., 1999). However, its localization has 
never been studied in the spinal cord.

The goal of the present study was to determine the 
localization of endogenous morphine, codeine, M6G 
and M3G in the adult mouse spinal cord using classical, 
confocal and electron microscopy to discover the function 
of endogenous alkaloids in the spinal cord’s physiology.

In the adult mouse spinal cord, endogenous 
morphine, codeine, M3G and/or M6G were observed in 
non-dopaminergic cells. Indeed, some of the GABAergic 
neurons of the spinal cord and astrocytic cell bodies 
and processes displayed a MIR that was homogeneously 
distributed at different levels of the spinal cord. The 
present mapping of morphine-like immunoreactivity 
represents a key step to design future experiments aimed 
at better understanding the role of morphine and/or 
morphine derivatives in spinal cord function.

MIR in non dopaminergic cells
EEndogenous morphine is believed to be derived 

from dopamine biosynthesis, and its synthesis pathway 
has been characterized in SH-SY5Y, a tumor-derived 
catecholaminergic cell line (Boettcher et al., 2005; 
Poeaknapo et al., 2004). Moreover, a recent publication 
showed the absence of endogenous morphine in mice 
lacking TH, suggesting that dopamine is necessary for 
endogenous morphine biosynthesis in vivo (Neri et al., 
2008). However, two recent articles revealed that, in 
the mouse brain, endogenous alkaloids are absent from 
dopaminergic neurons of the substantia nigra and their 
processes in the striatum (Charron et al., 2011; Laux et 
al., 2011). Dopaminergic processes have been shown to 
be present in the spinal cord (Brumovsky et al., 2006), 
and as observed in the brain (Charron et al., 2011; Laux 
et al., 2011), morphine-like immunoreactivity was absent 
from these neurons. These data are supported by the fact 
that endogenous morphine can be synthesized by non 
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dopaminergic cells (Molina et al., 1995; Poeaknapo et al., 
2004; Weitz et al., 1987).

These results, together with our brain studies (Charron 
et al., 2011; Laux et al., 2011), suggest that the biosynthesis 
of morphine is not completed in the dopaminergic 
neurons of the CNS, implying that the peripheral and 
central endogenous morphine biosynthesis pathways 
are different. In the CNS, endogenous morphine, codeine 
and/or morphine glucuronides may be taken up from the 
extracellular space by active or passive transport, or may 
result from an uptake of a morphine precursor, such as 
tetrahydropapaveroline (THP) (Charron et al., 2011; Laux 
et al., 2011). Further, it has been hypothesized that THP, 
a dopamine metabolite found in the brain extracellular 
space, may be used to synthesize morphine-like 
compounds (Boettcher et al., 2005). THP injection in mice 
leads to morphine production and excretion (Grobe et 
al., 2010). This hypothesis implies cooperation between 
different cell types to ensure the complete endogenous 
codeine/morphine/glucuronides biosynthesis.

MIR in GABAergic neurons
In this study, we described the localization of moIn 

this study, we described the localization of morphine-like 
compounds in some GABAergic cells in the spinal cord. 
The MIR-positive GABAergic neurons were present in all 
regions of the spinal cord and were primarily located in 
the gray matter of the ventral horn. MIR corresponded 
to the possible presence of morphine, M6G, M3G and/
or codeine. The presence of UGT1A6 in neurons of the rat 
brain (Brands et al., 2000; Suleman et al., 1998) suggests 
that, after morphine synthesis or uptake, some neurons 
are able to convert morphine into its glucuronides. Our 
electron microscopy study allowed us to describe the 
presence of morphine-like immunoreactivity only in 
postsynaptic elements in the spinal cord (no presynaptic 
MIR has been observed). This conclusion supports our 
results obtained in the mouse brain, where MIR was 
present in the postsynaptic elements in all regions except 
in the cerebellum, where presynaptic MIR was observed 
in GABAergic basket cells. In addition, the absence of 
morphine-like compounds in some GABAergic cells 
present in the dorsal horn was consistent with previous 
studies that showed that not all of the GABAergic cells 
contained MIR (Charron et al., 2011; Laux et al., 2011). 
We can hypothesize that morphine-like compounds may 
be synthesized by a subpopulation of GABAergic neurons 
and that this synthesis may be dependent on a specific 
transporter and/or enzyme expression.

Interestingly, endogenous morphine/GABAergic 
neurons were restricted to the anterior horn of the spinal 

cord (or ventral horn), an area where the cell bodies of 
alpha motor neurons receive input from a number of 
sources, including sensory neurons and interneurons. 
GABA plays a role in this area via an inhibitory effect 
on alpha motor neuron activity. These cells, that are 
affected in the so-called «anterior horn diseases», 
namely amyotrophic lateral sclerosis, spinal muscular 
atrophy, and progressive muscular atrophy, pathologies 
characterized by altered GABAergic system (Abdipranoto 
et al., 2008). Morphine has the highest affinity for the 
µ opioid receptors (MORs) which are often found at 
postsynaptic locations as well as presynaptically. Since 
presynaptic MORs inhibit neurotransmitter release; 
through this mechanism, endogenous morphine might 
modulate the release of the inhibitory neurotransmitter 
GABA or regulate GABA synthesis. Further studies are 
necessary to establish the functional relevance and 
interdependence of GABA/morphine containing neurons 
in spinal ventral horn, particularly in muscle activity and 
its related pathologies.

MIR in astrocytes
As previously described in the adult mouse brain 

(Charron et al., 2011; Laux et al., 2011), our results showed 
the presence of endogenous morphine-like compounds 
in a large number of astrocytes throughout the spinal 
cord. Astrocytes do not express TH (Jaeger, 1985) and, 
thus, are unable to synthesize dopamine and endogenous 
morphine and its derivatives de novo. As postulated 
above, astrocytes may achieve morphine biosynthesis by 
uptaking the precursors. However, another hypothesis 
suggests that, because astrocytes are known to be 
involved in the uptake of neurotransmitters from the 
extracellular space (Iversen, 2006), astrocytes may be able 
to take up morphine via specific transporters (Charron et 
al., 2011; Laux et al., 2011). In addition, the presence of 
UGT1A6 in primary rat astrocyte cultures (Heurtaux et al., 
2006; Suleman et al., 1998) suggests that astrocytes may 
catabolize morphine into morphine-glucuronides. The 
present description of MIR in the astrocytic foot processes 
around blood vessels may also suggest a possible uptake/
release from the blood (Brix-Christensen et al., 2000; Brix-
Christensen et al., 1997; Glattard et al., 2010). Finally, we 
are able to postulate that astrocytes may be responsible 
for the morphine catabolism in the spinal cord, which 
could lead to further studies in the fields of opiates 
addiction and tolerance processes.

MIR and the µ opioid receptor
Morphine and its derivative, M6G, preferentially bind 

the µ opioid (MOR) and the δ opioid (DOR) receptors 
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(Matthes et al., 1996; Trescot et al., 2008). In the spinal cord, 
the highest density of MORs were found in the processes 
of the superficial layers I and II of the dorsal horn (Abbadie 
et al., 2000; Zhang et al., 2006b). MORs were also found in 
the processes of others layers of the spinal cord but with 
less intensity. Interestingly, motor neuronal cell bodies 
have been shown to express the MORs (Abbadie et al., 
2000; Zhang et al., 2006b). The presence of MORs in the 
same area of MIR, such as lamina I and II and in the motor 
neuron pool, suggests a role for endogenous alkaloids in 
these areas. However, several endogenous peptides are 
also able to bind MORs, including -endorphin ((Reisine, 
1995)) and, endomorphin-1 and endomorphin-2 (Zadina 
et al., 1997). Because multiple MOR-binding peptides 
exist in addition to morphine-like compounds (e.g. in the 
superficial layer I and II) (Martin-Schild et al., 1999; Pierce 
and Wessendorf, 2000), it is difficult to speculate on the 
individual effects of endogenous alkaloids. However, 
such colocalization strongly suggests that endogenous 
morphine or its derivatives could act as novel high-affinity 
endogenous MOR agonists.

CONCLUSION
Although no definitive role has been attributed to 

endogenous morphine and its derived compounds found 
in nervous system tissue, their presence in GABAergic 
neurons and astrocytes in the spinal cord needs to be 
studied further. Endogenous morphine has been shown to 
be implicated in the regulation of pain and in weakening 
the memory of a nociceptive experience, which plays a 
similar role as its exogenous counterpart (Charlet et al., 
2010; Guarna et al., 2002; Guarna et al., 2004; Guarna 
et al., 2005). However, the mechanism of action of 
endogenous morphine in the CNS remains unknown, and 
the presence of endogenous morphine-like compounds in 
non-dopaminergic cells and in regions of the spinal cord 
not usually involved in pain modulation allows for exciting 
future studies to examine and extend the role of these 
endogenous opiates beyond their analgesic functions.
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Table 1. Table of primary antibodies used 

Antigen Immunogen Raised in Manufacturer data IHC Dilution 

Morphine BSA-morphine conjugate Mouse 
monoclonal 

Aviva system biology 
(AVAMM16002-4) 1:1,000 

ChAT Human placental enzyme Goat 
polyclonal 

Chemicon-Millipore 
(AB144P) 1:250 

GFAP GFAP isolated from cow spinal cord Rabbit 
polyclonal DAKO (Z0334) 1:1,000 

TH Denatured TH from rat 
pheochromocytoma 

Rabbit 
polyclonal 

Chemicon-Millipore 
(AB152) 1;1,000 

GABA BSA-GABA conjugate 
done with glutaraldehyde 

Rabbit 
polyclonal 

Sigma Aldrich  
(A2052) 1:500 

MAP2 Purified MAP2 from rat brain Rabbit 
polyclonal 

Chemicon-Millipore 
(AB5622) 1:500 

Table 1.
Table of primary antibodies used. BSA, bovine serum albumin; ChAT, Choline acetyltransferase; GABA, 

γ-Aminobutyric acid; GFAP, glial fibrillary acidic protein; IHC, immunohistochemistry; TH, tyrosine hydroxylase.
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Figure 1.
The distribution of MIR in the cervical (A), thoracic (B), and lumbar (C) spinal cord. The left side contains 

representative x10 magnification microscopic pictures, whereas the right side shows a schematic of the 
anatomic representation of the section. The black dots represent labeled neuronal cells observed on the 
picture presented on the left side. The presented sections are representative of the localization and the 
number of neuronal cells observed throughout the entire spinal cord (n=4). Laminas are named in roman 
numerals. Scale bars = 200 µm A-C.
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Figure 2.
The distribution of MIR in the dorsal horn at different levels of the adult mouse spinal cord. A: Cervical. B: 

Thoracic. C: Lumbar. The distribution of MIR was similar between the different levels of the spinal cord; no 
MIR-positive neurons were present in the superficial laminas of the dorsal horn, whereas MIR was observed 
in astrocytes and processes. L-I, Lamina I; L-II, Lamina II; L-III, Lamina III. Scale bars = 50 µm A-C
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Figure 3.
Higher magnifications of MIR-distribution in the dorsal horn of the adult mouse spinal cord. A: A high 

magnification of laminae I and II from a lumbar section. B: A high magnification of thoracic laminae I and II. 
Both pictures in A and B show no MIR in dorsal horn neurons, whereas astrocytes (arrows) show high MIR. 
C: A labeled neuronal cell (arrow) in the lamina V of a cervical section of adult mouse spinal cord. D: MIR 
observed in astrocytes was found at the edge of the dorsal white matter of the spinal cord. E-F: No MIR is 
detected when the 6D6 antibody was pre-adsorbed 1 h with 3 µM morphine, in the dorsal horn gray matter 
(E) and in the edge of the white matter (F), confirming the specificity of the labelling (experiment done in 
parallel with non preadsorbed antibody). On the upper right corner, a schematic representation of a cervical, 
thoracic or a lumbar spinal cord indicates the localization of the picture by a frame. L-I, Lamina I; L-II, Lamina 
II; L-III, Lamina III; L-V, Lamina V. Scale bars = 20 µm A-F.
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Figure 4.
The distribution of MIR in the ventral horn of the adult mouse spinal cord. A, B: The observation of MIR in 

the motor neuronal pool present in the lamina IX of a cervical (A) and thoracic (B) section of the spinal cord. 
*MIR positive neurons. C: MIR present in neurons (asterisk), astrocytes (black arrow) and labeled astrocytic 
or neuronal processes around the motor neuronal soma (white arrow) in the lateral motor neuronal pool of 
the cervical spinal cord. D: MIR present in neuronal cells in the lamina VII of lumbar spinal cord section. The 
arrow shows a MIR astrocyte. E: MIR present in the astrocytic foot around blood vessels (arrow) in the lamina 
VII of a lumbar section. F: MIR observed in astrocytes present at the edge of the ventral white matter of the 
spinal cord. In upper right corners, schematic representations of a cervical, thoracic or a lumbar spinal cord 
displays the localization of the picture by a frame. L-VII, Lamina VII; L-IX, Lamina IX. Scale bars = 20 µm in A-C, 
E, F; 50 µm in D.
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Figure 5.
The characterization of MIR-positive cells in the adult mouse spinal cord by confocal microscopy. A: Co-

labelling of MIR (magenta) with MAP2 (green) in the dorsal horn of a cervical section, which was similar for 
all spinal cords regions. No colocalization between the two markers was observed in either the cells bodies 
or in the processes, suggesting neurons do not contain morphine-like compounds in the dorsal horn. B: High 
magnification of a co-labelling of MIR (magenta) and MAP2 (green) in the dorsal horn of a lumbar section. 
No colocalization was found in neurons present in this spinal cord area. C: Co-labelling of MIR (magenta) with 
MAP2 (green) in the lamina V of a thoracic section, showing that MIR-positive cells in this lamina correspond 
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Figure 6.
Electron microscopy micrographs of the MIR present in the gray matter of the adult mouse spinal cord. A:  

MIR present in an astrocyte of the ventral horn of the cervical spinal cord, recognizable by its bipolar cell body 
and small soma. B: Label of an astrocytic foot around a blood vessel (arrow). C: MIR-labeled neuronal cell 
present in the gray matter of the spinal cord. The foiled nucleus and the large round shaped soma correspond 
to neuron’s structural characteristics. D: A MIR dendrite (arrow) recognizable by numerous postsynaptic 
densities. Presynaptic endings were not labeled in the spinal cord. Scale bars = 1 µm in A, B; 2 µm in C; 500 
nm in D.

to neurons. The arrows point at a co-labelled cell. D: Co-labelling of MIR (magenta) with GABA (green) in the 
lamina V of a lumbar section, showing that the MIR-positive neurons in this lamina correspond to GABAergic 
neurons. E: Co-labelling of MIR (magenta) and ChAT (green) in a motor neuronal pool of lamina IX of a lumbar 
section, showing that motor neurons (ChAT+) do not contain morphine-like compounds. F: Co-labelling of 
MIR (magenta) and GABA (green) in a motor neuronal pool of lamina IX of a cervical section, showing that 
MIR neuronal cells are GABAergic. The arrows point at a double labelled cell. G: Colabeling of MIR (magenta) 
and TH (green) in lamina VII of the lumbar spinal cord. No MIR was observed in dopaminergic endings. H: 
Co-labelling of MIR (magenta) and GFAP (green) in lamina II of the thoracic spinal cord, showing the presence 
of MIR in astrocytes in the dorsal horn. I: Colabeling of MIR (magenta) and GFAP (green) in lamina VII of 
the cervical spinal cord, demonstrating the presence of MIR in astrocytes and astrocytic feet around blood 
vessels (arrow; white label). J: Co-labelling of MIR (magenta) and GFAP (green) in the ventral white matter 
of a lumbar spinal cord section, showing a colocalization of the two markers in astrocytes at the edge of the 
spinal cord (white label). ChAT, Choline acetyltransferase; GABA, γ-aminobutyric acid; GFAP, glial fibrillary 
acidic protein; MAP2: microtubule-associated protein 2 ; TH, tyrosine hydroxylase; L-I, Lamina I; L-II, Lamina 
II; L-III, Lamina III; L-V, Lamina V; L-VII, Lamina VII; L-IX, Lamina IX. Scale bars = 10 µm in B; 20 µm in A, C-J.





I. Résumé

I.1. Contexte et question posée

Différentes études décrivent l’existence de protéines non identifiées liant la morphine au 

sein du SNC (cf. : I.Introduction, I.6, p.22). Cette liaison est qualifiée de forte et même de covalente 

par certains auteurs puisque dans certains articles celle-ci est résistante à la précipitation et à 

la dénaturation des protéines (conservation après migration sur gel SDS-PAGE). La présence de 

protéines différentes des récepteurs aux opioïdes et capables de lier la morphine suggère que la 

morphine pourrait avoir un mode d’action ou des fonctions différentes de celles précédemment 

décrites. La morphine pourrait ainsi moduler le(s) rôle(s) de ces protéines ou encore, l’action 

de la morphine pourrait être elle-même modifiée par son interaction avec ses protéines de 

liaison. L’absence de morphine endogène et de ses dérivés dans la plupart des terminaisons 

présynaptiques, ainsi que leur présence dans le cytoplasme des neurones et des astrocytes 

décrite dans la partie précédente, suggèrent que ceux-ci pourraient avoir un rôle différent de 

celui de neurotransmetteur ou neuromodulateur postulé jusqu’à présent (Guarna et al., 2005; 

Kream et al., 2007; Muller et al., 2008).

L’identification de ces protéines, ainsi que l’analyse de leurs caractéristiques de liaison 

aux alcaloïdes, constitueraient en plus de l’apport fondamental, de nouveaux outils permettant 

l’étude de la morphine endogène. En effet, la présence de protéines de liaison de forte 

affinité pourrait expliquer les difficultés de quantification des alcaloïdes endogènes. Une 

caractérisation de ces liaisons fortes, ainsi que la mise au point de techniques de dissociation 

pourraient accroître les quantités de morphine endogène libre, et donc détectées. Par ailleurs, 

ces protéines de liaison pourraient être impliquées dans la synthèse et/ou le catabolisme de 

la morphine endogène. Une caractérisation de ces protéines pourrait également permettre 

l’éventuel développement de modèles d’études de la morphine endogène (p. ex. souris 

génétiquement modifiée).
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Partie 2
Identification de protéines de liaison des alcaloïdes 

endogènes et exogènes : la PEBP et la Créatine Kinase
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 f Quelles sont les protéines de liaison de la morphine au sein du système nerveux central, 

et quelles sont les caractéristiques de cette liaison ?

J’ai dans un premier temps participé à une étude (publication 3) dont le but était de 

déterminer les propriétés de liaison des opiacés à la PEBP (phospatidylethanolamine binding 

proteine) qui était décrite pour lier des dérivés de la morphine (cf. : I.Introduction, I.6, p.22). 

Dans un second temps, nous avons identifié une nouvelle protéine liant à très forte affinité les 

alcaloïdes endogènes et exogènes dans le cerveau de souris. Cette étude n’est pas totalement 

finalisée, cependant les résultats obtenus sont présentés sous forme de manuscrit provisoire 

(publication 4) et ont fait l’objet de trois demandes de dépôt de brevet.

I.2. Approches & Résultats

Cette partie de mon manuscrit décrit mes deux études portant sur les interactions entre 

les alcaloïdes endogènes et exogènes et deux protéines présentes au sein du SNC.

 f Publication 3 : La PEBP est une protéine décrite initialement pour lier la 

phosphatidyléthanolamine (PE), mais également les dérivés de la morphine. En effet, 

la PEBP est décrite pour reconnaître la  β-bromoacetamidomorphine (Grandy et al., 

1990), ainsi que la M6G (Goumon et al., 2006). Cependant les propriétés de la liaison 

des opiacés avec la PEBP restaient inconnues. Afin de caractériser les propriétés de 

liaison de la PEBP avec la morphine, la M6G et la M3G, une approche de spectrométrie 

de masse non covalente a été utilisée. Nous avons décrit dans un premier temps que 

la PEBP purifiée à partir de cerveau de bœuf  (bPEBP), ainsi que la PEBP recombinante 

humaine (hPEBP), sont toutes les deux capables de lier la M6G et la M3G, alors qu’aucune 

affinité entre la PEBP et la morphine n’a été détectée. Dans un second temps, nous 

avons décrit que la position du glucuronide (C3 ou C6) sur la morphine n’influence pas 

les propriétés de liaison avec la PEBP. Nous avons également décrit que la bPEBP et la 

hPEBP possèdent une affinité identique pour la PE (ligand de référence) pour la M6G 

et la M3G. Finalement, nous avons observé que la PEBP était capable de lier plus d’une 

molécule de M6G ou M3G sans entrer en compétition avec la PE. Cette première étude 

décrit donc une interaction de faible affinité (facilement dissociable) entre la PEBP et les 

glucuronides de la morphine.

 f Publication 4 : Lors de ma deuxième étude, nous avons recherché la présence d’une 

protéine liant à haute affinité les alcaloïdes endogènes dans le SNC de souris. Ainsi, après 
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avoir déposé des extraits de cerveau de souris sur gel SDS-PAGE (Tampon particulier et 

sans traitement thermique) et transféré ce gel sur membrane de PVDF, nous avons pu 

détecter un complexe protéine-morphine d’environ 40-45kDa à l’aide de 6 anticorps  

anti-morphine différents. Ces premiers résultats démontrent que des alcaloïdes 

endogènes sont présents de manière liée dans un extrait de cerveau de souris. L’anticorps 

utilisé (6D6, Aviva Systems Biology) pour le reste de cette publication est le même que 

celui utilisé pour la cartographie de la morphine endogène et de ses dérivés dans le SNC 

(cf. : Résultats, partie 1, publication 1 & 2). De plus, ce complexe protéine-alcaloïdes 

est de haute affinité puisqu’il est résistant à la migration sur gel SDS-PAGE et à un 

traitement thermique en présence de détergents et d’agents dénaturants. Cependant, un 

traitement thermique (10mins à 100°C) dans un tampon contenant de l’urée provoque 

une dissociation de ce complexe (l’urée étant souvent utilisée comme agent chaotrope 

pour la dissociation de complexes protéiques).

Dans un second temps, afin d’identifier la protéine liant les alcaloïdes endogènes, 

un gel bidimensionnel a été réalisé avec des extraits de cerveau de souris. Le complexe 

immunoréactif a été identifié comme contenant la créatine kinase de type B (CK-B). Nous 

avons également décrit qu’il n’existait pas de cross-réactivité entre la CK et l’anticorps 

anti-morphine. L’utilisation de la créatine kinase active commerciale purifiée à partir de 

cerveau humain (CK-B) ou à partir de muscle de lapin (CK-M), indique la présence de ce 

complexe même dans les lots commerciaux. En effet, afin de préserver l’activité de la 

CK, une purification douce est nécessaire. Etant donné la forte affinité du complexe CK-

alcaloïdes endogènes, il n’est pas étonnant d’observer la présence d’alcaloïdes endogènes 

liés. L’utilisation d’anticorps dirigés contre la partie N-ter ou C-ter de la CK a montré une 

augmentation de l’immunoréactivité pour la CK avec l’anticorps C-ter après dissociation 

des alcaloïdes endogènes (urée, 10mins à 100°C), tandis que l’immunoréactivité pour 

la partie N-ter n’est pas affectée. Ces résultats suggèrent que les alcaloïdes endogènes 

seraient liés au niveau de la partie C-ter de la CK, que ce soit la CK-B de souris, humaine, 

ou la CK-M de lapin.

Nous avons ensuite montré qu’il était possible de dissocier/réassocier ce complexe 

en conditions douces : (i) Le lithium, un agent chaotrope, est capable de dissocier le 

complexe CK-alcaloïdes de manière dose dépendante. (ii) L’héparinate de lithium (LH) est 

également capable de dissocier ce complexe, alors que l’héparine seule n’induit aucune 

dissociation. (iii) Il est également possible d’associer des alcaloïdes exogènes à la CK. 
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Cette association nécessite la présence de LH ou de lithium. (iv) Finalement, la présence 

nécessaire à la réassociation de lithium et de LH suggère que d’autres molécules endogènes 

seraient liées à la CK (p. ex., dopamine). En effet, ces agents chaotropes permettraient de 

dissocier ces molécules endogènes et ainsi, à davantage de morphine de se lier à la CK 

(d’où l’augmentation de l’immunoréactivité pour la morphine et ses dérivés endogènes).

Finalement, nous avons cherché à identifier la portion de la CK responsable de la 

liaison aux alcaloïdes. Pour cela, nous avons déposé le résultat d’une digestion de la CK-M 

de lapin à la trypsine sur gel bidimensionnel. Nous avons identifié plusieurs fragments 

restant immunoréactifs à la morphine et ses dérivés, montrant ainsi que ces fragments 

étaient encore liés aux alcaloïdes endogènes. Ces fragments (entre 2 et 5 kDa) ont été 

analysés par spectrométrie de masse et possèdent le même motif peptidique C-ter. Ces 

résultats suggèrent qu’une portion plus petite de la CK, située dans sa partie C-ter, est 

capable de lier à haute affinité la morphine ou ses dérivés.

A l’heure actuelle, deux aspects de cette étude restent à finaliser : (i) identifier par 

spectrométrie de masse l’alcaloïde endogène lié, (ii) déterminer si un peptide, contenant 

le motif liant les alcaloïdes, possède toujours une affinité et une spécificité de cette liaison 

pour la morphine et ses dérivés et (iii) rechercher si se complexe est existant in situ ou s’il 

résulte de l’homogénéisation des tissus.

I.3. Conclusions

Les résultats présentés dans cette partie de mes travaux engendrent de nouvelles pistes 

de recherche concernant les rôles ou les modes d’action de la morphine/alcaloïdes endogènes 

au sein du SNC. En effet, nous avons dans un premier temps décrit les propriétés d’une liaison 

de faible affinité entre les alcaloïdes et la PEBP et j’ai dans un second temps décrit l’existence 

d’un complexe de haute affinité entre la CK et les alcaloïdes endogènes qui est dissocié par le 

lithium. Les nouvelles hypothèses de recherche concernant les alcaloïdes endogènes apportées 

par ces résultats sont, entre autres : (i) la présence de complexes de faible affinité et d’autres de 

très haute affinité suggère que ces deux types de liaison n’ont pas le même but physiologique. 

(ii) Les actions de la morphine ou de ses dérivés endogènes et/ou exogènes pourraient être 

modulées par la liaison à ces protéines. (iii) La biodisponibilité, la synthèse et le métabolisme 

des alcaloïdes pourraient également être modulés par la liaison à ces protéines. Enfin, (iv) 

la liaison des alcaloïdes à ces protéines permettrait de moduler l’activité de celles-ci et, en 

particulier, l’activité enzymatique de la CK.
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La mise en évidence de ces protéines de liaison et la caractérisation d’un peptide de liaison 

ouvrent des perspectives d’applications/utilisations thérapeutiques et biotechnologiques. 

Celles-ci ont été détaillées dans la partie « perspectives » de ce manuscrit et font l’objet de 

deux brevets :

 f Brevet n°1 : Goumon Y., Laux-Biehlmann A., Stuber D. – PATENT N°, BIP209236FR01 : « 

Utilisation de la créatine kinase pour la prévention ou le traitement d’une addiction ».   

 f Brevet n°2 : En cours de dépôt : Goumon Y., Laux-Biehlmann A., Stuber D., Gräfe N. – D.I. 

N° 04170-02 : « Utilisation du lithium et de ses dérivés pour la dissociation des complexes 

créatine kinase-alcaloïde et protéines inconnues-alcaloïdes à des fins thérapeutiques ».
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Atmanene C., Laux A., Glattard E., Muller A., Schoentgen F., Metz-

Boutigue MH., Aunis D., Van Dorsselaer A., Stefano GB., Sanglier-

Cianférani S., Goumon Y.
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Summary
  Background: The phosphatidylethanolamine-binding protein (PEBP/RKIP), initially found to bind phospha-

tidylethanolamine (PE), has been shown to be associated with morphine derivatives. Our recent 
study on bovine primary chromaffi n cells showed that inside secretory granules, PEBP is noncova-
lently associated to endogenous morphine-6-glucuronide (M6G), a highly analgesic morphine me-
tabolite. During stress, M6G-PEBP complexes may be released into circulation to target peripheral 
opioid receptors. We now report the investigation of PEBP binding properties towards morphine 
and morphine analogs.

 Material/Methods: Noncovalent electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) was used to investigate bovine 
and human PEBP binding properties towards morphine and morphine-glucuronides.

 Results: We describe for the fi rst time that: (i) PEBP directly interacts with morphine glucuronides (M3G and 
M6G) but not with morphine, (ii) that the presence of a glucuronide group either on the 3rd or the 
6th morphine’s carbon does not affect these interactions, (iii) that M6G binds PEBP in a similar man-
ner as the reference ligand PE and (iv) that PEBP displays a similar affi nity for PE, M6G and M3G.

 Conclusions: Our results suggest that PEBP might protect M6G following its secretion into blood, leading to a 
longer half life. This study highlights the potentialities of ESI-MS to validate / invalidate the for-
mation of protein: ligand noncovalent complexes when low affi nity binders (i.e., compounds with 
affi nities lower than 103 M–1) are concerned.
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BACKGROUND

Morphine (Figure 1A) is one of the 40 alkaloids present in 
opium from the plant Papaver somniferum, and is one of the 
strongest analgesic compounds [1]. Morphine has been char-
acterized in numerous mammalian cells and tissues, its struc-
ture being identical to morphine from poppy (for review see 
[2–6]). A recent study performed on the human catecholamin-
ergic neuroblastoma cell line SH-SY5Y and on the mouse brain 
model concluded that endogenous alkaloids may be involved 
in neurotransmission [7,8] via their binding to μ opioid re-
ceptor [9]. In addition, it has recently been reported that mor-
phine-6-glucuronide (M6G), previously considered as a prod-
uct of morphine catabolism, is present in the secretory granules 
and released by stimulated chromaffi n cells from bovine ad-
renal medulla [10–12]. In these cells, morphine was not de-
tected indicating an almost total conversion of morphine into 
M6G. Moreover, no trace of morphine-3-glucuronide (M3G) 
was detected suggesting that the enzymatic process leading to 
M6G is different from that of the liver. Interestingly, M6G was 
found to be associated noncovalently to intragranular phos-
phatidylethanolamine-binding protein (PEBP or Raf-1 kinase 
inhibitor protein) [13], a protein previously described to bind 
morphine derivatives [14]. M6G (Figure 1C), as well as mor-
phine-3-glucuronide (M3G, Figure 1D), corresponds to liver 
catabolism products of morphine (Figure 1A). While M3G has 
no analgesic effect, M6G displays a stronger analgesic activity 
than morphine [15,16] with fewer side effects [16].

The PEBP/RKIP [17,18], initially described to bind phos-
phatidylethanolamine (PE, Figure 1B), belongs to a highly 
conserved group of ubiquitous proteins found in a variety 
of tissues from a wide range of organisms (bacteria, yeasts, 
insects, mammals and plants). PEBP corresponds to a 21kDa 
protein originally purifi ed as a cytosolic protein from bo-
vine brain [17] and later found to be associated with plasma 
or reticulum membranes [19]. Several reports have also de-
scribed the presence of PEBP immunoreactivity in biological 
fl uids [20] and secretions [13]. Numerous functions have 
been proposed for PEBP (for review see [21]), including in-
tracellular inhibition of MAP kinase (leading to its alterna-
tive name, Raf-1 kinase inhibitor protein or RKIP) [22]. In 
humans, cytoplasmic PEBP/RKIP is implicated in cancers 

and has been proposed as a metastasis suppressor and a cell 
sensitizer to chemotherapy and immunotherapy [23,24]. 
Human PEBP/RKIP may also be involved in Alzheimer dis-
ease [25], infertility, and diabetes [21]. Its implication as a 
carrier protein may also be one of its function.

Crystals of both human and bovine PEBP [26,27]  h ave shown 
a structure consisting of a large central b-sheet fl anked by 
a smaller one on one side, and by an a-helix on the other 
side. Along this protein family, sequence alignments show a 
conserved central region, D-P-D-x-P-x(11)-H-x(28,30)-H-R, 
which forms a consensus signature for the PEBP family [27]. 
This region is suspected to form part of a ligand-binding 
site, which can accommodate various anionic groups. Thus, 
in addition to PE, PEBP displays also an affi nity for nucleo-
tides (GTP or GDP), small GTP-binding proteins [28] and 
morphine derivatives [14].

Since the early 1990’s, electrospray ionization mass spec-
trometry (ESI-MS) [29] has been successfully used to de-
velop so-called noncovalent mass spectrometry approaches 
[30,31] to study supramolecular assemblies of biomolecules 
(for review see [32–35]). This soft ionization technique al-
lows weakly bound partners to be transferred intact from 
solution to the gas phase [36]. Their subsequent mass mea-
surement allows valuable information to be obtained, such 
as determination of binding stoichiometries [37,38], bind-
ing specifi cities [39,40] and relative binding affi nities [38].

The present study reports the ESI-MS characterization of 
PEBP binding properties towards morphine and morphine-
glucuronides. Titration and competition experiments were 
carried out in order to characterize bovine and human PEBP 
behaviours towards morphine, M6G and M3G. Binding spec-
ifi cities and relative affi nities are discussed and compared 
to PE binding properties.

MATERIAL AND METHODS

Protein purifi cation

Native bovine PEBP – Bovine PEBP (bPEBP) was prepared 
from calf brains obtained within 2 h after death from the 

Figure 1.  Chemical structure of (A) morphine, 
(B) 1,2-Dihexanoyl-sn-Glycero-
3-phosphatidylethanolamine, 
(C) morphine-6-glucuronide and 
(D) morphine-3-glucuronide.
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slaughterhouse. Purifi cation was performed as previously 
described [41,42]. The purifi ed protein was dialyzed at 4°C 
against water containing 2 mM b-mercapoethanol, lyophilized 
and stored at −20°C. After solubilization in the appropriate 
buffer, bPEBP purity was checked by mass spectrometry and 
concentration was determined by automatic Edman degra-
dation on an Applied Biosystems 473A sequencer (Applied 
Biosystems/Perkin Elmer, Boston, USA) and Bradford assay.

Cloning, over expression and purifi cation of human PEBP- Poly-A+ 
mRNA, from human oligodendrocytes grown on dishes 
(5×106 cells), was extracted using QIAGEN’s Oligotex di-
rect mRNA Mini kit. Purifi ed Poly-A+ mRNA was then sub-
mitted to Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
(RT-PCR) by use of TITAN one tube RT-PCR system (Roche, 
Meylan, France). Human PEBP (hPEBP) was produced with-
out any tag to be comparable with natural bovine PEBP. The 
forward primer was:

5’-ATATCATATGCCGGTGGACCTCAGCAAGTGGT-3’, in-
cluding a Nde I restriction site (underlined) at the 3’ end 
of the ORF. The reverse primer was: 

5 ’ -TATACTCGAGCTACTTCCCAGACAGCTGC
TCATACAGTTT-3’ including a Xho I restriction site at the 
3’ end of the ORF (underlined). The following PCR pro-
tocol was used: initial denaturation, 60°C 30 min, 94°C 2 
min; annealing and elongation, 94°C 30 s, 64°C 30 s, 68°C 
2 min, 30 cycles; prolonged elongation, 68°C 7 min. The 
PCR product was cloned into plasmid pET 31b(+) (Novagen, 
Merck Chemicals, Nottingham, UK) using NdeI and XhoI 
restriction endonucleases (New England Biolabs, Herts. UK) 
and T4 DNA ligase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). 
Competent E. coli BL21(DE3) cells (Novagen) were trans-
formed with pET31b(+) containing hPEBP insert.

For over-expression of hPEBP, 1 L of LB medium was inocu-
lated with a 15 mL overnight culture of E. coli BL21(pET31b-
hPEBP) cells and incubated at 30°C with shaking until OD600 
reached 0.7; then IPTG was added to a fi nal concentration of 
1 mM to induce expression of hPEBP. After further incuba-
tion at 30°C for 150 min, the cells were pelleted by centrifu-
gation at 4000 g for 5 min at 4°C and then frozen at –20°C. 
The frozen cell pellet was thawed in 30 mL ice-cold QAE buf-
fer (Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, NaN3 
0.05%). The suspension was sonicated and centrifuged. The 
supernatant was directly loaded on a QAE Sephadex A-50 col-
umn. The hPEBP purifi cation was then performed, according 
to the protocol described for natural bPEBP, i.e., three purifi -
cation steps were performed: QAE Sephadex A-50 chromatog-
raphy, isoelectrofocusing and Blue-Sepharose chromatogra-
phy [41]. The sequence of the purifi ed protein was verifi ed by 
mass spectrometry and N-terminal Edman microsequencing. 
About 10 mg of purifi ed hPEBP were obtained from 1 L of LB 
medium inoculated with E. coli BL21 (pET31b-hPEBP) cells.

Purity and integrity of both human recombinant and nat-
ural bovine proteins were checked, using protein sequenc-
ing, Western blot and ESI-MS analysis.

N-terminal sequence analysis

The sequence of purifi ed bPEBP and hPEBP were deter-
mined by automatic Edman degradation on an Applied 

Biosystems 473A sequencer (Applied Biosystems/Perkin 
Elmer, Carlsbad, USA). Samples purifi ed by HPLC were 
loaded on polybrene-treated and precycled glass-fi ber fi l-
ters [43]. Phenylthiohydantoin-amino acids (Pth-Xaa) were 
identifi ed by online HPLC on a C18 column (PTH C18, 
2.1×200 mm). Protein sequencing confi rmed the N-terminal 
sequence to be PVDLSKWSGPLS and PVDLSKWSGPLSLQ 
for natural bPEBP and recombinant hPEBP, respectively.

Western blot analysis

Proteins were separated on SDS-PAGE containing 15% 
acrylamide [44]. Intragranular matrix proteins from bovine 
chromaffi n cells were used as a control [13]. Proteins were 
electrotransferred [45] (45 min, 75 V) onto polyvinyldifl u-
orene membrane (PVDF; Amersham Pharmacia Biotech, 
Uppsala, Sweeden) and immunodetected with specifi c af-
fi nity repurifi ed [11] rabbit polyclonal antibodies raised 
against the HCNP (bovine and human PEBP1–11; dilution 
1:3,000). Western blot analysis allowed us to evaluate an ap-
parent molecular weight (MW) of 21 kDa for both natural 
bPEBP and recombinant hPEBP.

Alkaloids, and phosphatidylethanolamine preparation

Morphine, M6G and M3G (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 
Fallavier, France) were dissolved in Milli-Q water in or-
der to obtain initial stock concentrations of 15 mM, 
10.8 mM and 8.65 mM. The 1,2-Dihexanoyl-sn-Glycero-
3-Phosphatidylethanolamine (PE; Avanti Polar Lipids, 
Alabaster, USA) was fi rst dissolved in ethanol and then di-
luted in Milli-Q water to reach a PE concentration of 4.8 
mM in a 9:1 water/ethanol mixture (v/v).

Electrospray ionization mass spectrometry

Prior to ESI-MS experiments, natural bPEBP and recombi-
nant hPEBP were desalted using gel fi ltration (NAP-5, GE 
Healthcare, Little Chalfont, UK) and concentrated with 
microconcentrators (Centricon 10 kD, Amicon, Millipore, 
Molsheim, France) in a 50 mM ammonium acetate buf-
fer (pH 6.8).

ESI-MS measurements were performed on an electrospray 
time-of-fl ight mass spectrometer (LCT, Waters, Manchester, 
UK) equipped with a standard Z-spray source and a Speedi 
valve that allows the pressure in the fi rst pumping stage of 
the mass spectrometer to be modulated. Calibration was 
performed with the multiply charged ions produced by a 
horse heart myoglobin solution diluted to 2 μM in a 1:1 wa-
ter/acetonitrile mixture (v/v) acidifi ed with 1% (v/v) for-
mic acid. Samples were continuously infused into the ESI 
ion source at a fl ow rate of 6 μl / min through a Harvard 
syringe pump. Spectra were acquired in the positive ion 
mode on the mass range m/z 500–5000.

In order to preserve noncovalent interactions during the 
ionization/desorption process, instrumental settings were 
carefully tuned. For that, the accelerating voltage applied 
on the sample cone (Vc) and the pressure in the fi rst pump-
ing stage of the instrument (Pi) were adjusted with a partic-
ular attention as described elsewhere [36]. These parame-
ters control the energy transferred to the ions into the mass 
spectrometer and must therefore be optimized in order to 
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ONLYavoid complex dissociation into the gas phase, while ensur-
ing optimal ion desolvation and transmission. Here, Vc and 
Pi were respectively set to 40 V and 6.1 mbar, unless men-
tioned otherwise. In addition, assuming that free protein 
and protein: ligand complexes display the same ionization 
effi ciency, we evaluate the relative abundance of the differ-
ent species present on ESI mass spectra based on their rel-
ative peak heights. This assumption can be justifi ed by the 
fact that ligands molecular weight represent only 2% of pro-
teins molecular weight and, for this reason, protein ioniza-
tion effi ciency may not be infl uenced upon ligand binding 
[46]. Moreover, only the most abundant charge states, i.e. 
the 9+ and 10+ protonation states, were considered to eval-
uate relative abundances. The reproducibility of abundanc-
es evaluation was estimated to be within ±2–3%. Data inter-
pretation was realized MassLynx 4.0 (Waters, Manchester, 
UK) and deconvoluted mass spectra were obtained using 
the MaxEnt 1algorithm from MassLynx 4.0.

ESI-MS analyses in denaturing conditions

First, purity and homogeneity of both bPEBP and hPEBP 
were checked by working under denaturing conditions. 
Proteins were diluted to 5 μM in a 1:1 water/acetonitrile 
mixture (v/v) acidifi ed with 1% (v/v) formic acid. Under 
denaturing conditions, natural bPEBP gives rise to the de-
tection of a single ion distribution with a molecular weight 
(MW) of 20854.2±0.1 Da in good agreement with the MW 
calculated from the amino acid sequence after cleavage of 
the N-terminal methionine (bP: 20854.5 Da; data not shown). 
For recombinant hPEBP, ESI-MS analysis in denaturing con-
ditions revealed the presence of three species with MWs of 
20925.3±0.3 Da, 21001.4±0.3 Da and 21077.3±0.3 Da (data 
not shown), corresponding respectively to the theoretical 

MWs deduced from the amino acid sequence after cleav-
age of the N-terminal methionine (hP: 20925.5 Da), and 
fi xation of one b-mercaptoethanol molecule (hP’: 21001.6 
Da) or two b-mercaptoethanol molecules (hP’’: 21077.7 
Da). For clarity, results related to hPEBP will only be de-
scribed for its most abundant form (hPEBP + 1 b-mercapo-
ethanol molecule).

ESI-MS analyses in non-denaturing conditions

Analyses under non-denaturing conditions were carried out 
in a 50 mM ammonium acetate buffer (pH 6.8). For all ex-
periments in non-denaturing conditions, a fi xed concentra-
tion of protein (15 μM) and variable amounts of ligand were 
incubated for 1 h at 37°C before analysis. In order to com-
pare the affi nity of PEBP for both PE and morphine-gluc-
uronides, direct competition experiments were performed 
by adding bPEBP or hPEBP (15 μM) in an equimolar mix-
ture of PE (150 μM) and either M6G or M3G (150 μM). 
Again, ESI-MS analyses were performed after a 1 h incuba-
tion period at 37°C.

RESULTS

PEBP binds PE in a non-specifi c manner

Since PEBP has been demonstrated to bind phosphatidyl-
ethanolamine [47], ESI-MS experiments under non-dena-
turing conditions were performed with PE as a reference 
ligand. In order to determine the binding stoichiometry 
of PEBP: PE complexes and to assess their specifi city, ti-
tration experiments were carried out by diluting the pro-
tein in the ammonium acetate buffer (pH 6.8), contain-
ing increasing amounts of PE. Under these conditions, 

Figure 2.  Titration experiments of PEBP with PE. Natural bPEBP (15 μM) was analyzed either (A) alone or in presence of (B) 75 μM PE and (C) 300 
μM PE. Recombinant hPEBP (15 μM) was analyzed either (D) alone or in presence of (E) 75 μM PE and (F) 300 μM PE. ESI mass spectra 
were acquired in non-denaturing conditions (50 mM ammonium acetate pH 6.8; Vc=40 V; Pi=6.1 mbar). bP, hP, hP’ and hP’’ are related to 
bPEBP, hPEBP, hPEBP+1 β-mercapoethanol and hPEBP + 2 β-mercapoethanol, respectively. Protein: ligand binding stoichiometries are 
indicated over each peak. 
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bovine (b) and human (h) PEBP alone appear to be mo-
nomeric (measured molecular weights: 20855±1 Da for 
bPEBP and 21001±1 Da for hPEBP + 1 b-mercaptoetha-
nol molecule; Figure 2A,D). For clarity, results related 
to hPEBP will only be described for its most abundant 
form hP’ corresponding to hPEBP + 1 b-mercaptoeth-
anol molecule), with a narrow charge state distribution 
ranging from 9+ to 10+ observed in the mass range m/z 
2000–2500 (Figure 2A,D). When bPEBP is incubated in 
presence of fi ve molar excess of PE (Figure 2B), three 
different species are detected and can be assigned to un-
bound bPEBP, 1:1 and 1:2 bPEBP: PE complexes accord-
ing to their measured molecular weights (i.e., 20855±1 
Da, 21266±1 Da and 21678±1 Da, respectively). When a 
twenty-fold molar excess of PE is added (Figure 2C), up 
to eight ion distributions are observed, demonstrating 
the simultaneous coexistence of unbound protein and 
bPEBP: PE complexes containing up to seven PE mol-
ecules per bPEBP molecule. Unbound bPEBP and 1:1 
bPEBP: PE complexes represent, respectively, 31% and 
26% of the signal, whereas relative abundances of high-
er order bPEBP: PE complexes statistically decrease from 
16% (1:2) to 3% (1:7). This statistical complex formation 
indicates that the binding of PE to bPEBP occurs at least 
partially in a non-specifi c manner.

An identical approach was used for hPEBP. Figure 2D–F 
shows that PE indifferently binds to the different forms of 
hPEBP, leading to more complex mass spectra. Nevertheless, 
comparison with bPEBP evidences similar binding proper-
ties of PE towards both proteins in terms of binding stoichi-
ometries and relative abundances (Figure 2E,F).

PEBP binds M6G and M3G but not morphine

Presence of noncovalent interactions between natural bPEBP 
or recombinant hPEBP and different alkaloids (morphine, 
M6G and M3G) was examined by diluting proteins in the 
ammonium acetate buffer (pH 6.8), containing a fi ve-fold 
molar excess of each ligand. When bPEBP is analyzed in 
presence of M6G (461 Da), apo-bPEBP (i.e., free bPEBP, 
20855 Da; Figure 3A) is still detected as the main compo-
nent (Figure 3B). However, two additional ion distribu-
tions are observed with molecular weights of 21317±1 Da 
and 21778±1 Da corresponding to 1:1 and 1:2 bPEBP: M6G 
complexes, respectively (Figure 3B). Relative abundances 
of 1:1 and 1:2 bPEBP: M6G complexes deduced from their 
peaks intensities are 15% and 4%, respectively.

In presence of M3G (461 Da; Figure 3C), unbound protein 
and both 1:1 and 1:2 bPEBP: M3G complexes are detected 
with MWs of 20855±1 Da, 21317±1 Da and 21778±1 Da with 
ratio of 77%, 17% and 6%, respectively. All species are pres-
ent in similar proportions to those observed for M6G (Figure 
3B,C). In contrast, when natural bPEBP is incubated with mor-
phine (Figure 3D) and analyzed by ESI-MS under strictly iden-
tical experimental and instrumental conditions, only ions cor-
responding to free bPEBP are observed (MW=20855±1 Da).

Control experiments were performed to rule out the possi-
bility of complex dissociation occurring into the gas phase. 
Natural bPEBP was incubated in presence of a twenty-fold 
molar excess of morphine which may favour low affi nity com-
plexes formation in solution. Reaction medium was then 
analyzed under the gentlest instrumental conditions acces-

Figure 3.  Determination of PEBP binding properties towards morphine and morphine glucuronides. Natural bPEBP (15 μM) was analyzed either 
(A) alone or in presence of (B) 75 μM M6G, (C) 75 μM M3G and (D) 75 μM Morphine. Recombinant hPEBP (15 μM) was analyzed either 
(E) alone or in presence of (F) 75 μM M6G, (G) 75 μM M3G and (H) 75 μM Morphine. ESI mass spectra were acquired in non-denaturing 
conditions (50 mM ammonium acetate pH 6.8; Vc=40 V; Pi=6.1 mbar). bP, hP, hP’ and hP’’ are related to bPEBP, hPEBP, hPEBP+1 
β-mercapoethanol and hPEBP + 2 β-mercapoethanol, respectively. Protein: ligand binding stoichiometries are indicated over each peak.
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ONLYsible on the mass spectrometer (Vc=5 V and Pi=8 mbar, see 
Material and Methods). However, in spite of these favour-
able conditions, no bPEBP: morphine complex is detected.

Above-described experiments were repeated with hPEBP, 
leading to similar results which confi rm that hPEBP and 
bPEBP display equivalent binding properties towards mor-
phine and morphine-glucuronides (Figure 3E–H).

Finally, since noncovalent complexes between PEBPs and 
M6G were found in the acidic intragranular matrix of chro-
maffi n cells (pH 5.5) [48] and are released into the circula-
tion (i.e., pH between 6,8 and 7,5), a series of experiments 
was set up to monitor the pH effect on complexes forma-
tion. Using both bPEBP and hPEBP, identical ratios of 
PEBP: M6G and PEBP: M3G complexes were found at pH 
5.5, 6.8 and 8.0 showing that complexes still exist at the in-
tragranular pH as well as at the blood pH (data not shown).

M6G interacts non-specifi cally with PEBP

Effect of a large M6G molar excess

In order to determine the specifi city of PEBP: M6G in-
teractions, M6G concentration was increased in order to 
reach a twenty-fold molar excess relative to the natural 
bPEBP or recombinant hPEBP concentration. In the case 
of bPEBP, fi ve ion distributions are detected in the mass 
range m/z 2000–2500 (Figure 4B). Mass measurements 
of these different species allow to identify the presence 
of unbound protein (20855±1 Da) as well as 1:1, 1:2, 1:3 
and 1:4 bPEBP: M6G complexes (21316±1 Da, 21778±1 
Da, 22238±1 Da and 22700±1 Da, respectively). Relative 
abundances of 1:1, 1:2, 1:3 and 1:4 bPEBP: M6G complex-

es estimated from the ESI mass spectrum are 24%, 10%, 
5% and 3%, respectively. Similar statistical M6G binding 
is also observed in the case of hPEBP (Figure 4D,E), ev-
idencing that PEBP: M6G complexes are at least partial-
ly non-specifi c as observed in the case of the reference li-
gand (i.e., PE; see abowe).

Comparison with M3G

Slightly changing the structure of a binding partner is one 
of the most relevant ways to assess the specifi city of nonco-
valent complexes [49]. Thus, similar experiments were per-
formed with M3G, a M6G isobaric isomer with no analge-
sic effect. Incubation of bPEBP or hPEBP in presence of a 
twenty-fold molar excess of M3G and subsequent mass mea-
surement under non-denaturing conditions reveals that sev-
eral M3G molecules can be bound to both bovine and hu-
man PEBP, although unbound PEBP is still present (Figure 
4C,F). Complexes containing up to four M3G molecules 
are detected with relative abundances similar to those ob-
served in the case of M6G. Thus, bPEBP and hPEBP bind 
M6G and M3G regardless of the position of the glucuronic 
acid. This observation confi rms the non-specifi city of PEBP: 
morphine glucuronides complexes.

Relative binding affi nities of PE and morphine 
glucuronides towards PEBP

In order to compare PE and morphine glucuronides rela-
tive binding affi nities for bPEBP and hPEBP, direct compe-
tition experiments were performed by adding the protein 
to an equimolar mixture of PE (411 Da) and either M6G 
(461 Da) or M3G (461 Da; Figure 5A,B, respectively). Results 
are only shown for bPEBP to avoid complicated mass spec-

Figure 4.  Binding specifi city assessment for PEBP: morphine glucuronides complexes. Natural bPEBP (15 μM) was analyzed either (A) alone or 
in presence of (B) 300 μM M6G and (C) 300 μM M3G. Recombinant hPEBP (15 μM) was analyzed either (D) alone or in presence of (E) 
300 μM M6G and (F) 300 μM M3G. ESI mass spectra were acquired in non-denaturing conditions (50 mM ammonium acetate pH 6.8; 
Vc=40 V; Pi=6.1 mbar). bP, hP, hP’ and hP’’ are related to bPEBP, hPEBP, hPEBP+1 β-mercapoethanol and hPEBP + 2 β-mercapoethanol, 
respectively. Protein: ligand binding stoichiometries are indicated over each peak.
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tra arising from the intrinsic heterogeneity of hPEBP. It is 
noteworthy that identical results were obtained with hPEBP. 
As detailed above, PE as well as morphine glucuronides are 
able to be bound several times to PEBP leading to the for-
mation of a high number of mixed complexes as observed 
on deconvoluted mass spectra (Figure 5). For both mor-
phine glucuronides, comparison of the peak heights of 1:1 
complexes allows to conclude that, in solution, bPEBP and 
hPEBP display a similar affi nity for PE and both morphine 
glucuronide isomers (i.e., M6G and M3G).

DISCUSSION

Due to its ability to provide information on all chemical 
species simultaneously present in solution, noncovalent 
ESI-MS has emerged as a powerful biophysical technique 
to study weak protein : ligand interactions. This technique 
generates reliable information on the presence/absence 
of noncovalent complexes, to determine protein : ligand 
binding stoichiometries and to assess their binding speci-
fi cities and relative affi nities [36,50,51]. In the present re-
port, potentialities of noncovalent ESI-MS are highlighted 
through the characterization of PEBP: morphine deriva-
tives interactions. Our results demonstrate the absence of 
a direct interaction between PEBP and morphine and con-
fi rmed the existence of noncovalent complexes involving 

PEBP and morphine glucuronides. Moreover, ESI-MS ex-
periments show that PEBP binds M6G, M3G as well as PE, 
the reference ligand, in a non-specifi c manner and with 
similar relative affi nities.

As the stability of noncovalent assemblies can be dramati-
cally altered when transferring ions from solution to a sol-
vent-free environment (i.e., the gas phase of the instrument), 
one question to be addressed is the possibility to obtain ar-
tefactually disrupted PEBP: morphine complexes in the gas 
phase of the instrument. However, two facts may account 
for the observation that morphine does not bind to PEBP 
in solution: (i) fi rst, it has been shown that electrostatic-
based and more generally polar interactions are consider-
ably strengthened in absence of solvent shielding while hy-
drophobic effect no longer exists in the gas phase [52,53]. 
In the case of morphine, the presence of alcohol groups 
suggests that hydrogen bonds may exist (Figure 1A). It can 
thus be expected that if PEBP: morphine complexes exist, 
they could survive the ESI ionization process. (ii) Even in 
presence of a twenty-fold molar excess of morphine, which 
may favour low affi nity complexes formation in solution, 
no PEBP: morphine complex was detected.

On these bases, these results may have an important sig-
nifi cance in the context of a future therapeutic use of 

D

Figure 5.  Direct competition experiments: phosphatidylethanolamine versus morphine glucuronides. ESI mass spectra were acquired in non-
denaturing conditions (50 mM ammonium acetate pH 6.8; Vc=40 V; Pi=6.1 mbar) for natural bovine PEBP (P) at 15 μM in presence of (A) 
150 μM PE + 150 μM M6G and (B) 150 μM PE + 150 μM M3G.

A

B
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M6G. M6G that is produced from morphine by UDP-
glucuronosyltransferase 2B enzymes (UGT2B) displays an an-
algesic effect 1 to 500 times stronger than morphine [15,54]. 
In contrast, the M3G that is also produced by UGT1A and 
UGT2B, represents the major catabolism product of exog-
enous morphine in the liver and does not have any known 
biological effect. In addition to its analgesic activity, M6G 
induces lower side effects than morphine (i.e., respiratory 
depression and vomiting) since it only weakly crosses the 
blood-brain-barrier [16,55]. Unlike morphine, M6G is not 
metabolized in the liver, but is rapidly excreted via the kid-
neys [56] due to both its high hydrophilicity and its small 
size (462 Da). Considering the potential implication of en-
dogenous M6G in physiology [11] and its probable use in 
future pain therapeutic treatments (i.e., postoperative pain 
management) [56,57], noncovalent complexes involving 
PEBP and morphine or morphine glucuronides are of great 
interest. In human plasma, the half-life of M6G is reported 
to be between 2 and 3 h [58]. The formation of complex-
es involving M6G and a protein such as PEBP could modify 
the pharmacokinetic of M6G by prolonging its presence in 
the organism and thus its physiological/therapeutic effects.

Interestingly, only few data are available regarding the pres-
ence of morphine in cerebral areas, and neuronal cells. 
Endogenous morphine has been characterized in bovine, rat, 
monkey, human and dog brains (for review: [1–4,6,59,60]), 
as well as in different cell lines [61,62], whereas M6G pres-
ence is less documented. M6G was found in bovine chro-
maffi n cells as well as in the neuroblastoma SH-SY5Y cells 
and their corresponding secretions [7,63]. Enzymes im-
plicated in the conversion of morphine into inactive M3G 
(i.e., UDP-glucuronosyl transferase enzymes, UGT1A and 
2B7) have been found in primary neurons and astrocytes 
[64–66]. In addition, human and rat brain extracts incu-
bated with radiolabeled morphine have been shown to pro-
duce labeled M3G and M6G, suggesting the expression of 
UGT2B7 and de novo synthesis of M6G in the central ner-
vous system (CNS) [67,68]. Our recent data have also de-
scribed the presence of functional UGT2B enzyme able to 
transform morphine into M6G in chromaffi n cells [10–12], 
as well as the presence of UGT2B7 in SH-SY5Y cell line [7].

At the peripheral level, endogenous morphine was found 
in the blood after stressful paradigms [69–72]. Recently, 
our group reported the presence of M6G previously con-
sidered as a product of morphine catabolism, in secreto-
ry granules and secreted material of bovine adrenal chro-
maffi n cells [11]. In these cells, M6G represents the fi nal 
product of endogenous alkaloid biosynthesis (because mor-
phine was undetectable) and is formed through the action 
of an UGT2B-like enzyme. In chromaffi n granules, M6G is 
bound to intragranular PEBP. Secretion of M6G, catechol-
amines and PEBP [11] into the blood likely occurs in re-
sponse to stress, and is likely involved in different stress-
modulating or pain-modulating mechanisms via binding 
to μ opioid receptors, which are present on numerous cell 
types, including human stem cells (e.g., neurons and im-
mune cells) [15,73,74].

PEBP has been described to bind various molecules, includ-
ing g-globulin [75] and b1-acid glycoprotein [76], indocya-
nine, phosphatidylethanolamine, bromosulfophthalein, and 
hormones such as estradiol-17b and dehydroepiandrosterone 

[47]. Since PEBP displays also an affi nity for anionic ligands, 
such as nucleotides (GTP or GDP) and small GTP-binding 
proteins [28], it was postulated that PEBP might also repre-
sent an organic anion transporter with the same affi nity as 
bovine serum albumin. Interestingly, in 1990, Grandy and 
colleagues were able to observe that PEBP binds a morphine-
derived molecule, suggesting its implication as a morphine 
binding protein [14]. Our recent study demonstrated that, 
in the chromaffi n intragranular matrix of bovine chromaf-
fi n cells, M6G is a novel endogenous ligand for PEBP [11].

Because PEBP and M6G are naturally bound together with-
in the granule matrix and are co-secreted from bovine chro-
maffi n cells upon stimulation, it is likely that the PEBP:M6G 
complex exists after secretion and is present in the blood. 
Interestingly, PEBP may also be unaffected by proteases 
present in the blood, having thus a high half life. Indeed, 
mouse PEBP inhibits serine protease-like enzymes such as 
thrombin (Ki=380 nM), chymotrypsin (Ki=1.8 μM), and 
neuropsin, but not plasmin, trypsin, and elastase [77]. In 
addition, our previous results have indicated that uncleaved 
PEPB is present in bovine serum showing its stability after 
secretion. Thus, PEBP might protect M6G from bodily clear-
ance, acting as a stable transporter and molecular shield. 
Such protection may increase M6G systemic activities. M6G 
may bind μ opioid receptors present on the surface of im-
mune and endothelial cells [1,78–80], but also neurons in 
the CNS. M6G analgesic potential, even at low concentra-
tions, could explain in part the analgesia observed under 
highly stressful situations that could correspond to a «fi ght 
or runaway» mechanism characterized by a mobilization of 
energy and a strong and short analgesia.

CONCLUSIONS

The present paper reports the direct observation of PEBP 
binding properties towards morphine and morphine gluc-
uronides. We described for the fi rst time that: (i) PEBP di-
rectly interacts with morphine glucuronides but not with 
morphine, (ii) that the presence of a glucuronide group ei-
ther on the 3rd or the 6th morphine’s carbon does not affect 
these interactions, (iii) that M6G binds PEBP in a similar 
manner as the reference ligand PE and (iv) that PEBP dis-
plays a similar affi nity for PE, M6G and M3G. From a more 
general point of view, this work highlights the potential of 
ESI-MS to validate / invalidate the formation of protein: 
ligand noncovalent complexes when low affi nity binders 
(i.e., compounds with affi nities lower than 103 M–1) are con-
cerned. Our results suggest that PEBP might protect M6G 
after secretion into the blood, leading to a longer half time.
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Abstract
Endogenous morphine (eM) and its derivati ves, structurally identi cal to vegetal alkaloids, are 

synthesized by mammalian cells from dopamine. However, while EM is found in high amount in 
pathologic blood samples, only trace of endogenous alkaloids are found in ti ssues and fl uids when 
extracted with protocols using protein-precipitati on steps. Exogenous morphine is described since a 
long ti me to bind protein in blood and ti ssue extract. Recently, we have hypothesized that eM, but 
also exogenous morphine, may form high affi  nity complexes with proteins in the blood, those being 
be dissociated with lithium-heparinate treatment.

The present arti cle described the characterizati on of high affi  nity morphine-like alkaloid-creati ne 
kinase B (CK-B, brain) and M (CK-M, muscle) complexes present in homogenized brain, muscle and 
heart ti ssues. These complexes, are resistant to detergents, reducing agents and heat treatments. 
At 37°C, naloxone, lithum-heparinate or lithium treatments, as well as a urea treatment followed 
by heati ng (100°C), dissociate the morphine-like alkaloid-CK-B/M complexes. A lithum-heparinate 
treatment in presence of high concentrati on of exogenous morphine or a mix of alkaloids lead to a 
reassociati on of the complexes. A proteomic approach using trypsin-digesti on allows us to determine 
that the alkaloids bind to the C-ter part of the creati ne kinase B/M. The corresponding 26 amino 
acids syntheti c pepti de display a strong affi  nity for morphine and a weaker affi  nity for codeine and 
morphine glucuronides (morphine-6-glucuronide and morphine-3-glucuronide). Together, our results 
explain the low recovery yield of endogenous alkaloids from ti ssues and open exciti ng opportuniti es 
to develop both therapeuti c and biotechnological approaches.
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Introduction
Morphine, the gold standard for pain relief1, is 

catabolized into morphine-6-glucuronide (M6G; a 
potent analgesic) and morphine-3-glucuronide (M3G; 
no acti vity)2-4. It is now well established that morphine 
is endogenously synthesized in vertebrates1, 5-7 
and its biosynthesis derives from dopamine1, 7, 8. 
Endogenous morphine, as well as its glucuronides are 
found in diff erent cells types including neuroendocrine 
cells9 (i.e., chromaffi  ne cells), immune cells10, 11 
(i.e., polymorphonuclear neutrophils), as well as in 
brain cells12-14. Interesti ngly, using the mouse brain 
model, our group has shown the presence of eM-like 
compounds in brain regions not usually involved in pain 
modulati on opening exciti ng opportuniti es to extend the 
role and functi on of endogenous alkaloids far beyond its 
analgesic functi ons. EM-like immunolabel was not found 
in dopamine neurons but mainly in GABA-neurons14 
suggesti ng that the uptake of naturally occurring eM 
precursors such as tetrahydropapaveroline (THP)14 lead 
to the formati on on eM in non dopaminergic cells in mouse 
brain. EM-like immunolabel was also found in astrocytes 
that express UGT1A6 enzyme15 which may degrades 
morphine into inacti ve M3G. In astrocytes, morphine 
secreted by neurons may be taken up in the cytoplasm 
and be catabolized to form inacti ve M3G. Thus, our data 
indicate that eM biosynthesis pathway is diff erent in the 
brain and in peripheral ti ssues, the later pathway being 
done in unique cells.

Since three decades, eM and its derivati ves (codeine, 
M6G, M3G) have been extracted from ti ssues with a low 
recovery yield (fmol-pmol/g of ti ssue). However, these 
data do not fi t with high EM-levels found in pathological 
blood samples10, 16, 17 (0.1-8nM) or with brain 
immunohistochemistry results14. Unti l now, endogenous 
alkaloid extracti on methods required deproteinizati on 
steps (chloroform/methanol) in order to enrich the alkaloid 
content (the protein pellets being always discarded).

Interesti ngly, several arti cles have described the 
presence of proteins capable to bind morphine. Single 
dose injecti on of 14C-morphine-N-methyl lead to the 
presence of a long lasti ng radioacti vity in rat CNS up to 
3 weeks18, whereas [C1-3H]morphine and [N-14CH3]
morphine were found to be irreversible bound to insoluble 
ti ssue components aft er 48h19. In additi on, covalent 
binding of morphine metabolites to proteins in mouse 
has been reported20 and an incubati on of 3H-morphine 

with rat hepatocytes extracts leads to a covalent binding 
to a 40-50 kDa proteins, as indicated by the radioacti vity 
recovered from the protein precipitate. Morphine-binding 
to liver proteins was qualifi ed of “covalent” because 
complexes are resistant both to methanol precipitati on 
and SDS-PAGE21, 22. Only few specifi c morphine-
binding proteins have been identi fi ed so far and include 
serum albumin and alpha 1-acid glycoprotein23, 24. To 
illustrate this point, our laboratory has demonstrated that 
phosphati dylethanolamine-binding protein (PEBP) binds 
to M6G and M3G with an equal affi  nity as its reference 
ligand, the phosphati dylethanolamine25. In this parti cular 
example, no affi  nity of PEBP was found for morphine.

Because morphine or its derivati ves (endogenous 
or exogenous) may naturally bound to proteins, we 
have postulated that parti cular proteins may “buff er” a 
large part of the morphine-like alkaloids (endogenous 
or exogenous) and impair their proper detecti on/
quanti fi cati on. Thus, our last arti cle has analyzed in 
parallel the EM levels in serum (dry tubes) and lithium-
heparinate plasma samples from diff erent pati ents 
suff ering of pathologies where eM is elevated or positi ve 
controls treated with exogenous morphine. Surprisingly, 
EM levels were found to be in average 65% lower in serum 
compared to corresponding lithium-heparinate plasma. 
A same conclusion was observed in vitro when adding 
exogenous morphine to blood samples, suggesti ng that 
morphine can be noncovalently bound to proteins in the 
blood and that a lithium heparinate treatment lead to an 
almost total recovery of morphine.

Among the diff erent proteins that potenti ally bound 
morphine, creati ne kinase-B (CK-B) has been described 
to covalently bound to dopamine (an eM precursor) 26. 
Interesti ngly, an arti cle reports that CK-B represent the 
main I2-binding site for imidazoline27. The modulati on 
of the availability of I2 binding-sites by morphine and the 
modulati on of analgesic eff ects of I2 agonists by morphine 
treatments27-35 suggests a direct interacti on between 
morphine and I2-binding sites (i.e., CK-B). In line with this 
idea, fentanyl (µ opioid receptor agonist) displays a strong 
affi  nity for I2-binding sites33. 

Diff erent CK isoenzymes (noncovalent dimmers) exist 
in the cytoplasm of cells: CK-B in brain, CK-MM in muscles 
and CK-MB in heart36. In additi on, CK forms are present 
in mitochondria (ubiquitous and sarcomeric: referred to 
as umtCK and smtCK, respecti vely). CK catalyses reversible 
phosphorylati on of creati ne by ATP and produces 
phosphocreati ne and ADP. Phosphocreati ne represent 
a stock of energy that can be used to generate ATP. In 
additi on to ti ssues, CK-MM, -MB and -BB are found in 
the blood aft er a muscular eff ort and in pathologies (e.g., 
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rabdomiolysis, heart infarct, brain injury)37, 38.

Our recently published arti cle14 has characterized 
the affi  nity of 6D6 anti -morphine anti body to detect 
only morphine, codeine M6G, M3G and M3-6G. Our 
experiment revealed that this anti body detects covalent 
alkaloid-protein complexes induced by paraformaldehyde 
treatment in vitro and in vivo14. Using this specifi c tool, 
we have investi gated the presence of proteins that form 
highly resistant complexes with EM-like compound in 
ti ssues. Western blot, 2D-gel electrophoresis and mass 
spectrometry (MS) analysis allowed to identi fy the C-ter 
CK-B part as a potenti al morphine-like-binding domain. 

Material and Methods

Anti bodies
The mouse moloclonal 6D6 and 3A6 anti -morphine 

anti bodies (Aviva System Biology, ref: 16002 and 
AMM00033 respecti vely, San Diego, USA) were produced 
using a ((5-alpha-6-alpha) 7,8-didehydro-4,5-epoxy-17-
methylmorphinan-3,5-diol)-BSA conjugate. 

The ABD6330-0004 sheep polyclonal anti body was 
raised with 3-(O-Carboxymethyl)-morphine conjugated to 
keyhole limpet hemocyanin (AbD Serotec, Oxford, UK). 

The ABD6330-0014 sheep polyclonal anti body was 
obtained aft er immunizati on with morphine conjugated 
to Keyhole Limpet Haemocyanin. 

The G61 goat anti body and R29 rabbit anti body were 
a gift  from the Pr. R. Hain (Cardiff  School of Medicine, 
University Hospital of Wales, Cardiff , UK).

The rabbit polyclonal anti body against the creati ne 
kinase-B (ABCAM92452) was raised against the C-terminal 
part of the human creati ne kinase-B whereas the goat 
polyclonal anybody against creati ne kinase-B (N-20 sc-
15157; Santa Cruz Biotechnology) was raised against the 
N-terminal part of the human creati ne kinase-B.

Brain extracti ons
Mouse brains were homogenized in water. Aft er a 

centrifugati on (30 min, 15,000g, 4°C), the supernatant 
was recovered and proteins were quanti fi ed using the 
Protein Essays (Bio-Rad).

SDS-PAGE
1D-SDS-PAGE- Proteins were separated on SDS-PAGE 

gels (12% acrylamide; Criterion XT, XT-MES running buff er; 
Bio-Rad, Marnes-la-Coquett e, France). Samples were 
suspended in 15 µl of specifi c loading buff ers (see bellow) 
and submitt ed or not to a heat treatment (100°C) for 0, 5, 
10 or 15min min prior to gel loading. 

Control loading buff er: 125mM Tris HCl pH6.8, 2% SDS, 
5mM EDTA, 5% glycerol, 50mM DTT and 0.05% Bleu de 
Bromophenol blue.

Urea loading buff er: 60 mM TrisHCl pH6.8, 2 % SDS, 4 M 
Urea, 5 % glycerol, 5 mM EDTA and 1 % �-mercaptoethanol.

LDS loading buff er: Loading buff er 5 (Lithium 
Dodecylsulfate buff er): 250mM Tris HCl pH8.5, 2% Lithium 
Dodecylsulfate buff er (LDS), 10% Glycerol 0.5mM EDTA, 
0,075% Coomassie blue G250, 0.025% Phenol Red, XT-
reducing agent (Bio-Rad).

2D-SDS-PAGE- Isoelectrofocussing were done on 7 or 
11 cm IPG strips with a pHi range of 3-10 and 5-8 (Bio-
Rad) according to manufacturer’s recommendati ons . The 
second dimension was performed using 12% acrylamide 
SDS-PAGE gels (Criterion XT, XT-MES running buff ers; 
Bio-Rad). Gels were either silver stained according to 
supplier’s instructi ons (Proteabio Europe, France) or used 
for Western immunoblot analysis (see bellow).

Western Blot
Aft er migrati on, 1-D and 2-D SDS-PAGE were 

electrotransferred onto polyvinyldifl uorene membrane 
(PVDF, Bio-Rad). PVDF membranes were treated 30 min 
with a saturati on soluti on (PBS supplemented with 3 % of 
BSA and 0.05 % Tween 20). Then, the primary anti bodies 
were incubated 1h with the following diluti on in PBS 
supplemented with 3 % of BSA and 0.05 % Tween 20: 6D6 
mouse monoclonal anti -morphine anti body, diluti on of 
1:4,000; 3A6 mouse monoclonal anti -morphine anti body 
(1:2,000); ABD6330-0004 sheep polyclonal anti -morphine 
anti body (1:500); ABD6330-0014 sheep polyclonal 
anti -morphine anti body (1:500). G61 goat polyclonal 
anti -morphine anti body (1:500); R29 rabbit polyclonal 
anti -morphine anti body; ABCAM92452 rabbit polyclonal 
anti -creati ne kinase-B anti body (1:3000). N-20 sc-15157, 
goat polyclonal anti -creati ne kinase-B anybody (1:3000).

The immunoreacti vity was revealed using either 
HRP-conjugated donkey anti -mouse anti serum (P.A.R.I.S.; 
1:50,000 in the same buff er) or HRP-conjugated donkey 
anti -sheep anti serum (P.A.R.I.S.; 1:30,000 in the same 
buff er) or  HRP-conjugated donkey anti -goat anti serum 
(P.A.R.I.S.; 1:30,000 in the same buff er) or HRP-conjugated 
donkey anti -rabbit anti serum (P.A.R.I.S.; 1:50,000 in 
the same buff er). Supersignal West Femto Kit (Pierce, 
Rockford, USA) or Luminata FORTE™ Western HRP 
Substrate (Millipore, France). Non specifi c binding of each 
secondary anti body was tested by omitti  ng the primary 
anti body, and it showed no non-specifi c labeling.

Anti -morphine 6D6 competi ti ve immu-
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noenzymati c ELISA
The determinati on of the morphine 6D6 anti body 

specifi city was done on a 96 wells plate (NUNC, Roskilde, 
Denmark) coated during a night at RT with 200 µL of 
a 100 ng/ml morphine-BSA soluti on (ref. 80-IM50, 
Fitzgerald Industries Internati onal, North Acton, USA). 
Aft er three washes with 0.1 M NaCl/Pi-0.05 % tween 
buff er (10 min, PT), wells are incubated for 1 h with 200 
µL of BSA diluted in NaCl/Pi buff er (5 %, w/v) in order to 
saturate nonspecifi c sites. Aft er saturati on, secti ons were 
incubated 30 min with 100 µl of NaCl/Pi-BSA (3%, w/v) 
containing from 0.01 nM to 1 µM of the following potenti al 
anti gens: morphine (Sigma-Aldrich), M6G (Sigma-
Aldrich), M3G (Sigma-Aldrich), Morphine 3,6-glucuronide 
(Sigma-Aldrich), codeine (Sigma-Aldrich), normorphine 
(Sigma-Aldrich), norcodeine (Sigma-Aldrich), DAGO ([3H]
[D-Ala2,N-Me-Phe4,Gly5-ol]enkephalin, Sigma-Aldrich), 
CTOP (Sigma-Aldrich), CTAP (Sigma-Aldrich), naloxonazine 
(Sigma-Aldrich), naltexone (Sigma-Aldrich), naloxone 
(Sigma-Aldrich). norepinephrine (Sigma-Aldrich), 
epinephrine (Sigma-Aldrich), dopamine (Sigma-Aldrich), 
L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA; Sigma-Aldrich), 
3,4-dihydroxyphenylaceti c acid (DOPAC; Sigma-Aldrich) 
and norlaudanosoline (THP, Sigma-Aldrich), creati ne 
kinase-B (Fitzgerald, France). Then, 100 µl of the mouse 
monoclonal primary anti body (6D6, Aviva System Biology; 
diluti on 1:2000) in NaCl/Pi-BSA (3%, w/v) were added in 
each wells. Aft er 3 h of incubati on at RT, the plate is washed 
three ti mes with PT buff er and 200 µl of the secondary 
anti body (HRP conjugated donkey anti -mouse IgG, 
P.A.R.I.S.; diluti on 1:400) was added and let in the wells 
during 2 h at RT. Aft er two washes with PT buff er followed 
with two washes with a pH 7,5 phosphate-citrate-0.05 % 
tween buff er (10 min, CT), revelati on was performed with 
200 µl of a freshly soluti on of ortho-phenylene diamine 
(OPD; Sigma Aldrich) at 1.5 mg/ml in CT buff er containing 
0.075 % hydrogen peroxide. Aft er 20 min of incubati on 
at RT, opti cal density was determined at 450 nm with a 
Multi skan EX plate reader (Thermo Life Sciences, Cergy 
Pontoise, France). The dissociati on constants (K) of the 
anti body for an anti gen were determined with a sigmoïdal 
fi tti  ng (KyPlot 2.0, Tokyo, Japan).

Liquid trypsin digesti on
Proteins were incubated in 200 µl of buff er containing 

8 M urea, 0.1 M NH4HCO3, 12 mM DTT during 30 min at 
37°C, 30 min (reducti on step). Secondly; iodoacetamide 
was added (fi nal concentrati on of 40 mM) and incubated 
1H at 25°C in the dark (alkylati on step). Volume was then 
adjusted to 1 M urea by adding 1500 µl of 0.1 M NH4HCO3 
and the digesti on was performed with 1µg of porcine 

trypsin (Promega, France) per 100 µg of protein during 
diff erent ti mes. Digesti ons were stopped by additi on of 
anti protease cocktail (Roche Diagnosti c, France)

Dissociati on-reassociati on assays
Dissociati on- Brain extracts were submitt ed to diff erent 

treatments in order to observe the dissociati on of CK-
morphine-like alkaloids complexes (CK-B-alkaloids). 40µg 
of brain extract, 2 µg of human brain CK-B (Fitzgerald) and 
rabbit CK-M (Sigma Aldrich) purifi ed were incubated 12h 
at 37°C in presence of naloxone (rati on 1:1, m/m; Sigma 
Aldrich), lithium-heparine (17 U.I/ml; Decton Dickinson, 
France), 0.1mM, 10mM, 100mM, 500mM or 1M of 
lithium chloride (Sigma Aldrich) in a fi nal volume 40µl 
(water diluent). The eff ect of lithium on the dissociati on 
was analyzed on 10µg of brain extract by Western blot 
(diluted 1:2 with control loading buff er without heat 
treatment). Membrane revelati on was performed with 
the anti -morphine 6D6 anti body. Control experiments 
without treatments were done in parallel. 

Reassociati on- Experiments were done in presence 
of a mix of alkaloids (5µg of morphine, M6G, M3G and 
codeine) or in presence of 20µg of morphine, M6G, M3G 
or codeine (fi nal volume 30µl). Samples were diluted 1:2 
with control loading buff er, and 10µl of each reacti on 
were loaded on the SDS-PAGE without heat treatment.

Control experiment using CK-M and CK-B treated with 
lithium-heparinate shows no eff ect on the protein content 
since an identi cal silver stained band is observed with and 
without lithium (data not shown)

Proteins and pepti des identi fi cati on
Coomassie blue or silver stained protein spots were 

submitt ed to in-gel digesti on and mass spectrometry 
analyses using a CapLC (Waters, htt p://www.waters.com) 
coupled to a hybrid quadrupole orthogonal accelerati on 
ti me-of-fl ight tandem mass spectrometer (Q-TOF 2; 
Waters). The MS and MS/MS data were analyzed using 
a local Mascot server (MASCOT 2.0; MatrixScience, 
htt p://www.matrixscience.com) by comparison with a 
composite target–decoy database, including the UniProt 
protein sequences of Viridiplantae (554 832 sequences; 
January 2009), human kerati ns, porcine trypsin and all 
corresponding reversed sequences (1 109 972 entries in 
total). Searches were performed with a mass tolerance 
of 250 ppm in MS mode and 0.4 Da in MS/MS mode for 
nanoLC-MS/MS data. One missed cleavage per pepti de 
was allowed and variable modifi cati ons were taken into 
account, such as carbamidomethylati on of cysteine, 
oxidati on of methionine and N-acetylati on (protein N-ter).

Neither protein molecular weight nor isoelectric point 
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constrains were applied (see Figure S4). Mascot results 
were loaded in MuDPIT mode into SCAFFOLD (Proteome 
Soft ware, htt p://www.proteomesoft ware.com). Results 
were subjected to the following fi ltering criteria. For the 
identi fi cati on of proteins with two pepti des or more, a 
Mascot ion score of above 25 was required. In the case of 
single pepti de hits, the score of the unique pepti de must 
be greater (minimal ‘diff erence score’ of 0) than the 95% 
Mascot signifi cance threshold. The target–decoy database 
search allows us to control and esti mate the false-positi ve 
identi fi cati on rate of our study (Peng et al., 2003; Elias and 
Gygi, 2007). Thus, the fi nal catalogue of proteins presents 
an esti mated false-positi ve rate of below 1%.

Results

Immunodetecti on of protein-mor-
phine-like molecule complexes
Our previously studies have indicated that the 6D6 

anti -morphine anti body is able to detect covalent 
complexes including morphine, M6G, M3G or codeine on 
Western blot14. These results suggest that, if high affi  nity 
complexes involving morphine-like alkaloids exist, those 
can be detected in parti cular Western blot conditi ons.

6D6 anti body cross-reacti vity with morphine, mor-

phine-derivati ves and monoamines

The cross-reacti vity of the 6D6 anti body with 
morphine, M6G, M3G, endogenous morphine precursors 
(codeine, THP, dopamine, L-DOPA and DOPAC), as well as 
other opiates (morphine 3,6-glucuronide, normorphine, 
norcodeine), MOR agonist (DAGO), MOR antagonist 
(CTOP, CTAP, naloxonazine, naltexone, naloxone and 
catecholamines (norepinephrine, epinephrine) were 
tested by ELISA. The 6D6 anti body displayed only an 
affi  nity for morphine (K = 20.93 nM), M6G (K = 8.1 nM), 
M3G (K = 7.56 nM), codeine (K = 18.15 nM). A much weaker 
affi  nity was observed for morphine 3,6-glucuronide (K 
= 776.14 nM) and normorphine (K = 785.22 nM). No 
cross-reacti vity was found for the other compound tested 
including the MOR antagonist, naloxone. These data 
confi rm that the 6D6 anti body can simultaneously detect 
morphine, codeine, M6G and M3G without interfering 
with the other components tested above.

Immunodetecti on of morphine-like molecules-protein 

complexes 

In order to determine if morphine-like immunolabel 
can be detected in mouse brain, brain extracts (10µg) 
were suspended in a control loading buff er containing 

(see Material and Methods secti on). Brain extracts, which 
were not submitt ed to heat treatment to prevent strong 
complexes dissociati on, were loaded on SDS-PAGE and gel 
was transferred onto PVDF membrane. Immunodetecti on 
was performed with 8 diff erent anti bodies (raised with 
diff erent chemistry, hapten and host species). All of 
these anti bodies were not only specifi c for morphine but 
cross-react with codeine, morphine, M6G and M3G. A 
single labelled band of 40-45kDa for 6 among 8 of these 
anti bodies (Fig. 1A).

Together, this experiment suggests that EM-like 
compounds (that might correspond to morphine, M6G, 
M3G and/or codeine) are bound to a 40-45 kDa protein 
in mouse brain extracts. These 40-45 kDa complexes are 
resistant to SDS-PAGE, suggesti ng the presence of very 
high affi  nity interacti ons.

Dissociati on of the complexes by diff erent loading 

buff ers

In order to investi gate if high affi  nity complexes 
between endogenous morphine-like alkaloids and a 
protein exist, brain homogenates (20µg) were loaded 
on polyacrylamide gels in presence of diff erent loading 
buff ers. Usually used loading buff ers containing SDS 
or LDS (lithium dodecylsulfate), reducing agents 
(�-mercaptoethanol or DTT) and/or chaotropic agent 
were tested (Fig. 1B). Samples were submitt ed or not to 
heat treatments during 5 or 10 min. Aft er electrotransfer, 
EM-like immunolabel was observed using the 6D6 anti -
morphine anti -body (Fig. 1B). Without heat treatment 
(room temperature; Fig. 1B), an immunolabelled band of 
40-45 kDa was observed indicati ng that none of the loading 
buff ers is able to dissociate morphine-like alkaloids-
protein complexes at room temperature. When 10 min 
of heat treatment was apply (100°C), a slight decrease of 
the morphine-like immunolabel was observed only for the 
loading buff er containing LDS (lithium dodecylsulfate), 
whereas morphine-like label totally disappear when using 
the buff er contains urea.

Together, our data show the putati ve complex involving 
a morphine-like compound is dissociated by a urea 
loading buff er associated with a heat treatment, but is 
also sensible to LDS (lithium dodecylsulfate). Interesti ngly, 
urea and lithium buff ers are oft en used to dissociate 
protein-protein complexes.

Complementary experiments performed in parallel on 
a brain marker (chromogranin A, CGA) did not show any 
decrease of the immunoreacti vity (data not shown). In 
additi on, the immunolabel observed for loading buff ers 
that do not contain LDS and urea (Fig. 1B, left  window) do 
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not show a signifi cant decrease of EM-like immunolabel 
and confi rms that the lose of immunolabel is not due to 
the heat-degradati on of proteins.

Dissociati on of the complexes on transfer membrane

In order to determine if such label can be reversed 
aft er PVDF transfer membrane treatments, we have 
performed a Western blot analysis on mouse brain 
extract (20µg, without heat treatment). The resulti ng gel 
was transferred onto PVDF membrane was incubated 
30 min at room temperature or at 100°C in water, 0.1M 
HClO3 pH 3.3, 0.44M ammoniac pH 11 or 4M urea in 
60mM Tris-HCl pH6.8. The intensity of the 40-45 kDa 
immunolabeled of band (6D6 anti -morphine anti body) 
was monitored. No decrease of EM-like immunolabel 
was observed with water, HClO4 or ammoniac with or 
without heat treatments (Fig. 1C). Interesti ngly, wile the 
PVDF lane treated with urea at room temperature sti ll 
shows the presence of the 40-45kDa band, whereas the 
PVDF membrane submitt ed to heat treatment shows a 
complete lost of the EM-like immunolabel (Fig. 1C).

This experiment indicates, that urea only associated 
with heat treatment induce the decrease of EM-like 
immunolabel aft er membrane treatment. It suggests 
that an unknown morphine-like alkaloid is noncovalently 
bound to a protein present in the mouse brain. The 
immunoreacti vity decrease is not associated with the 
heat treatment since the label does not decrease for 
buff ers that do not contain urea.

In vitro dissociati on assay with naloxone 

As described above (Results, 1.1) the 6D6 anti body 
do not cross react with naloxone (µ opioid receptor 
antagonists displaying a structure close to that of 
morphine) in ELISA. On this basis, a competi ti on assay 
was performed on brain extracts in order to exchange 
the morphine-like molecules with non immunoreacti ve 
antagonists. Thus, brain extracts were incubated with 
naloxone during 12h at 37°C. Samples were loaded on 
SDS-PAGE (control urea buff er with no heat treatment) 
and the PVDF transfer membrane was revealed with the 
6D6 anti body. Incubati ons with antagonist signifi cantly 
decrease of the alkaloid label compared to control 
experiments (same incubati on performed in absence 
of antagonist; Fig. 1D). This experiment suggests that 
morphine-like molecules are non covalently bound to a 
40-45 kDa mouse brain protein and that these alkaloids 
can be replaced by a morphine analogue.

Characterizati on of the protein com-
plexed to morphine-like molecules

Proteomic identi fi cati on protein complexed to mor-

phine-like molecules

A proteomic approach was used to identi fy the protein 
that bound EM-like compounds. 125µg of mouse brain 
extract were submitt ed to an isoelectrofocalizati on (linear 
pH gradients range 3-10 and 5-8) and then separated 
on SDS-PAGE. Two experiments were done in parallel: 
(i) a silver staining of the gel and (ii) a transfer and a 
Western blot using the 6D6 anti body. The Western blot 
analysis shows the presence of two immunoreacti ve 
spots at 40-45kDa with a pHi of 6.1 and 6.9 (Fig. 2A). The 
corresponding spots (Fig. 2B, arrows) present in the silver 
stained gel were digested with trypsin and analyzed by 
MS-MS showing the presence of the mouse CK-B in both 
spots (29 and 61% of coverage; 42kDa). The presence of 
two immunoreacti ve spots is likely due to the presence 
of a postt ranslati onal modifi cati on allowing a switch of 
pHi. This result suggests that, in mouse brain, the CK-B is 
bound to EM-like ligand.

Dissociati on of CK-B/M-morphine-like alkaloid com-

plexes

10µg of mouse brain extract 0.5 µg of rabbit muscular 
CK-M (acti ve form) and 2 µg of human CK-B (acti ve 
form) were tested for morphine-like immunoreacti vity. 
Morphine like-immunolabel (6D6 anti -morphine anti body) 
at 42 kDa was observed for brain extract, rabbit CK-M and 
human brain CK-B. The morphine-like immunoreacti ve 
band of 42 kDa corresponds respecti vely to the monomer 
CK-B present in the mouse brain, the muscular CK-M and 
the human CK-B (Fig. 2C). A second diff use band of 84 
kDa was also observed for the human purifi ed CK-B and 
correspond to the CK-BB (dimmers). As observed for the 
brain extract, urea loading buff er in associati on with a 
heat treatment (100°C, 10 min) abolish the morphine-like 
immunolabel (Fig. 2C). 

We have also investi gated CK immunoreacti vity 
using both anti -N-ter and C-ter anti bodies. The anti -
N-ter CK anti body displays an identi cal immunolabel 
for brain extract, CK-M and CK-B before and aft er heat 
treatments in presence of urea loading buff er (Fig. 2D). 
Interesti ngly, the anti -C-terminal CK anti body display a 
very weak immunolabel for CK in samples not submitt ed 
to heat treatment, whereas a stronger immunolabel was 
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observed aft er heat treatment (Fig. 2E). 

Identi cal results have been obtained when the 
experiment was done on membrane treated with urea 
buff er associated with a heat treatment (data not shown).

This result suggests that anti -C-terminal CK anti body 
recognize an epitope close to the morphine-binding site: 
urea buff er associated with heat treatment allow the 
displacement of the alkaloid and let the epitope free for 
the anti -C-terminal CK anti body. Our experiments also 
indicate that nati ve and acti ve human brain CK-B and 
rabbit muscular CK-M are complexed to a morphine-like 
molecule. This associati on may result from the high 
affi  nity complex and the gentle purifi cati on needed to 
keep enzymati c acti vity of CK intact.

We recently published that, in the blood, eM is 
recovered with a higher yield in lithium-hepati nate plasma 
compared to serum (dry tubes) suggesti ng that lithium-
heparinate (LH) dissociate eM-protein complexes present 
in the blood. These data, together with the decrease of 
morphine-like immunoreacti vity when LDS is present in 
the loading buff er (Fig. 1B), strongly suggest that lithium 
represent a dissociati ng agent of the eM-CK complex. 

In order to investi gate the eff ect of lithium, LH 
concentrati on used to recover plasma (17 UI/ml) was 
tested on purifi ed acti ve CK-M (rabbit muscles; Fig. 3A) 
and CK-B (human brain, data not shown). LH is able to 
dissociate CK-morphine-like compound complexes at 
37°C (12h), since the treatment dramati cally decrease 
morphine-like immunoreacti vity (Fig. 3A). In order to 
determine if a reassociati on of exogenous morphine-
like alkaloids can occur, CK was incubated with a mix of 
alkaloids (morphine, M6G, M3G, codeine; 5µg of each) 
in presence or abscence of LH. No diff erence of the 
morphine-like immunoreacti vity was observed when 
CK-M or CK-B were incubated alone with the mix of 
alkaloid. Whereas LH dissociate the complex (dramati c 
decrease of eM label), a strong increase for morphine-like 
compounds immunoreacti vity is observed when LH is 
associated with alkaloids (Fig. 3A). 

These data suggests that LH dissociate endogenous 
alkaloid bound to CK and that the saturati ng amount 
of alkaloid is then able to bind “free” sites on both 
monomer (42kDa band) and dimmers (84kDa band) 
of CK. Morphine-like immunoracti vity reach a higher 
immunolabel compared with control CK (incubated 12h 
at 37°C), indicati ng that endogenous non immunoreacti ve 
morphine-like or non-morphine-like compounds are 
bound to the nati ve CK.

In order to determine if a specifi city of reassociati on 
for a parti cular alkaloid exists, reassociati on assays were 

performed with LH in presence of single alkaloid (20µg). 
Reassociati on with morphine alone display the higher 
reassociati on yield compared to M6G, M3G and codeine, 
showing that a non exclusive reassociati on exist but that 
CK-M display a higher affi  nity for morphine.

Identi cal results were obtained for CK-B and brain 
extracts, indicati ng that associati on properti es of CK for 
alkaloids is a common point to CK-B and CK-M that may be 
due to a conserved protein sequence (data not shown).

To determine if lithium is able to induce the dissociati on 
of the CK-morphine-like complex, mouse brain extract 
and brain purifi ed human CK-B were treated with an 
increasing concentrati on of lithium chloride (LC; 0.1mM 
to 1M). A complete dissociati on of the complex (brain 
extract and CK-B), observed by a lost of the morphine-like 
immunoreacti vity, occurs for 1M of LC, the dissociati on 
being less eff ecti ve with lower concentrati ons and 
abolished for 0.1mM (i.e., immunoreacti vity comparable 
to the control). As previously observed, the LH (0.51 UI) 
dissociate the complex. Our experiments also reveal that 
heparin alone is unable to induce the dissociati on of the 
complex. The same conclusion was obtain using rabbit 
purifi ed CK-M (data not shown).

Identi fi cati on of the fragment of CK 
having an affi  nity for morphine-like 
compounds
In order to characterize the fragment of CK able to bind 

morphine-like compounds, rabbit CK-M was digested with 
trypsin during diff erent periods of ti me. First, using a SDS-
PAGE, we have determine that low molecular morphine-
like-immunoreacti ve fragments (3-10 kDa) are generated 
aft er 3 min, longer digesti on leading to a disappear of 
the immunoreacti ve bands. On this basis, 100µg of CK-M 
was digested with trypsin for 3 min and the resulti ng 
digesti on was submitt ed to a 2D-gel electrophoresis 
(pHI 3-10) in duplicate. One gel was dedicated to silver 
staining, whereas the second was transferred onto PVDF 
membrane and submitt ed to an immunodetecti on using 
the 6D6 anti -morphine anti body. Three immunoreacti ve 
spots with low molecular weights (>10 kDa) were 
localized. MS-MS analysis allows us to determine that 
these spots correspond to the C-ter sequences 266-381, 
308-381, 342-381 of the rabbit CK-M. 

Discussion
The present arti cle reports that the C-ter part of the 

CK-B and CK-M are able to bind morphine, M6G, M3G and 
codeine with a high affi  nity. These complexes are resistant 
to detergent, reducing agents and heat treatments, but 
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are dissociated by naloxone, lithium and lithium-heparine 
at 37°C and urea associated with an heat treatment. 

Morphine remains the gold standard for pain relief 
in hospital setti  ngs1. In humans, exogenous morphine 
is catabolized into M6G (more potent as analgesic than 
morphine) and M3G (no acti vity)2-4, 39. Since the early 
1970s, eM, structurally identi cal to morphine from plants, 
has been characterized in mammals1, 7 and its biosynthesis 
pathway has been shown to derive from dopamine1, 7, 8. 
In the contrary to the well-studied opioidergic pepti des 
(e.g., enkephalins), the functi onal role of endogenous 
alkaloids remains to be elucidated. However, diff erent 
studies have highlighted the potenti al use of eM and its 
derivati ves as physiopathological markers for infecti on10, 
infl ammati on16, 17, 40-42, bulimia and anorexia 43, 
Parkinson disease44, 45, alcoholism46-49 or various 
mental disorder44, 50. However, the questi on of the eM 
level increase as a cause or as a result of pathologies 
remains unanswered.

The eM fi eld receives a growing interest since 2005 
because the synthesis of eM has been now characterized 
in mammalian cells. However, only few biochemical tools 
expensive and/or not very specifi c are available so far to 
detect and quanti fy endogenous alkaloids in biological 
fl uids and ti ssues (ELISA, anti body, MS analysis). In 
additi on, since only three enzymes have been identi fi ed 
to be implicated in eM biosyntheti c pathway, those being 
implicated in multi ple important physiological pathways 
(tyrosine-hydroxylase, CYP2D6, NMT), researcher are 
unable to produce a relevant eM knockdown model 
display only eM invalidati on. Thus, an urgent need exists 
for new tools of high accuracy to (i) study eM roles in 
physiology, (ii) develop diagnosti c kits for eM as a marker 
of pathologies and (iii) to improve existi ng therapeuti c 
approaches based on morphine acti on.

The Quanti fi cati on of eM and its derivati ves (codeine, 
M6G, M3G) in ti ssues indicated low recovery yield (fmol-
pmol/g of ti ssue). Surprisingly, these data do not fi t with 
eM-levels found in pathological blood samples10, 16, 17 or 
the label observed aft er brain immunohistochemistry14. 
Unti l now, endogenous alkaloid extracti on methods 
required deproteinizati on step (chloroform/methanol) 
to enrich the alkaloid content, the protein pellets being 
always discarded. Radiolabelled morphine is described to 
bound covalently proteins in mouse20, to be irreversible 
bound to insoluble ti ssue components 48h aft er its 
injecti on 19, and to last in CNS up to 3 weeks18. In additi on, 
incubati on of 3H-morphine with rat hepatocytes extracts 
leads to a covalent binding to a 40-50 kDa proteins, as 
indicated by the radioacti vity recovered from the protein 
precipitate21, 22. Few morphine-binding proteins have 

not been identi fi ed so far and include, serum albumin 
and alpha 1-acid glycoprotein 23, 24, as well as the 
phosphati dylethanolamine-binding protein that display 
an affi  nity for M6G and M3G and not for morphine25.
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Figure 1
Western blot analysis of the EM-like immunoreacti vity- A, Western blot analysis performed on mouse brain 

extracts using diff erent anti -morphine anti bodies. 20µg of brain extracts were loaded without heat treatment 
(control loading buff er) on 12% SDS-PAGE and the resulti ng gel was transferred onto PVDF membrane. 
Immunodetecti on was performed with the (1) 6D6, (2) 3A6, (3) ABD6330-0004, (4) ABD6330-0014, (5) G61 
and (6) R-49 anti bodies. EM-like immunolabel at 40-45 KDa is observed. B, Eff ect of control, LDS (lithium 
dodecyl sulphate) and urea sample loading buff ers and of an heat treatment on EM-like immunoreacti vity 
(6D6 anti -morphine anti body). C, Western blot analysis of the EM-like immunoreacti vity of the 40-45 kDa 
band aft er diff erent PVDF membrane treatments (water; 0.1M HClO3 pH 3.3; pH 11; 0.44M ammoniac pH 
11; 4M urea in 60mM Tris-HCl pH6.8) and with our without heat treatment (100°C, 30 min). Brain extracts 
(20µg) were loaded on 12% SDS-PAGE without heat treatment (urea loading buff er containing urea) and the 
resulti ng gel was transferred onto PVDF membrane. Immunodetecti on was performed with the) 6D6 anti -
morphine anti body. D, Eff ect of naloxone on EM-like immunoreacti vity at 37°C (6D6 anti -morphine anti body).
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Figure 2
Characterizati on of the EM-like immunolabelled protein present in the mouse brain and dissociati on of the 

morphine-like-ligand- A, Western blot analysis performed on mouse brain extracts aft er 2D gel eletrophoresis. 
125µg of brain extract was submitt ed to 2D-gel electrophoresis and the resulti ng gel was transferred onto 
PVDF membrane. Immunodetecti on was performed with the 6D6 anti body. Two EM-like immunolabel at 40-
45 KDa are observed. B, Silver staining of the corresponding gel. Arrows localize the immunoreacti ve spots. C, 
Western blot analysis of the EM-like immunoreacti vity using the 6D6 anti body on brain extract (10µg), CK-M 
(0.5µg) and CK-B (2µg) before and aft er heat treatment (100°C, 10 min). D, Western blot analysis of the N-ter 
CK immunoreacti vity before and aft er heat treatment (100°C, 10 min). E, Western blot analysis of the C-ter 
CK immunoreacti vity aft er heat treatment (100°C, 10 min).
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Figure 3
Dissociati on and associati on of the CK-alkaloids complex- A, Western blot analysis performed on 1µg 

of CK-M purifi ed from rabbit muscles. CK-M was treated with LH (0.51UI/30µl) in presence of alkaloids 
(morphine+M6G+M3G+codeine), morphine, M6G, M3G or codeine (12h at 37°C). Morphine-like immunolabel 
was visualized with the 6D6 anti -morphine anti body. B, Eff ect of LC, LH and heparin on morphine-like-CK 
complex in mouse brain (higher panel) and human brain CK (lower panel). Dissociati on of the complex is 
observed when 6D6-immunolabel decrease.
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Figure 4
Identi fi cati on of the EM-like immunolabelled pepti des aft er a trypsin digesti on of the CK-M- A, 100µg 

of CK-M digested for 3min were submitt ed to 2D-gel elctrophoresis and the resulti ng gel was transferred 
onto PVDF membrane. Immunodetecti on was performed with the 6D6 anti body. B, Silver staining of the 
corresponding gel. Arrows point immunoreacti ve spots of interest.





I. Résumé

I.1. Contexte et question posée

Les taux circulants de morphine endogène sont décrits pour varier de manière importante 

lors de certaines conditions pathologiques et physiologiques. Ainsi, que ce soit lors d’un  

« stress » alimentaire (boulimie, anorexie, jeûne), lors de certains traitements pharmacologiques 

(L-DOPA), ou lors de situations inflammatoires ou infectieuses, de nombreuses études ont 

décrit, chez l’homme et l’animal, une augmentation des taux sanguins ou tissulaires de 

morphine endogène (pour revues : Goumon et al., 2009a; Goumon et al., 2009b; Perea-Sasiain, 

2008). Par ailleurs, toutes les pathologies impliquant la dopamine (précurseur de la morphine) 

seraient susceptibles de provoquer une variation des taux de morphine endogène, qui pourrait 

ainsi potentiellement représenter un bio-marqueur pathologique sanguin. Dans ce sens, une 

étude menée par notre équipe et à laquelle j’ai participé pendant ma première année de thèse, 

a mis en évidence une élévation des taux sanguins de morphine endogène chez des patients 

septiques (Glattard et al., 2010), suggérant que la morphine pourrait représenter un marqueur 

des infections systémiques.

Ces données soulignent l’importance que la morphine endogène pourrait apporter dans 

le dépistage et le diagnostic de certaines pathologies.

A l’heure actuelle, il n’existe aucun consensus concernant le protocole de dosage de la 

morphine endogène dans des échantillons sanguins. La description dans la partie précédente 

de la présence de protéines de liaison de la morphine endogène pourrait apporter certaines 

explications quant aux difficultés de sa détection.  En effet, la liaison de la morphine à des 

protéines pourrait empêcher sa détection par les kits de dosage (p. ex., ELISA). De plus, les 

complexes de haute affinité « protéine-morphine » pourraient être perdus lors de l’étape de 

précipitation des protéines nécessaire au dosage de la morphine endogène/exogène dans les 

tissus. Ces différentes hypothèses suggèrent que la dissociation de ces complexes, avant le 

dosage de la morphine endogène, pourrait en améliorer le rendement. Or, la partie précédente 
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de mes résultats décrit que le lithium (un agent chaotrope) est capable de dissocier le complexe 

CK-alcaloides endogènes, suggérant qu’il permettrait d’augmenter la biodisponibilité de 

la morphine, et ainsi les quantités de morphine endogène détectées dans des échantillons 

biologiques. 

Que ce soit pour les prélèvements sanguins de routine ou d’urgence, les tubes lithium-

héparinés (plasma-LH), les tubes citrate (plasma-citrate) et les tubes « sec » (sérum) sont les 

plus utilisés en clinique. L’objectif de cette partie a été de comparer les taux de morphine 

endogène/exogène détectés dans des échantillons sanguins prélevés dans ces différents types 

de tube en ayant pour but de déterminer les conditions optimales de dosage de la morphine 

endogène et exogène.

 f Existe-t-il une corrélation entre les taux de morphine endogène et exogène mesurés 

lors d’un prélèvement sanguin et le type de prélèvement réalisé ?

Les résultats obtenus dans cette partie ont donné lieu à la rédaction d’une lettre à l’éditeur 

de « Clinical Chemistry » actuellement en cours d’évaluation (Publication 5).

I.2. Approches & Résultats

Afin de mesurer les taux de morphine endogène et/ou exogène dans les échantillons 

sanguins, nous avons utilisé un kit ELISA commercial spécifique de la morphine. Nous avons 

dans un premier temps décrit que la présence d’héparinate de lithium n’interfère pas avec la 

détection réalisée à l’aide du kit ELISA. 

Deuxièmement, des quantités connues de morphine exogène ont été ajoutées, avant les 

prélèvements sanguins, dans les trois types de tubes commerciaux les plus utilisés en milieu 

hospitalier : des tubes secs (tubes Sérum), contenant du citrate (tubes plasma-citrate), ou de 

l’héparinate de lithium (tubes plasma-LH). Nous avons quantifié les taux de morphine dans 

chacun des échantillons et observé que 86% de la morphine de départ est retrouvée dans 

les échantillons Plasma LH tandis que seulement 42% et 38% de la morphine de départ est 

retrouvée dans les tubes sérums et plasma citrate. 

 Finalement nous avons quantifié les taux de morphine endogène et exogène dans les 

échantillons sanguins de 80 patients souffrant de pathologies sévères, prélevés d’une part dans 

des tubes sérums et d’autre part dans des tubes plasma LH.  Nos résultats ont montré une 

diminution moyenne de 65% des taux de morphine endogène (patients naïfs à la morphine, 
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n=56) et de 78% des taux de morphine exogène/endogène (patients ayant reçu de la morphine, 

n=8) lorsque les échantillons sont prélevés dans des tubes sérums, comparés aux échantillons 

plasma-LH. 

I.3. Conclusions

Nos résultats démontrent que plus de la moitié de la morphine endogène ou exogène 

présente dans les échantillons sanguins n’est pas détectée lorsque les échantillons ne sont 

pas traités à l’héparinate de lithium. L’utilisation de tube lithium héparine permet donc une 

meilleure détection de la morphine endogène, mais également exogène, dans des échantillons 

sanguins. Le lithium, qui est un agent chaotrope, serait responsable de la dissociation de 

complexes morphine-protéines ce qui permettrait d’obtenir plus de morphine libre détectable. 

Cette partie de mes travaux a amené à l’obtention d’un nouvel outil permettant 

d’augmenter les quantités de morphine endogène et exogène « libre » pouvant être détectées 

dans les échantillons sanguins. Ainsi, un traitement au lithium de tout tissu ou fluide biologique 

pourrait permettre d’augmenter la biodisponibilité de la morphine endogène/exogène 

détectable et d’augmenter les rendements actuels de détection. De plus, d’un point de vue 

thérapeutique, le lithium pourrait également être utilisé pour le traitement de certaines 

pathologies. Cet outil fait également l’objet d’un dépôt de brevet, dont les perspectives seront 

détaillées dans le dernier chapitre de ce manuscrit.

 f Brevet n°3 : En cours de dépôt : Goumon Y., Laux-Biehlmann A., Stuber D., Schneider F., 

Welter I.D., Gräfe N. – D.I. N° 04170-03 : « Utilisation du lithium et de ses dérivés pour le 

dosage ou l’extraction des alcaloïdes endogènes et exogènes dans les fluides biologiques 

et les tissus ».
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To the Editor:
To the Editor: Endogenous morphine (eM) is 

synthesized from dopamine in mammalian cells 
(1, 2) and has a structure identi cal to that of 
morphine from poppies. A growing number of 
studies suggest that eM is an important modulator 
in physiological and pathophysiological states. 
Thus, pati ents with sepsis have signifi cantly 
higher circulati ng eM levels compared to pati ents 
with systemic infl ammatory response syndrome 
and healthy donors (3). Elevated eM levels 
in the blood of pati ents were found in other 
pathological conditi ons, (cardiovascular bypass, 
Parkinson) (2, 4). Lipopolysaccharide treatments 
are also associated with increases in eM levels 
in rats. These data support that circulati ng eM 
levels might serve as a biomarker in various 
pathologies (3).

Because of the usually low circulati ng levels of 
eM (0-25ng/ml), a highly sensiti ve procedure for 
eM quanti fi cati on is needed. No consensus exists 
regarding blood sample preparati on for morphine 
measurement. Since lithium-heparinate and 
serum samples are used for emergency and 
routi ne measurements at the hospital, we have 
compared the eM levels detected using these 
two diff erent procedures.

This study was approved by our insti tuti onal 
review board for human experimentati on. The 
samples were collected from pati ents who 
required laboratory analyses and who gave 
writt en informed consent. Blood from 80 pati ents 
was collected at the same ti me in two types of 
sampling tubes. (i) For serum analysis, blood 
was collected in dry tubes (BD, ref: 377615), 
and serum was obtained aft er centrifugati on 
(4°C, 4000rpm, 10min). (ii) For plasma analysis, 
blood was collected in lithium-heparinate tubes 
(BD, ref: 367378, 17UI/ml), and plasma was 
recovered aft er centrifugati on (4°C, 4000rpm, 
10min). Plasma and serum morphine levels 
were quanti fi ed using a commercially available 
morphine specifi c ELISA kit (ref 213-0480, 
Immunalysis Corporati on) (3). The plasma or 

serum samples were tested in duplicates (40µL), 
and coeffi  cients of variati on (CV) of <8% were 
accepted. Samples with higher CVs were tested 
again to obtain CVs below 8%. For all tests, 
morphine standards (0-25ng/ml) were diluted 
in 1% PBS-BSA (w/v) for serum samples and in 
1% PBS-BSA (w/v) containing lithium-heparinate 
(17UI/ml) for plasma samples. In this study, the 
calculated detecti on limit for the batch of ELISA 
kit was 0.1ng/ml of morphine.

As a control experiment, known concentrati ons 
of morphine diluted in PBS or PBS-lithium-
heparin buff er were fi rst tested using our ELISA 
procedure. No diff erences were observed, 
showing that lithium-heparinate does not aff ect 
morphine detecti on.

In a second step, known concentrati ons of 
morphine were added to serum and lithium-
heparinate tubes prior to fresh blood collecti on 
(healthy donors, n=4). In the plasma samples, 
86 % of the initi al morphine concentrati on was 
recovered, whereas only 42 % was recovered in 
serum samples.

Finally, 80 pati ents were included in three 
groups: (i) healthy donors (n=16), (ii) morphine 
treated pati ents (morphine’s skin patch 12-48 
hours before blood collecti on, 20 mg/day, n=8), 
and (iii) non selected criti cally ill pati ents (naive 
for morphine and with various pathologies, n=56). 
In healthy donors, eM was undetectable in both 
serum and plasma samples. In morphine-treated 
pati ents (Fig.1, cross), the mean morphine 
concentrati ons in serum samples ranged from 3.2 
ng/ml to 31 ng/ml, whereas those in plasma were 
between 25.7 ng/ml and 114.8 ng/ml. Compared 
to plasma levels, morphine concentrati ons in 
the serum were on average 78%±15% lower. In 
criti cally ill pati ents (Fig.1, dots), eM levels ranged 
between 0 ng/ml (not detectable) and 23.6 ng/
ml in serum samples and between 0.15 ng/ml 
and 76.3 ng/ml in plasma samples. Again, eM 
serum concentrati ons were signifi cantly lower 
(from +13% to -98%; mean=-65±32% ) compared 
to plasma,

As shown in fi gure 1, the concentrati on of 
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eM or exogenous morphine was systemati cally 
higher in plasma compared to serum for 61 of 
64 pati ents. Together, our results show that 
lithium-heparin tubes are most appropriate to 
quanti fy precisely exogenous and endogenous 
morphine concentrati on in blood samples. 
A hypothesis explaining the failure of free 
morphine quanti fi cati on in serum is currently 
under investi gati on and may involve binding of 
morphine to blood proteins. Diff erent morphine-
binding proteins have been identi fi ed so far 
and include serum albumin and alpha 1-acid 
glycoprotein (5). Interesti ngly, exogenous 
morphine detecti on in the blood has been shown 
to highly depend on urea and albumin levels, 
suggesti ng an important link between morphine-
binding proteins and morphine bioavailability 
(5). Interesti ngly, lithium is being considered as 
a chaotropic/denaturing agent and may increase 
the amount of free and detectable morphine.

In vivo, the release of eM in the blood is 
likely to occur during stress or pathological 
situati ons. eM is playing a major role in 
numerous physiological and pathophysiological 

processes, we demonstrate here that accurate 
determinati on of blood morphine concentrati ons 
requires analysis from lithium-heparinate plasma 
instead of serum samples.
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Figure 1
Concentrati ons of morphine in serum expressed as a functi on of the corresponding morphine 

plasma concentrati ons in criti cally ill pati ents (n=56, dots) and in morphine-treated pati ents (n=8, 
cross). Upper corner graph shows a higher magnifi cati on of these results for the lowest concentrati ons 
found. All pati ents below the dashed line exhibited higher concentrati ons of morphine in the plasma 
than in the serum.





Chapitre 4 :

Discussion





I. La synthèse de la morphine endogène au sein du SNC : der-
nières avancées

I.1. La synthèse au sein des cellules catécholaminergiques, une  
généralité ?

Depuis la découverte et la caractérisation en 2005 de la voie de synthèse de la morphine 

endogène chez les mammifères (Boettcher et al., 2005; Poeaknapo, 2005), peu d’avancées 

concernant cette voie de synthèse ont été réalisées. La synthèse de la morphine endogène 

dans le neuroblastome humain catécholaminergique (SH-SY5Y) a démontré que celle-ci dérivait 

de la dopamine. Il a donc été postulé que la synthèse de la morphine endogène pouvait se 

dérouler au sein des cellules cathécolaminergiques et notamment en périphérie sur la base 

de sa synthèse par des cellules de ce type incluant les cellules chromaffines (Goumon et al., 

2000b; Goumon et al., 2005), les PMN (Zhu et al., 2005) et les MN (Boettcher et al., 2006). Au 

sein du SNC, l’absence de morphine endogène dans le cerveau de souris K.O pour la TH a été 

décrite, suggérant que la dopamine est nécessaire à la formation de la morphine endogène 

(Neri et al., 2008). De plus, nous avons montré en 2010 une augmentation des taux cérébraux 

de morphine endogène chez les souris STOP (stable tubule only peptide), un modèle animal, 

possédant certains aspects de la schizophrénie ainsi qu’un caractère hyperdopaminergique 

(figure 15)(Charlet et al., 2010). J’ai également montré (résultats non publiés) que la déplétion 

intracellulaire de dopamine des SH-SY5Y, un neuroblastome humain, induit une disparition de 

la morphine endogène (figure 16).  Ensemble, ces résultats suggèrent que la dopamine est 

nécessaire à la formation de morphine endogène au sein du SNC. 

Cependant, plusieurs lignées cellulaires tumorales non cathecolaminergiques ont été 

décrites comme étant capables de synthétiser de novo la morphine endogène (Poeaknapo et 

al., 2004). Ces cellules sont les JEG-3 (cellules placentaires), HepG2 (Cellules hépatiques) et 

HaCaT (cellules épithéliales de la peau). D’autres comme les DAN-G (cellules pancréatiques) sont 
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seulement capables de synthétiser des précurseurs (THP, réticuline). Ces résultats suggèrent que 

la synthèse de la morphine endogène n’est pas restreinte aux cellules cathécolaminergiques et 

que de nouveaux intermédiaires ou enzymes pourraient être découverts. Ainsi, les résultats 

de ma cartographie des alcaloïdes endogènes au sein du SNC de souris adultes apportent de 

nouveaux éléments (publications 1 & 2; Laux et al., 2011). En effet, j’ai décrit pour la première 

fois que les cellules dopaminergiques du SNC ne contiennent pas d’alcaloïdes endogènes, 

alors que les neurones GABAergiques et les astrocytes en contiennent. La synthèse de la 

morphine endogène au sein du SNC est donc plus complexe que celle postulée sur la base des 

données obtenues sur les SH-SY5Y et pourrait faire intervenir différents partenaires cellulaires, 

de nouvelles enzymes et probablement de nouveaux intermédiaires. Le reste de ce chapitre 

regroupe les données actuelles (directes et indirectes) concernant la voie de synthèse de la 

morphine endogène au sein du SNC, et tente d’apporter certains éléments de réponse.

I.2. L’hypothèse de la recapture de précurseurs

La présence d’alcaloïdes endogènes dans des cellules non-dopaminergiques suggère une 

éventuelle recapture de précurseurs de la voie de synthèse de la morphine endogène. Il est 

possible de postuler que différents précurseurs, à différents niveaux de la voie de synthèse de 

la morphine endogène, puissent être recaptés à partir du milieu extracellulaire, du LCR ou du 

sang par des cellules possédant les enzymes nécessaires à la finalisation de la synthèse de la 

morphine endogène (figure 17). 

I.2.a. La recapture de dopamine 

Plusieurs études décrivent la présence de transporteurs de la dopamine dans les 

astrocytes et des neurones non-dopaminergiques du SNC. Il est donc envisageable qu’une 

recapture de dopamine soit réalisée par les cellules non dopaminergiques afin de finaliser la 

synthèse de la morphine endogène. En effet, le DAT (Dopamine transporter), qui est le principal 

transporteur de la dopamine, est localisé essentiellement sur les terminaisons synaptiques 

des neurones dopaminergiques. Cependant, ce transporteur est également décrit pour être 

exprimé par les astrocytes (Takeda et al., 2002) et des neurones non-dopaminergiques à 

travers tout le SNC (Ciliax et al., 1995; Freed et al., 1995). Cette recapture de dopamine pourrait 

également dépendre de l’OCT-3 (organic cation transporter 3) qui est capable de transporter 

la dopamine dans des cellules non dopaminergiques (Chemuturi and Donovan, 2007). De 

manière intéressante, l’OCT-3 est exprimé par les astrocytes, ainsi que par les neurones de 

structures dans lesquelles j’ai décrit de la morphine endogène (Gasser et al., 2009). Par ailleurs, 
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le PMAT (plasma membrane monoamine transporter), également décrit pour être capable de 

transporter la dopamine, est présent dans les neurones de nombreuses structures du SNC dans 

lesquelles de la morphine endogène est retrouvée (Dahlin et al., 2007). D’autre part, l’EMT 

(extraneuronal monoamine transporter) et le NET (Norepinephrine transporter), sont décrits 

pour être exprimés et impliqués dans la capture de dopamine par les astrocytes (Inazu et al., 

2003a; Inazu et al., 2003b).

I.2.b. La recapture de THP

La THP est le résultat de la condensation spontanée d’une molécule de dopamine et d’une 

molécule de DOPAL. On la retrouve dans le LCR où elle pourrait être excrétée par des cellules ou 

être directement formée dans le milieu extracellulaire. La THP pourrait ensuite être captée par 

différents types cellulaires qui pourraient alors finaliser la synthèse de morphine endogène. De 

manière intéressante, des données indiquent que la THP possèderait une affinité pour le DAT. 

En effet, la THP est décrite pour bloquer le transport de dopamine via une action sur la DAT 

(Okada et al., 1998). Cependant, on ne sait pas si la THP peut être elle-même transportée par la 

DAT. Malheureusement, aucune information n’est disponible quant à un éventuel transport des 

autres précurseurs de la morphine endogène présents dans la voie de synthèse. Cependant, 

on ne peut exclure l’existence d’une capture d’autres précurseurs de la morphine endogène. 

I.3. Quelles enzymes impliquées ?

I.3.a. La voie de la dopamine

La dopamine est indispensable à la formation de morphine, que ce soit chez les 

mammifères ou chez les plantes. Chez les mammifères, la présence des enzymes impliquées 

dans la voie de synthèse de la dopamine (TH et AADC) est nécessaire à la formation de 

morphine endogène. Ces enzymes (p.ex., TH) ne sont pas exprimées par les neurones  

« morphinergiques » décrits dans la première partie de ma thèse et ne sont pas non plus 

exprimées par les astrocytes (Jaeger, 1985). La capture de précurseurs postulée dans le 

paragraphe précédent semble donc être indispensable à la synthèse de morphine endogène par 

d’autres cellules. Cependant, la présence de dopamine dans l’urine de patients chez lesquels 

l’AADC est absente (Wassenberg et al., 2010), ainsi que la présence de dopamine chez des souris 

K.O. pour la TH (Rios et al., 1999), remettent en question la voie de synthèse de la dopamine. 

Ainsi, certains auteurs postulent l’existence d’autres enzymes capables d’aboutir à la formation 

de dopamine chez les mammifères, notamment la tyrosinase. En effet, la tyrosinase a été 
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décrite pour transformer la dopamine en L-DOPA chez des souris K.O. pour la TH (Eisenhofer 

et al., 2003). Cependant, les informations concernant la localisation de la tyrosinase au sein 

du SNC sont peu nombreuses. Les données connues concernant la localisation des enzymes 

de synthèse de la dopamine permettent d’imaginer différentes hypothèses pour la voie de 

synthèse de la morphine endogène (figure 17).

I.3.b. La monoamine-oxydase

Les deux isoenzymes de la MAO (MAO-A et MAO-B) sont les enzymes majeures 

impliquées dans la dégradation des catécholamines et de la sérotonine chez les mammifères. 

Elles sont responsables de la conversion de la dopamine en DOPAL, étape indispensable à la 

formation de THP, et donc de morphine endogène. Les deux types de MAO (MAO-A et MAO-B) 

sont retrouvés dans les neurones et les astrocytes de nombreuses structures du SNC (Ekblom 

et al., 1993; Ikemoto et al., 1997; Jahng et al., 1997). La présence de MAO dans des cellules 

non dopaminergiques permettrait à ces cellules de former de la DOPAL après recapture de 

dopamine. La condensation spontanée de DOPAL et de dopamine permettrait alors la formation 

de THP et ainsi, si les enzymes nécessaires sont présentes, de morphine endogène.

I.3.c. Les méthyltransférases 

Au sein du SNC, les méthylations sont des réactions enzymatiques impliquées dans la 

synthèse et le métabolisme de nombreuses molécules (p. ex., neurotransmetteurs, drogues). 

Les méthyltransférases, qui sont retrouvées dans l’ensemble du SNC, possèdent des fonctions 

différentes. Les principales méthyltransférases connues au sein du SNC sont la PNMT 

(Phenylethanolamine N-Methyltransferase), la COMT (catéchol-O-méthyltransférase) et la HIOMT 

(hydroxyindole-O-méthyltransférase). Après formation de la THP, trois étapes de méthylation 

sont nécessaires à la formation de la Réticuline qui est un précurseur de la morphine endogène. 

Depuis quelques années, il a été postulé que la COMT et la PNMT pourraient être impliquées dans 

l’une ou plusieurs de ces trois étapes de méthylation (Mantione et al., 2008; Stefano and Kream, 

2010). Ce n’est que récemment que la NMT a été décrite pour transformer la (R)-norreticuline 

en (R)-réticuline chez les mammifères, alors que la PNMT n’aurait aucune activité (Grobe et 

al., 2011). La NMT est initialement décrite pour catalyser la N-méthylation de la tryptamine 

(Thompson et al., 1999). Celle-ci est présente au sein du SNC (Boarder and Rodnight, 1976).  

Cependant, il n’existe actuellement pas d’information sur sa localisation cellulaire. L’étude de la 

localisation de la NMT pourrait fournir des indications quant aux cellules capables de méthyler 

la THP, et donc de synthétiser la morphine endogène (figure 17).
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Figure 17 : Recapture de précurseurs et synthèse de morphine au sein des astrocytes et de 

neurones non dopaminergiques. Abréviations : DAT, Dopamine transporter; DOPAL, 3,4-Dihydroxy-

phénylacétaldéhyde; EMT, Extraneuronal monoamine transporter; MAO, Monoamine oxydase; MT, 

Méthyltransférase; NET, Norepinephrine transporter; OCT3, Organic cation transporter 3;  P450, 

Cytochrome P450 ; PMAT, Plasmamembrane monoamine transporter; THP, Tétrahydropapavéroline.



Discussion

Page | 171

I.3.d. CYP2D6

Les cytochromes P450 appartiennent à une famille d’enzymes capables de catalyser 

des réactions différentes et variées, aussi bien chez les plantes que chez les vertébrés (Coon, 

2005). Parmi ceux-ci, le CYP2D6 est l’une des formes de P450 intervenant dans le métabolisme 

de nombreuses molécules (Ozaki, 2004). En raison de son implication dans de nombreuses 

réactions enzymatiques, le CYP2D6 est largement exprimé par les neurones du SNC (Norris et 

al., 1996; Siegle et al., 2001). Il n’est cependant pas exprimé par les astrocytes chez l’homme 

(Siegle et al., 2001). Le CYP2D6 est décrit pour catalyser quatre des étapes de la voie de 

synthèse de la morphine endogène. Ainsi, il intervient dans (i) l’hydroxylation de la tyramine 

en dopamine (Bromek et al., 2011), (ii) la transformation de la réticuline en salutaridine (Grobe 

et al., 2009), (iii) la O-déméthylation de thébaine en oripavine (Mikus et al., 1991) et (iv) de 

celle de la codéine en morphine (Dayer et al., 1988). La présence de cette enzyme au sein 

des cellules semble donc être déterminante pour la synthèse de la morphine endogène de 

novo. Son absence au sein des astrocytes suggère que ceux-ci sont incapables de synthétiser 

de la morphine endogène. Cependant, sa localisation ubiquitaire et son implication dans de 

nombreuses réactions la rendent inutilisable comme marqueur des cellules morphinergiques 

ou comme gène cible pour une souris K.O. 

I.3.e. De nouvelles enzymes ?

La découverte des enzymes impliquées dans la voie de synthèse chez les plantes est 

très récente, puisque plus de la moitié de ces enzymes a été caractérisée et clonée ces 5 

dernières années. Il n’est donc pas étonnant que si peu d’enzymes impliquées dans la voie 

de synthèse de la morphine chez les mammifères soient connues. En effet, jusqu’à présent 

les enzymes impliquées dans la synthèse de morphine endogène ont été découvertes par 

analogie de séquences avec celles décrites dans la synthèse de morphine chez les plantes. Il 

est donc envisageable que ces enzymes décrites récemment chez les plantes permettent dans 

les années à venir d’identifier de nouvelles enzymes chez les mammifères impliquées dans la 

synthèse de morphine endogène. La découverte de nouvelles enzymes permettra peut-être de 

produire un modèle de souris K.O., qui conduira à une compréhension plus approfondie des 

rôles de la morphine endogène.
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Figure 18 : Augmentation des niveaux de morphine endogène dans les souris déplétées à la 

dopamine. D’après, Charron et al., 2011. A : Nombres de MSNs (Medium Spiny Neurons) fortement 

immunoréactifs (+++) et faiblement immunoréactifs (+) dans le striatum de souris traités à l’AMPT-

réserpine (n=4). B-C : Quantités de dopamine (B) et de morphine (C) présentes dans le cerveau 

des souris contrôles (n=4) et traitées à l’AMPT-réserpine (n=5). D : Caractérisation de la morphine 

endogène dans le cerveau de souris par spectrométrie de masse, standard (image du haut), extrait 

de cerveau de souris (image du bas).
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I.4. Les intermédiaires de synthèse

I.4.a. (R)-THP ou (S)-THP ?

Comme décrites dans l’introduction (cf. : I.Introduction, IV.2, p.41), deux hypothèses 

existent quant à la formation de la réticuline. En effet, dans le neuroblastome humain SH-

SY5Y la voie de synthèse est décrite pour passer par la (S)-THP puis la (S)-réticuline (Boettcher 

et al., 2005; Poeaknapo, 2005), alors que certaines données indiquent, in vivo, que la voie 

de synthèse passe par la (R)-THP puis la (R)-réticuline. En effet, la découverte récente d’une 

méthyltransférase (NMT) spécifique de la (R)-THP dans le cerveau de souris (Grobe et al., 

2011), suggère que la voie de synthèse de la morphine endogène dans le SNC, dépendrait de 

la configuration R de la THP. Par ailleurs, j’ai récemment montré chez la souris après traitement 

à la réserpine et à l’AMPT induisant une déplétion de la dopamine, une augmentation des taux 

de morphine endogène présents dans le SNC (figure 18)

Dans la même étude, réalisée en collaboration avec l’équipe d’Erwan Bezard de Bordeaux, 

une augmentation du nombre de neurones immunoréactifs (à la codéine, la morphine, la 

M6G et/ou la M3G) est observée dans le striatum de rats, singes ou de patients parkinsoniens 

(Charron et al., 2011). C’est la première fois qu’une étude décrit une augmentation des 

quantités de morphine endogène dans des modèles où les taux de dopamine sont diminués 

(ici, la maladie de Parkinson). De plus, un traitement à la L-DOPA, précurseur de la dopamine et 

de la morphine, induit une normalisation (diminution) du nombre de neurones immunoréactifs 

à la morphine et ses dérivés dans le striatum des quatre modèles utilisés (Charron et al., 2011). 

Ces résultats sont contradictoires avec l’hypothèse dopaminergique de la voie de synthèse de 

la morphine endogène, mais apportent cependant de nouveaux éléments de compréhension 

concernant l’implication de la (R)- ou de la (S)-THP.

Chez les patients parkinsoniens (non traités à la L-DOPA), la description d’une 

augmentation des taux de THP dans l’urine (Cashaw, 1993) est corrélée avec l’augmentation 

des taux de morphine endogène décrite dans notre étude. De plus, une augmentation des taux 

de THP cérébraux est observée après traitement à la L-DOPA (Cashaw et al., 1987; Turner et 

al., 1974), et de manière surprenante, nos résultats indiquent une diminution des quantités 

de morphine endogène. Ces données suggèrent que la THP formée par la lésion des centres 

dopaminergiques, ainsi que de celle formée par l’administration de L-DOPA ne sont pas toutes 

les deux impliquées dans la voie de synthèse de la morphine endogène. Ainsi, dans le SNC, 

de la (R)-THP pourrait être formée dans le cas de la maladie de Parkinson. Celle-ci serait 
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alors transformée via la NMT en réticuline, puis en morphine. Par ailleurs, la L-DOPA semble 

induire la formation de (S)-THP, puisqu’elle n’induit pas une élévation des taux cérébraux de 

morphine endogène (Grobe et al., 2010). Cependant, un traitement à la L-DOPA est décrit 

pour augmenter de manière significative les taux THP, de morphine et de codéine endogènes 

dans l’urine (Cashaw, 1993; Matsubara et al., 1992) suggérant, qu’en périphérie, la (S)-THP est 

impliquée dans la voie de synthèse de la morphine endogène. 

En conclusion (figure 19), il semblerait que la (R)-THP soit nécessaire à la formation de 

morphine au sein du SNC, alors que la (S)-THP serait impliquée en périphérie. Un mécanisme 

de régulation et une enzyme spécifique pourraient être présents permettant une formation 

sélective de l’énantiomère de la THP.

I.4.b. Le 4-HPAA, un nouvel intermédiaire de synthèse ?

Les différents éléments cités dans les paragraphes ci-dessus postulant que la voie de 

synthèse de la morphine endogène ferait intervenir différents partenaires cellulaires via 

différentes enzymes et mécanismes de transports, ne sont pas les seules hypothèses possibles 

quant à la synthèse de morphine par des cellules non dopaminergiques. Par analogie avec la 

voie de synthèse des plantes, il est possible de postuler la présence de nouveaux intermédiaires 

dans la voie de synthèse de la morphine endogène. En effet, chez l’homme, les neutrophiles 

et les macrophages sont capables de produire du 4-HPAA (4/p-hydroxyphenylacetaldéhyde) à 

partir de la L-Tyrosine par l’intermédiaire d’une myélopéroxidase (Exner et al., 2001; Hazen et 

al., 1999; Hazen et al., 1998; Whitman et al., 1999). Le 4-HPAA est un intermédiaire retrouvé 

dans la voie de biosynthèse de la morphine chez les plantes, qui après sa condensation avec 

la dopamine, forme la norcoclaurine (cf. : I.Introduction, IV.2, p.41). Ces données suggèrent 

que les mammifères seraient capables, grâce à la formation du 4-HPAA, de produire de la 

norcoclaurine (figure 20, en vert). Cependant comme chez les plantes, cette réaction n’est pas 

spontanée et nécessite l’intervention d’une enzyme. La norcoclaurine n’a jamais été détectée de 

manière endogène chez les mammifères. Cependant, on ne peut pas exclure que sa formation, 

comme celle du 4-HPAA, soit réalisée dans des conditions physiologiques ou pathologiques 

particulières (Hazen et al., 2000; Heller et al., 2000). 

I.4.c. Un autre intermédiaire possible, l’octopamine

L’octopamine est un neurotransmetteur formé à partir de l’hydroxylation de la tyramine 

chez les insectes (pour revue : Lange, 2009). Chez les mammifères l’octopamine est retrouvée 
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sous forme de traces au sein du SNC et dans la circulation sanguine. Elle est formée à partir de 

la tyrosine par la dopamine-β-hydroxylase (DBH). Les taux d’octopamine sont décrits comme 

étant plus élevés dans certaines pathologies cérébrales incluant de manière intéressante la 

maladie de Parkinson (D’Andrea et al., 2010), l’algie vasculaire de la face (D’Andrea et al., 2007), 

la schizophrénie et l’addiction (Berry, 2007). Etant donné que ces pathologies pourraient être 

« hypermorphinergiques » (cf. : IV.Discussion, III, p.199) et, sur la base des données décrites ci-

après, l’octopamine pourrait représenter un nouvel intermédiaire de la synthèse de la morphine 

endogène chez les mammifères (figure 20, en rouge). Il est ainsi décrit que l’octopamine est 

transformée en 4-HPAA par l’octopamine hydroxylase (OH) chez Pseudomonas aeruginosa 

(Cuskey et al., 1987). De plus, chez les insectes, il a été postulé que la L-DOPA pourrait être un 

précurseur de l’octopamine (David et al., 1981). Nous pouvons émettre l’hypothèse que des 

enzymes capables d’effectuer ces réactions sont conservées dans l’évolution et sont toujours 

présentes chez les mammifères. Ainsi, le 4-HPPA formé à partir de l’octopamine pourrait, 

comme décrit dans la partie précédente, être impliqué dans la voie de synthèse de la morphine 

endogène (figure 20).

I.5. Un autre produit final que la morphine ?

I.5.a. M6G/M3G

Quelques études ont proposé que les glucuronides de la morphine peuvent représenter le 

produit final de la voie de synthèse de la morphine dans certaines cellules. En effet, la présence 

de M6G endogène et non de morphine endogène est décrite dans les cellules chromaffines 

des glandes surrénales bovines. Dans ces cellules, la M6G est présente dans les granules de 

sécrétion, alors que la morphine est absente. Ces données suggèrent que la M6G représente 

le produit final de la voie de synthèse des opiacés endogènes dans ce type cellulaire particulier 

(Glattard et al., 2006; Goumon et al., 2006). La cartographie des alcaloïdes endogènes présentée 

dans la première partie de ma thèse ne permet pas de différencier la présence de morphine, 

codéine, M6G ou M3G endogènes au sein des cellules. De plus, les UGTs, enzymes responsables 

de la formation des glucuronides, sont décrites pour être présentes au sein des astrocytes et de 

certains neurones du SNC (Heurtaux et al., 2006; Suleman et al., 1998). Il est donc possible, au 

même titre que dans les cellules chromaffines, que la M6G et/ou la M3G puissent représenter 

le produit final de la voie de synthèse des opiacés endogènes au sein de certaines cellules du 

SNC et en particulier dans les astrocytes.
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Figure 21 : Formation hypothétique de conjugués phosphatés de la morphine par la créatine 

kinase. Abréviations : ADP, Adénosine di-phosphate; ATP, Adénosine tri-phophate
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I.5.b. M6P/M3P

La description dans la seconde partie de ma thèse de la présence d’un complexe entre 

la créatine kinase et les alcaloïdes endogènes apporte de nombreuses questions quant aux 

rôles de cette association. Notamment, l’une des hypothèses pouvant être formulée est que 

la morphine est un substrat de la créatine kinase (figure 21). La créatine kinase pourrait alors 

phosphoryler la morphine sur l’un des deux groupements hydroxyles libres et ainsi former la 

morphine-6-phosphate (M6P) et/ou la morphine-3-phosphate (M3P). Or, la présence de ces 

composés dans un organisme vivant n’a jamais été démontrée, ni même postulée. Cependant, 

trois brevets décrivent la possibilité d’une synthèse de M3P et de M6P par un biais chimique, 

démontrant la possibilité d’associer un groupement phosphate aux hydroxyles présents sur les 

carbones 3 et 6 de la morphine (West and Kannar, 2005; West and Kannar, 2007; West et al., 

2010). Les numéros CAS (CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE) de la M6P (CAS : 51025-97-7) et de 

la M3P (CAS : 51065-90-8) sont d’ailleurs déjà disponibles. Comme décrits précédemment (cf. 

: I.Introduction, I.5, p.19), les dérivés conjugués sur le carbone 3 (C3) de la morphine sont plus 

abondants que ceux conjugués sur le carbone 6 (C6). En effet, la conjugaison sur l’hydroxyle 

aromatique en C3 est plus facile que sur l’hydroxyle alicyclique en C6 (Coller et al., 2009). Il 

serait alors envisageable que la proportion de M3P formée soit plus importante que celle de 

M6P. La vérification de cette hypothèse démontrerait l’existence endogène d’un nouvel opiacé 

endogène et éventuellement d’un nouveau produit final de la voie de synthèse des opiacés 

endogènes.

I.5.c. Autres produits

Potentiellement, au sein du SNC, toutes les molécules présentes dans la voie de synthèse 

(cf. : I.Introduction, IV.2, p.19) ou dans le métabolisme (cf. : I.Introduction, I.5, p.19) de la 

morphine endogène pourraient représenter un composé final ou un intermédiaire possédant 

des effets physiologiques ou pathologiques dans certaines cellules. Ainsi, certaines études 

décrivent que des précurseurs (p. ex. : thébaine, oripavine, salutaridine) ou des produits du 

métabolisme (p. ex. : Conjugués sulfatés, normorphine, hydromorphine) possèdent une affinité 

pour les MORs, suggérant un rôle possible en tant qu’agonistes ou antagonistes endogènes de 

ces récepteurs (Frolich et al., 2011; Nikolaev et al., 2007). A titre d’exemple, la thébaine est 

décrite pour induire une analgésie chez la souris (Aceto et al., 1999) et la normorphine chez 

le rat (Sullivan et al., 1989). De plus, l’hydromorphone, un produit du catabolisme est utilisé 

pour le traitement de la douleur en milieu hospitalier depuis plusieurs années (Murray and 
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Hagen, 2005). De manière intéressante, certains de ces composés pourraient même posséder 

des actions indépendantes des récepteurs opioïdes. Ainsi, la THP est décrite pour représenter, 

in vitro, un bloqueur des transporteurs de la dopamine (Okada et al., 1998).

II. Localisation, protéines de liaisons et rôles de la  
morphine endogène au sein du SNC

II.1. La morphine endogène en tant que neurotransmetteur ou neuromé-
diateur ? 

II.1.a. Le cas du cervelet

Le rôle de la morphine endogène en tant que neurotransmetteur est postulé depuis de 

nombreuses années. En effet, la morphine endogène possède plusieurs des critères nécessaires 

à la définition de neurotransmetteur : synthèse par les neurones, sécrétion calcium dépendante, 

localisation présynaptique et la présence de récepteurs postsynaptiques (cf. : I.Introduction, 

VI.2.a, p.51). Ces nombreux éléments suggèrent donc que la morphine endogène pourrait 

représenter un neurotransmetteur au sein du SNC. 

Dans la première partie de ma thèse, j’ai recherché la présence d’alcaloïdes endogènes 

dans les terminaisons présynaptiques des neurones à travers tout le SNC de souris, ceci afin 

de déterminer dans quels processus physiologiques la morphine endogène pourrait intervenir. 

De manière surprenante, j’ai montré que la morphine endogène et ses dérivés sont localisés 

principalement dans la partie postynaptique/dendritique des neurones, hormis dans le cas du 

cervelet. En effet, comme précédemment décrit par l’équipe (Muller et al., 2008), j’ai confirmé 

la présence d’alcaloïdes endogènes dans la terminaison présynaptique des cellules en paniers 

(basket cells ; BC) sur le corps cellulaire des cellules de Purkinje (publication 1; Laux et al., 

2011). Cette localisation qui semble exclusive au cervelet remet en question l’hypothèse de la 

morphine en tant que neurotransmetteur. Cependant, il est possible que seule une proportion 

minoritaire de neurones soit capable d’exprimer la morphine endogène au sein de leurs 

terminaisons présynaptiques. Il n’est donc pas à exclure que cette proportion minoritaire de 

synapses « morphinergiques » n’ait pas été détectée lors de mon étude. Les résultats obtenus 

pour les BC du cervelet suggèrent que celles-ci, disposent de la machinerie enzymatique 

nécessaire : (i) à la synthèse de morphine après capture de précurseurs comme suggéré dans 

la partie précédente et (ii) au stockage de morphine dans des vésicules. Dans le cas des autres 

neurones, dans lesquels les alcaloïdes endogènes sont localisés dans la partie postynaptique/

dendritique, un autre rôle pour la morphine endogène doit être postulé.
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II.1.b. Une libération rétrograde de morphine endogène

La neurotransmission est « classiquement » réalisée par la libération depuis la 

terminaison présynaptique de neurotransmetteurs entraînant l’activation de leurs récepteurs 

postsynaptiques. Cependant, certaines terminaisons présynaptiques ou dendritiques sont 

décrites pour libérer des neurotransmetteurs ou des neuromédiateurs de manière « rétrograde 

» afin d’activer des récepteurs présynaptiques. C’est notamment le cas de l’ocytocine, de 

l’arginine vasopressine (Freund-Mercier et al., 1994; Ludwig, 1995; Morris et al., 2000), mais 

également des endocanabinoides (Di et al., 2003; Maejima et al., 2001; Wilson and Nicoll, 

2001). De plus, de nombreux travaux décrivent une libération dendritique/postsynaptique 

d’autres molécules/neuropeptides tels que les dynorphines, la dopamine et le GABA (Figure 22, 

pour revue : Ludwig and Pittman, 2003). La présence de morphine endogène et de ses dérivés 

dans les dendrites et les terminaisons postsynaptiques de nombreux neurones à travers tout 

le SNC n’est pas anodine. Ces résultats, décrits dans la première partie de ma thèse (cf. : III.

Résultats, partie1, publications 1 & 2), suggèrent que la morphine et ses dérivés pourraient 

être libérés de manière rétrograde, au même titre que les neurotransmetteurs cités dans la 

figure 22. De plus, la présence de récepteurs aux opioïdes, et plus particulièrement des MORs 

sur la partie présynaptique de certains circuits neuronaux (Drake and Milner, 1999; Svingos et 

al., 2001; Zhang and Pan, 2010), suggère que la morphine contrôle, par son action rétrograde, 

la libération de neurotransmetteurs par la partie présynaptique. La morphine exogène est 

d’ailleurs déjà décrite pour inhiber, via les MORs, la libération de glutamate par les neurones 

corticaux en réduisant l’entrée de calcium (Yang et al., 2004). 

II.2. Alcaloïdes endogènes et neurones GABAergiques

II.2.a. Une seule sous-population de neurones GABAergiques contient-elle de la 

morphine endogène ?

A travers tout le SNC, les neurones GABAergiques sont des acteurs extrêmement 

importants de la modulation des circuits neuronaux. Cependant, au fur et à mesure des 

avancées scientifiques concernant ces neurones, leur étude est devenue de plus en plus 

complexe car ils correspondent à la population cellulaire la plus diversifiée au sein du SNC. 

A titre d’exemple, dans le cas du cortex, les interneurones GABAergiques peuvent avoir des 

propriétés morphologiques, moléculaires et synaptiques différentes (DeFelipe, 1997; Flames 

and Marin, 2005; Kawaguchi and Kondo, 2002; Suzuki and Bekkers, 2007). Rien que dans 
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Figure 22 : Sites identifiés de libérations dendritiques de neurotransmetteurs. D’après, Ludwig 

and Pittman, 2003. Le monoxyde de carbone, l’acide arachidonique, le monoxyde d’azote et l’ATP 

sont également décrits pour être libérés par les dendrites des neurones, mais les sites connus 

ne sont pas représentés sur cette figure. Abréviations : CB, couche des neurones de Purkinje du 

cervelet; Csm, couches 2/3 du cortex somatosensoriel; DG, gyrus denté; DR, noyau du raphé dorsal; 

HI, hippocampe; IO, complexe de l’olive inférieure; LC, locus coeruleus; LDT, noyau tegmental 

latérodorsal; MDV, medulla ventrolatérale; OBg, cellules granulaires du bulbe olfactif; OBm, cellules 

mitrales du bulbe olfactif; PPT, noyau pédonculonpontin; PVN, noyau paraventriculaire; RM, noyau 

du raphé magnus; SCN, noyau suprachiasmatique; SN, substance noire; SON, noyau supraoptique; 

VTA, aire tegmentale ventrale.
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l’hippocampe, plus de 16 sous-types de neurones GABAergiques ont été décrits (Somogyi and 

Klausberger, 2005). 

Lors de mes travaux de thèse, j’ai décrit pour la première fois la présence d’alcaloïdes 

endogènes dans des neurones GABAergiques présents au sein du SNC. De manière intéressante 

les alcaloïdes endogènes ne sont pas présents dans tous les neurones GABAergiques suggérant 

que seule une sous-population de ces cellules est capable de les exprimer. Cette sous-population 

dispose donc des transporteurs et des enzymes nécessaires à la capture de précurseurs et à 

la finalisation de la synthèse de morphine endogène. L’identification et l’étude de cette sous-

population pourraient donc apporter des informations importantes sur la voie de synthèse de 

la morphine endogène.

II.2.b. Alcaloïdes endogènes et cellules en paniers

De manière intéressante, mes résultats décrivent la présence d’alcaloïdes endogènes 

dans les cellules en paniers (Basket cells ; BC) du cervelet, ainsi que dans celles de la couche 

sous-granulaire du gyrus denté. De plus, les BC sont également décrites pour être présentes 

dans tout le cortex (Kawaguchi and Kondo, 2002; Suzuki and Bekkers, 2007), ainsi que dans la 

corne d’Amon de l’hippocampe (Cope et al., 2002) qui sont deux structures dans lesquelles 

j’ai également décrit la présence d’alcaloïdes endogènes au sein de neurones GABAergiques. 

Il est donc possible que ces interneurones « morphinergiques » décrits dans mes résultats 

correspondent à des BC. Le terme BC se réfère généralement aux cellules projetant leurs 

axones sur le corps cellulaire d’autres cellules. On distingue au sein des BC une grande 

variété de cellules possédant à la fois des morphologies et caractéristiques neurochimiques 

différentes. Ainsi, on peut observer dans les BC du cortex l’expression de parvalbumine, de 

cholécystokinine, de VIP (vaso-intestinal peptide), de somatostatine, du neuropeptide Y, de la 

calbinding ou de la calretinine (Wang et al., 2002). Mes données suggèrent que les alcaloïdes 

endogènes pourraient constituer un marqueur d’une ou de plusieurs sous-population de BC.

II.3. Alcaloïdes endogènes et astrocytes

II.3.a. Synthèse ou recapture ?

A travers tout le SNC, les alcaloïdes endogènes sont présents dans les astrocytes. Comme 

décrit dans la première partie de ma thèse, les alcaloïdes endogènes sont localisés aussi bien 

dans le corps cellulaire des astrocytes que dans leurs prolongements (p. ex., pieds astrocytaires). 
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Figure 23 : Cinétique de capture de 3H-morphine par les astrocytes. Des cultures primaires 

d’astrocytes corticaux de souris (en rouge), ainsi que la lignée astrocytaire humaine U373-MG (en 

bleu) sont mises en présence de 3H-morphine (0.4 μM, n=6). Après lavage des cellules, la radioactivité 

contenue dans le cytoplasme est dosée par scintillation liquide.
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Deux hypothèses peuvent être postulées quant à la présence d’alcaloïdes endogènes 

dans les astrocytes : 

 f La première hypothèse est que les astrocytes sont capables de synthétiser de la morphine 

endogène après capture de précurseurs à partir du milieu extracellulaire (dopamine, 

THP). Étant donné que le CYP2D6, une enzyme intervenant dans quatre des étapes de la 

voie de synthèse de morphine endogène, n’est pas exprimé par les astrocytes (Siegle et 

al., 2001), ces cellules seraient incapables de synthétiser de la morphine endogène. On 

ne peut cependant pas exclure qu’une enzyme inconnue, de la famille des cytochromes 

P450, soit exprimée par les astrocytes et soit capable de remplacer le CYP2D6. 

 f La seconde hypothèse est que les astrocytes peuvent capter de la morphine endogène à 

partir du milieu extracellulaire. Des expériences ont ainsi montré la capture de morphine 

radiomarquée par des coupes aiguës de cerveau de rat (Guarna et al., 1998). De plus, 

des résultats non publiés que j’ai obtenus pendant ma première année de thèse, mettent 

en évidence l’existence d’une recapture de 3H-morphine par les astrocytes corticaux en 

culture primaire et de la lignée astrocytaire U373-MG (figure 23). Au sein du SNC, peu 

de transporteurs sont décrits pour transporter la morphine. La P-glycoprotéine (PgP) est 

décrite pour être responsable du transport de morphine à travers la BHE (Dagenais et 

al., 2001; Seelbach et al., 2007) et est exprimée par les asctrocytes (Calatozzolo et al., 

2005; Chen et al., 2009; Gaillard et al., 2000). Ces données qui vont dans le sens de cette 

seconde hypothèse suggèrent que les astrocytes sont capables de capter la morphine 

endogène à partir du milieu extracellulaire (figure 24). De plus, cette capture concernerait 

également la morphine exogène.

II.3.b. Un catabolisme de la morphine

Différentes données montrent la présence d’un système de dégradation/catabolisme de 

la morphine au sein du SNC. En effet, la formation de novo de M3G et de M6G est décrite après 

l’ajout de morphine à des homogénats de cerveaux de rats (Nagano et al., 2000) et humains 

(Yamada et al., 2003). Une étude rapporte également la présence de l’UGT1A6 (impliquée dans 

la conversion de la morphine en M3G) et de l’UGT2B7 (impliquée dans la formation de M3G et 

de M6G) dans le SNC (King et al., 1999). La présence de l’UGT1A6 est par ailleurs décrite dans 

des astrocytes (Heurtaux et al., 2006; Suleman et al., 1998) et des neurones de rat en culture 

primaire (Suleman et al., 1998). Ces résultats, en plus de mes travaux montrant la présence de 

morphine, codéine, M6G et/ou M3G dans les astrocytes (publications 1 & 2; Laux et al., 2011), 
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suggèrent que les astrocytes sont capables de dégrader la morphine en M3G, après recapture 

de morphine (cf. : paragraphe précédent). Par ailleurs, les astrocytes expriment le MRP3, un 

transporteur impliqué dans la sortie des glucuronides de la morphine hors de la cellule (Hirrlinger 

et al., 2005; van de Wetering et al., 2007). Les astrocytes pourraient ainsi, après dégradation 

de la morphine par les UGTs, excréter les dérivés glucuronidés via des transporteurs (figure 

24). L’hypothèse d’un catabolisme de la morphine par les astrocytes  n’a encore jamais été 

proposée et de ce fait, peu de données existent concernant les transporteurs impliqués dans 

la capture et les différents types d’UGTs exprimées par les astrocytes. La démonstration de 

l’existence d’un catabolisme de la morphine par les astrocytes ouvrira de nombreuses pistes de 

recherche, notamment dans le domaine de la tolérance à la morphine (cf. : IV.Discussion,  III.1, 

p.199) 

II.3.c. Les astrocytes : un réservoir d’alcaloïdes endogènes

Au sein de la BHE, les interactions entre les astrocytes et les cellules endothéliales sont 

nombreuses et ont pour rôle de protéger le SNC des agents circulants toxiques, ainsi que 

de réguler l’homéostasie cérébrale. Les astrocytes jouent plusieurs rôles importants dans la 

protection et l’homéostasie du SNC, le plus connu étant la capture du glucose à partir de la 

circulation sanguine (pour revue : Abbott and Romero, 1996).

Les astrocytes, en plus de cataboliser la morphine (endogène et exogène), pourraient 

servir de réservoirs d’alcaloïdes endogènes. En effet, la détection de codéine, de morphine, de 

M6G et/ou de M3G dans les pieds astrocytaires (Publications 1 & 2; Laux et al., 2011) suggère 

que les astrocytes seraient capables de capter/libérer la morphine et ses dérivés à partir/dans 

la circulation sanguine (figure 24). De plus, la présence de transporteurs de la morphine (p.ex., 

PgP) ou de ses dérivés glucuronidés (p.ex., MRPs) est décrite sur la membrane astrocytaire, 

ainsi que sur les membranes apicales et luminales des cellules endothéliales de la BHE (pour 

revues : Loscher and Potschka, 2005a; Loscher and Potschka, 2005b). Ainsi, la morphine et/ou 

ses glucuronides pourraient être captés et stockés par les astrocytes après passage des cellules 

endothéliales de la BHE. Ces cellules seraient également capables de libérer la morphine et/ou 

ses glucuronides dans la circulation sanguine ou dans le milieu extracellulaire cérébral par un 

trajet inverse (figure 24). Ces mécanismes permettraient alors de réguler la quantité d’alcaloïdes 

endogènes présente au sein du SNC, mais également de libérer les alcaloïdes endogènes 

afin d’activer des effecteurs périphériques ou centraux lors de situations physiologiques ou 

pathologiques particulières.
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II.4. Alcaloïdes endogènes et protéines de liaisons

II.4.a. La localisation dans le SNC de la créatine kinase, une similarité avec la 

localisation de la morphine endogène

Quatre iso-enzymes de la créatine kinase (CK) ont été identifiés (pour revue : Wyss and 

Kaddurah-Daouk, 2000); la CK mitochondriale ubiquitaire (uCK-Mi), la CK mitochondriale 

sarcomérique (sCK-Mi), la CK cytoplasmique cérébrale (CK-B) et la CK cytoplasmique musculaire 

(CK-M). Dans la seconde partie de mes résultats, j’ai décrit l’existence de complexes de haute 

affinité entre la CK-B et la morphine endogène ou ses dérivés au sein du SNC de souris. Je 

n’ai cependant pas déterminé si ce complexe est présent in situ, ou si sa formation résulte de 

l’homogénéisation des tissus cérébraux. Il est donc intéressant de comparer la localisation de 

la CK-B à celle de la morphine endogène et de ses dérivés décrite dans la première partie de 

mes résultats figure 25).

La localisation de la CK-B au sein des cellules du SNC est décrite pour être principalement 

exprimée par certains interneurones GABAergiques et certains astrocytes  (Bergen et al., 1993; 

Friedman and Roberts, 1994; Jost et al., 2002; Molloy et al., 1992; Tachikawa et al., 2004). De 

manière intéressante, la morphine endogène et ses dérivés sont présents dans les mêmes types 

cellulaires que la CK-B. Ils sont retrouvés dans le corps cellulaire et les dendrites de certains des 

interneurones du cortex (figure 25, A-B), de la corne d’Amon (figure 25, C-D) et des BC dans la 

couche des cellules de Purkinje du cortex cérébelleux (figure 25, E-F). De plus, la CK-B ainsi que 

la morphine endogène et ses dérivés sont présents également dans les astrocytes, ainsi que 

dans les pieds astrocytaires sur les capillaires sanguins (figure 25, G-H). 

On observe cependant des différences entre les deux localisations. En effet, la CK-B est 

Figure 25 : Comparaison de la localisation cérébrale de la CK-B (Tachikawa et al., 2004) et de la 

morphine endogène et de ses dérivés (Laux et al., 2011). Les anticorps utilisés sont indiqués en bas 

à gauche. L’immunoréactivité pour la CK-B et pour la morphine endogène et ses dérivés est indiquée 

en rouge. A, C, E et G : Les astérisques indiquent les interneurones exprimant la CK-B et les flèches les 

astrocytes. B, D et F : Les flèches indiquent les interneurones contenant la morphine endogène et ses 

dérivés. H : la flèche désigne les pieds astrocytaires contenant la morphine endogène et ses dérivés. 

Abréviations : Cx, Cortex; CA1, Corne d’amon 1; Cb, Cervelet; GAD, Glutamic acid decarboxylase; 

GFAP, Glial fibrillary acidic protein; BLBP, Brain lipid-binding protein; GLUT1, Glucose transporter 1. 

Échelles : A, C, E et G = 10µm ; B, D, F et H = 20µm
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décrite pour être présente dans le cytoplasme des neurones de Purkinje, cellules dans lesquelles 

la morphine et ses dérivés sont absents. La CK-B est présente exclusivement dans des neurones 

GABAergiques, alors que la morphine endogène et ses dérivés sont retrouvés dans certaines 

populations de neurones serotoninergiques (p.ex., noyaux du raphé) ou glutamatergiques (p. 

ex., noyaux profonds du cervelet). J’ai également décrit que l’anticorps anti-morphine utilisé 

était incapable de reconnaître la morphine liée à la CK-B en condition non dénaturante (cf. : 

III.Résultats, partie 2, publication 4). Ces données suggèrent que l’immunoréactivité pour la 

morphine endogène ou ses dérivés observée dans le SNC représente leur forme libre, et non 

leur forme complexée à la CK-B.

Les similitudes et les différences de localisation de la CK-B vis-à-vis de la morphine 

endogène et de ses dérivés permettent de définir de nouvelles hypothèses quant au(x) rôle(s) 

de ce complexe. Ces hypothèses sont développées dans les parties suivantes. 

II.4.b. La morphine endogène pourrait-elle avoir une implication dans le métabo-

lisme énergétique au sein du SNC ?

La créatine kinase est décrite pour être impliquée dans le métabolisme énergétique du 

SNC (uCK-Mi et CK-B) et des muscles (sCK-Mi et CK-M). Les iso-enzymes mitochondriaux de la CK 

vont, en raison de l’excès d’ATP présent dans la mitochondrie, catalyser la réaction transformant 

la créatine en phosphocréatine. La phosphocréatine sert alors de réservoir énergétique au sein 

des cellules. Dans le cytoplasme, les iso-enzymes cytoplasmiques de la CK vont catalyser la 

réaction inverse (phosphocréatine  créatine) afin de former de l’ATP (pour revues : Beard and 

Braissant, 2010; Wyss and Kaddurah-Daouk, 2000). La localisation de la morphine endogène et 

de la CK-B au sein des mêmes cellules, ainsi que leur association sous forme de complexe de 

haute affinité, posent une première question évidente, celle de l’implication de la morphine 

endogène dans l’homéostasie énergétique du SNC.

La morphine endogène est présente dans le cytoplasme des neurones et des astrocytes et 

pourrait ainsi moduler l’activité de la créatine kinase, être un cofacteur, ou même représenter 

un substrat de cette enzyme (cf. : IV.Discussion, I.5.b, p.179). Cependant, à l’heure actuelle 

aucune étude ne décrit les effets de la morphine sur l’activité de la créatine kinase. Seuls les 

travaux menés en 1973 par Nasello et coll., décrivent une diminution des taux d’ATP cérébraux 

après une administration aiguë de morphine et une augmentation après une administration 

chronique de morphine (Nasello et al., 1973) et suggérent une implication de la morphine dans 

le métabolisme énergétique du SNC.
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En plus de posséder une action sur le métabolisme énergétique au sein du SNC, la 

morphine endogène pourrait également contrôler les taux d’ATP intra- et extracellulaires. Or, 

il est connu que l’ATP et les purines en général (Adénosine, AMP, ADP), sont impliquées dans 

la communication neuronale ou neurone-glie et dans de nombreux processus physiologiques 

(pour revues : Burnstock, 2008; Fields and Burnstock, 2006; Majumder et al., 2007). 

II.4.c. La créatine kinase en tant que chélateur ou transporteur des alcaloïdes 

endogènes

En plus de l’implication de la morphine dans le métabolisme énergétique du SNC, 

l’interaction de la CK avec la morphine ou ses dérivés endogènes suggère également une 

implication de la CK dans leur activité, leur biodisponibilité ou dans leur synthèse. Différentes 

hypothèses peuvent être postulées : 

 f La CK pourrait représenter un chélateur de la morphine ou de ses dérivés endogènes 

en empêchant alors leur liaison aux récepteurs opioïdes. Dans certaines conditions 

physiologiques ou pathologiques, le ligand opiacé endogène pourrait être libéré et ainsi 

augmenter les concentrations locales ou globales d’opiacés endogènes.

 f Par ailleurs, la CK pourrait agir comme transporteur de la morphine vers la circulation 

sanguine. En effet, une élévation des taux sanguins de CK-MM, CK-MB ou CK-BB est 

décrite dans un certain nombre de pathologies et de lésions musculaires, cardiaques 

ou cérébrales (pour revue : Wyss and Kaddurah-Daouk, 2000). La CK pourrait alors 

transporter la morphine endogène ou ses dérivés dans la circulation sanguine où le 

complexe pourrait alors être dissocié.

 f Finalement, il est décrit que la CK est capable de lier de manière covalente la dopamine 

(Van Laar et al., 2009), suggérant que la CK pourrait reconnaître d’autres molécules de la 

voie de synthèse de la morphine.  La CK serait ainsi un « partenaire » potentiel de la voie 

de synthèse de la morphine endogène.

II.4.d. La PEBP et l’effet analgésique de la M6G

La PEBP (phosphatidyl-ethanolamine binding protein) est décrite pour lier la 

phosphatidylethanolamine (PE), ainsi que des dérivés de la morphine incluant la  

β-bromoacetamidomorphine (Grandy et al., 1990) et la M6G (Goumon et al., 2006). La PEBP, qui 

est présente avec la M6G endogène dans les granules de sécrétion des cellules chromaffines, 

pourrait représenter une protéine « chaperonne » sérique protégeant la M6G de sa clairance 
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rénale (Bernier et al., 1986; Goumon et al., 2004; Goumon et al., 2006). Lors de ma thèse 

(publication 3; Atmanene et al., 2009), j’ai montré que la PEBP est incapable de lier la morphine, 

mais était capable de lier la M6G et la M3G sans entrer en compétition avec la PE qui est 

son ligand de référence. Cette sélectivité de liaison est intéressante et permet de proposer de 

nouvelles hypothèses quant à la différence d’activité analgésique entre la M6G et la morphine. 

En effet, la M6G est décrite pour avoir de 1 à 600 fois plus d’activité analgésique que la 

morphine (pour revue : Lotsch and Geisslinger, 2001) tout en possédant une affinité moindre 

pour les MORs comparée à celle de la morphine (Brown et al., 1997; Kilpatrick and Smith, 

2005; Pasternak et al., 1987). Cette absence de corrélation entre l’effet analgésique puissant 

de la M6G et les études d’affinité a suggéré l’existence d’un récepteur spécifique à la M6G. 

Certaines études ont d’ailleurs suggéré l’existence d’un tel récepteur (Lotsch and Geisslinger, 

2006; Pan et al., 2009; Rossi et al., 1997; van Dorp et al., 2009). Cependant,  la sélectivité 

de liaison de la PEBP pour la M6G permet de postuler une autre hypothèse concernant le 

pouvoir analgésique fort de la M6G. En effet, la liaison simultanée de la PE (un lipide présent 

dans la membrane cellulaire) et de la M6G à la PEBP suggère que la PEBP serait capable de 

présenter la M6G aux récepteurs MORs. La PEBP pourrait ainsi d’une part lier la PE sur la face 

externe de la membrane plasmique à proximité d’un MOR, et simultanément lier la M6G pour 

présenter celle-ci de manière prolongée aux récepteurs MORs (figure 26). La M6G endogène, 

mais également exogène, pourrait alors activer de manière prolongée les récepteurs MORs 

et induire une analgésie plus importante. Il est à noter que ce mécanisme, ainsi que celui de 

l’existence d’un récepteur spécifique, pourraient coexister.

II.5. Morphine endogène, quelles concentrations ?

II.5.a. Concentrations connues de la morphine endogène au sein du SNC.

Au sein du SNC de souris, j’ai décrit la présence de morphine (1.01 ± 0.31 pmoles/g) et de 

codéine (0.61 ± 0.22 pmoles/g). Ces valeurs sont similaires à celles décrites précédemment (cf. : 

I.Introduction, V.1, p.47). J’ai également pour la première fois décrit la présence de M6G (0.25 ± 

0.15 pmoles/g) et de M3G (0.21 ± 0.22 pmoles/g) endogènes dans le SNC de souris (Publication 

1, Laux et al., 2011). Les alcaloïdes endogènes sont présents dans le SNC, cependant, il est 

impossible d’estimer les concentrations réelles de morphine, codéine, M6G et M3G présentes 

dans le milieu extracellulaire (p. ex., fente synaptique) ou dans le cytoplasme des cellules. 

De plus, les taux cérébraux sont décrits pour augmenter dans certains états pathologiques 
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Figure 27 : Neurogenèse chez les mammifères. A : Représentation schématique d’une coupe sagittale 

de cerveau de rongeur, la ZSG et la ZSV sont représentées en rouge. B : Représentation des différents 

types cellulaires de la ZSG du gyrus denté. Abréviations : Ah, astrocytes horizontaux; Ar, astrocytes 

radiaires; CG, couche granulaire; CM, couche moléculaire; D, neurone postmitotique immature; H, 

Hile du gyrus denté; G, neurone en grain; P, neurone en panier; ZSG, zone sous granulaire.



Discussion

Page | 195

comme la schizophrénie (Charlet et al., 2010, cf. : IV.Discussion, III.2, p.202), la maladie de 

Parkinson (Charron et al., 2011, cf. : IV.Discussion, III.3, p.204) ou encore dans certains états 

inflammatoires (Goumon et al., 2000a, cf. : I.Introduction, VI.1, p.50), suggérant des variations 

des concentrations effectives de morphine endogène. 

II.5.b. Quels effets pour quelles concentrations ?

A l’heure actuelle, peu d’effets physiologiques de la morphine endogène sont décrits. 

La partie VI (p.50) de mon introduction en fait une revue, tandis que les discussions de la 

publication 1 (Laux et al., 2011) et de la publication 2 complètent cette revue avec les nouvelles 

hypothèses proposées suit à l’étude de la localisation des alcaloïdes endogènes. Cependant, 

ces discussions décrivent peu de l’importance de la concentration de la morphine endogène.

 La morphine exogène semble posséder des effets différentiels, à hautes et faibles doses. 

En effet, une étude utilisant le test de la plaque chaude a montré qu’une injection d’une faible 

dose de morphine (entre 1 et 10 μg/kg, sous-cutanée) induisait une hyperalgésie, alors que de 

fortes doses de morphine (1 et 7 mg/kg, sous-cutanée) entraînaient une analgésie (Galeotti 

et al., 2006). La morphine possèderait ainsi deux effets opposés suivant sa concentration. 

Ces résultats confirment les études de Robuvitch et coll. qui ont montré que le DAMGO, un 

agoniste des récepteurs μ, stimule la  production d’AMPc par une lignée SK-N-SH dérivant d’un 

neuroblastome à 10-9 M, mais inhibe la production d’AMPc à 10-7 M (Rubovitch et al., 2003). 

Ces deux exemples montrent que la connaissance de la concentration effective de la 

morphine endogène est un élément primordial pour décrire ces effets physiologiques. De plus, 

il est à noter que les variations des concentrations de morphine endogène par exemple lors 

d’états pathologiques, pourraient inverser son action physiologique.

II.6. Morphine endogène, neurogenèse et plasticité structurale

II.6.a. Rôles connus de la morphine exogène dans la neurogenèse et la plasticité 

structurale

Dans le cerveau de mammifères, la zone sous-ventriculaire (ZSV) bordant le ventricule 

latéral et la zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté de l’hippocampe adulte sont les deux 

zones principales dans lesquelles une neurogenèse est observée (figure 27). La morphine est 

décrite pour réguler la survie et la production des progéniteurs neuronaux dans ces deux zones. 

Ainsi, la morphine exogène est décrite pour inhiber la neurogenèse dans la ZSG de souris ou de 

rat adulte via son action sur les MORs (Arguello et al., 2008; Fischer et al., 2008; Harburg et al., 

2007; Sargeant et al., 2008).
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Figure 28 : Co-marquages de la morphine endogène et de ses dérivés avec la GFAP, la nestine et 

Tuj-1 dans le ZSG du gyrus denté de souris adulte. A : Co-marquage GFAP-nestine. B : Co-marquage 

morphine endogène-nestine. C : Co-marquages GFAP-Tuj-1. D : Co-marquage morphine endogène-

Tuj-1.  Le masque de colocalisation de chaque comarquage est visualisé en blanc (image de droite). 

Anticorps utilisé : Morphine (ref : 6D6, Aviva Systems Biology, 1/1000); Nestine (ref : ab5968, Abcam, 

1/200); Tuj-1 (ref : 23005, Neuromics, 1/150). Echelles : A, B = 10 μm; C, D = 20 μm. Abréviations : 

CG, Couche des cellules granulaires; CM, couche moléculaire; H, Hile; ZSG, zone sous granulaire; 

GFAP, Glial fibrillary acidic protein; Tuj-1, Neuron-specific class III beta-tubulin.
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 La morphine exogène est également décrite pour avoir une action sur la plasticité 

structurale. In vitro, ses effets sont dépendants de sa concentration. Ainsi, une concentration 

élevée de morphine (1 mM) inhibe la croissance des neurites de neurones hippocampiques ou 

de neurones en grains du cervelet en culture primaire via les MORs (Brailoiu et al., 2004). A 

l’opposé, une faible concentration (< 1 pM) stimule la croissance des neurites de cellules PC-12 

et des neurones de la moelle épinière ou du cortex indépendamment des MORs (Brailoiu et al., 

2004; Tenconi et al., 1996). In vivo, la morphine exogène est également décrite pour provoquer 

des modifications structurales dans différentes zones du SNC (p. ex., noyau accumbens), et 

notamment de la structure des dendrites et des épines dendritiques (Badiani and Robinson, 

2004; Harston et al., 1980; Ikeda et al., 2010; Robinson and Kolb, 2004). La morphine exogène 

est également capable de favoriser la régénération axonale et synaptique, dans la moelle 

épinière de souris lésée (Zeng et al., 2007).

II.6.b. Morphine endogène, neurogenèse et plasticité structurale

Les effets de la morphine exogène sur la neurogenèse et la plasticité structurale 

suggèrent que la morphine endogène pourrait également posséder de tels effets. Les résultats 

mentionnés dans la publication 1 (Laux et al., 2011) montrent que la morphine endogène 

et ses dérivés sont présents dans des cellules de la ZSG et de la ZSV. Dans les deux cas, la 

morphine endogène et ses dérivés sont plus particulièrement présents au sein des astrocytes 

de phénotype glie radiaires. J’ai décrit (résultats non publiés, figure 2,A-B) que ces astrocytes, 

contiennent la morphine endogène ou ses dérivés ainsi que la nestine qui est un marqueur 

des progéniteurs de phénotype glie radiaire. L’utilisation de Tuj-1, un marqueur des neurones 

postmitotiques immatures (von Bohlen Und Halbach, 2007; von Bohlen Und Halbach, 2011), 

a permis de montrer que la morphine endogène et ses dérivés ne sont pas présents dans les 

neurones postmitotiques (figure 28, C-D). La présence de morphine endogène et de ses dérivés 

dans les astrocytes de phénotype glie radiaire suggère une implication de ces composés 

endogènes dans la neurogenèse. Par ailleurs, l’expression des MORs par les progéniteurs de 

phénotype glie radiaire (Persson et al., 2003) et par les neurones postmitotiques (Harburg 

et al., 2007) indique une action potentielle des alcaloïdes endogènes sur la neurogenèse.  

Or, l’action d’opioïdes endogènes sur les MORs est décrite pour inhiber la neurogenèse induite 

par une ischémie dans la ZSG (Kolodziej et al., 2008). Par ailleurs, le gyrus denté de souris 

K.O. pour les MORs contient une plus grande quantité de neurones postmitotiques immatures 

(Harburg et al., 2007).
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Figure 29 : Hypothèse de la mise en place de la tolérance impliquant le catabolisme de la morphine 

par les astrocytes. A : Induction de la surexpression des transporteurs et des enzymes intervenants 

dans le catabolisme de la morphine, suite au traitement à la morphine exogène. B : Tolérance à 

la morphine causée par un système de catabolisme plus «performant», qui réduit les quantités 

disponibles de morphine. Abréviations : M3G, Morphine-3-glucuronide; MOR, Mu opioid receptor; 

MRP, Multidrug resistance protein; PgP, P-glycoprotéine; UGT, UDP-glucuronosyl transférase.
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L’ensemble de ces données suggère que la morphine endogène et ses dérivés pourraient 

contrôler la prolifération et la survie des progéniteurs. Ces résultats indiquent notamment 

qu’ils pourraient être impliqués dans les mécanismes d’inhibition de la neurogenèse. De 

plus, en fonction de leurs concentrations effectives (dépendantes de l’état physiologique ou 

pathologique) leurs effets sur la neurogenèse pourraient être différents.

III. Morphine endogène et pathologies

III.1. Tolérance, hyperalgésie induite par les opiacés et catabolisme

III.1.a. Tolérance et catabolisme des opiacés

La tolérance, du latin tolerare, signifie supporter ou accepter. D’un point de vue 

pharmacologique, la tolérance consiste lors de la prise répétée d’une drogue, en une 

atténuation progressive voire une disparition de ses effets. Les mécanismes neurobiologiques 

de la tolérance aux analgésiques opioïdes sont encore mal compris et deux grandes hypothèses 

sont proposées dans la littérature (Koch and Hollt, 2008; Ueda and Ueda, 2009).

 f La première hypothèse décrit que les analgésiques opioïdes perdent de leur efficacité 

suite à une modification des mécanismes cellulaires responsables de l’effet analgésique. 

A titre d’exemple, la tolérance serait le résultat de l’internalisation des récepteurs, ne 

permettant plus aux opioïdes d’induire une analgésie. Cependant, ces résultats sont 

controversés puisque la morphine n’est pas, dans toutes les situations, capable d’induire 

l’internalisation des MORs, notamment in vivo (pour revue : Lopez-Gimenez and Milligan, 

2010)

 f La seconde hypothèse serait que l’opioïde garde son efficacité analgésique, mais que, 

paradoxalement, il entraînerait simultanément l’activation des voies « pronociceptives » 

conduisant finalement à l’absence d’effets analgésiques et donc à la tolérance  

(pour revues : Lee et al., 2011; Simonnet and Laboureyras, 2009).

La présence de morphine endogène ou de ses dérivés dans les astrocytes à travers tout 

le SNC (cf. : III.Résultats, partie 1, publications 1 & 2) m’a conduit à émettre l’hypothèse d’un 

catabolisme de la morphine par les astrocytes (cf. : IV.Discussion, II.3.b, p.185). Ce catabolisme 

pourrait être intégré dans une nouvelle hypothèse permettant d’expliquer en partie les 

phénomènes de tolérance (figure 29). Les astrocytes expriment les récepteurs aux opioïdes 

et la morphine est connue pour induire la surexpression de certaines protéines et l’activation 
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Apparition de l’hyperalgésie suite à la surexpression du système de catabolisme de la morphine 

endogène. Abréviations : M3G, Morphine-3-glucuronide; MOR, Mu opioid receptor; MRP, Multidrug 
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de certains facteurs de transcription au sein de ces cellules (Ikeda et al., 2010; Mahajan et al., 

2005; Mahajan et al., 2002). Dans le cas d’une exposition prolongée à la morphine exogène, 

il est envisageable qu’une surexpression des mécanismes de transport et de dégradation se 

mette en place (cf. : IV.Discussion, II.3, p.183). Ainsi, des mécanismes de catabolisme plus 

performants  permettraient de réduire les quantités actives de morphine pour une dose 

administrée identique. L’effet analgésique serait alors moindre.

La même hypothèse peut être postulée pour les autres analgésiques opiacés. En effet 

ceux-ci sont pour la plupart catabolisés par la même famille d’enzymes de dégradation, les 

UGT (Armstrong and Cozza, 2003; Kiang et al., 2005). Ainsi, la surexpression de ce système de 

catabolisme pourrait représenter un moyen pour l’organisme de compenser l’excès d’opioïdes 

exogènes présents et contribuerait à la mise en place de la tolérance à ces substances. 

Cependant, la surexpression du système de catabolisme de la morphine peut également 

perturber les fonctions physiologiques de la morphine endogène en diminuant ses quantités. 

Plusieurs autres hypothèses peuvent ainsi être formulées.

III.1.b. Implication de la morphine endogène dans l’hyperalgésie induite par les 

opioïdes exogènes.

En plus de l’effet antalgique recherché, les substances opioïdes vont induire, une période 

d’hyperalgésie pouvant être de longue durée. Ce phénomène d’hypersensibilité à la douleur 

induit par un traitement aux opioïdes est appelé « opioid-induced hyperalgesia » (OIH). Ce 

phénomène est encore mal connu et différentes hypothèses sont proposées dans la littérature. 

Ainsi, les substances analgésiques activeraient simultanément des systèmes inhibiteurs (effet 

analgésique) et facilitateurs (effet hyperalgésique) de la nociception. L’activation de système 

facilitateur est prolongée dans le temps et est décrite pour dépendre des récepteurs NMDA. 

D’autres systèmes semblent être également impliqués dans l’OIH, notamment l’augmentation 

des taux de dynorphine, une activation des contrôles descendants et des facteurs génétiques 

(pour revues : Chu et al., 2008; Lee et al., 2011; Simonnet and Laboureyras, 2009).

Quelques études décrivent l’implication de la morphine endogène dans les contrôles de 

la douleur et suggèrent son implication dans une activation tonique des systèmes inhibiteurs 

de la nociception (cf. : I.Introduction, VI.2.b, p.52). Lors de mon doctorat, j’ai décrit la présence 

de morphine endogène dans des structures impliquées dans le contrôle de la nociception 

incluant la PAG, le noyau du raphé magnus et la corne dorsale de la moelle épinière (cf. : III.

Résultats, partie 1, publications 1 & 2). Ces données, en plus de l’hypothèse du catabolisme de 
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la morphine par les astrocytes développée précédemment, suggèrent plusieurs indications sur 

une implication éventuelle de la morphine endogène dans l’OIH (figure 30).

La morphine endogène qui posséderait un effet activateur tonique sur les systèmes 

inhibiteurs de la nociception (p.ex., contrôles descendants de la PAG ou du raphé Magnus), 

pourrait maintenir une sensibilité à la douleur à un niveau « homéostasique ». Comme décrits 

dans la partie précédente, les taux de morphine endogène pourraient être diminués suite 

à l’administration d’une substance analgésique ou de toutes autres substances induisant la 

surexpression des mécanismes de son catabolisme. Ainsi, la suppression de l’activation tonique 

de la morphine endogène sur les systèmes inhibiteurs de la nociception conduirait, en absence 

de la substance analgésique exogène, à une hyperalgésie (figure 30). 

Cette hypothèse supplémentaire pourrait contribuer, avec les autres mécanismes 

suggérés dans la littérature, à la complexité du phénomène de l’OIH.

III.2. La Schizophrénie

III.2.a. Une pathologie « hypermorphinergique » ?

La schizophrénie est une psychose qui se manifeste par des signes de dissociation 

mentale, de discordance affective et d’activité délirante. C’est l’une des principales causes 

d’invalidité au niveau mondial (Murray and Lopez, 1996). L’hypothèse dopaminergique de la 

schizophrénie est actuellement la principale hypothèse sur les mécanismes neurobiologiques 

de cette maladie. Cette hypothèse postule qu’un excès de dopamine dans la voie mésolimbique 

serait responsable de certains des symptômes de la schizophrénie (pour revues : Cousins et al., 

2009; Heinz and Schlagenhauf, 2010; Miyake et al., 2011). La dopamine étant un précurseur de 

la morphine endogène, il était intéressant d’étudier les taux de morphine endogène dans cette 

pathologie hyperdopaminergique.

Ainsi, j’ai eu l’occasion de participer à une étude portant sur les souris STOP, un modèle 

animal possédant certains troubles moléculaires et cellulaires de la schizophrènie et étant 

hyperdopaminergiques (Andrieux et al., 2002; Brun et al., 2005). Nous avons décrit une 

augmentation des taux de morphine endogène cérébraux chez les souris STOP comparées aux 

souris sauvages (cf. : IV.Discussion, figure 15, p.166)(Charlet et al., 2010). 

De manière intéressante, la COMT qui est potentiellement impliquée dans la méthylation 

des précurseurs de la morphine (cf. : IV.Discussion, I.3.c, p.169), est décrite comme étant 

plus active dans certaines régions cérébrales de patients schizophrènes. Cette activité plus 
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importante est due le plus souvent à la présence du polymorphisme Val105/158Met (pour 

revue : Sagud et al., 2010). De plus, les patients schizophrènes sont décrits comme possédant 

des quantités de CK-B et des taux d’ARN messager de la CK-B inférieurs à ceux trouvés chez 

des patients sains (Burbaeva et al., 2003; MacDonald et al., 2006). Ces données sont corrélées 

avec des études montrant que le métabolisme énergétique est perturbé dans cette maladie 

(Martins-de-Souza et al., 2009). La mise en évidence d’un complexe de haute affinité entre la 

CK et les alcaloïdes endogènes (cf. : III.Résultats, publication 4) suggère que la diminution des 

quantités de CK-B observée chez les patients schizophrènes pourrait conduire à l’augmentation 

des taux de morphine endogène libre et donc potentiellement actifs.

Toutes ces données suggèrent que la schizophrénie pourrait correspondre à une maladie 

« hypermorphinergique ». Cependant, à l’heure actuelle aucune donnée concernant les 

taux de morphine endogène n’est disponible chez des patients schizophrènes. De manière 

intéressante, il est décrit dans certains cas l’utilisation d’antagonistes opioïdes (p.ex., naloxone, 

naltrexone) pour le traitement de la schizophrénie associée à une addiction, ce qui suggère  

leur implication dans cette maladie (McNicholas and Martin, 1984; Welch and Thompson, 

1994; Wonodi et al., 2004). Ainsi, les taux élevés de morphine endogène pourraient être liés à 

certains des symptômes observés dans cette pathologie.

III.2.b. Morphine endogène, schizophrénie et hypoanalgésie

Parmi les symptômes de la schizophrénie, les observations cliniques rapportent une 

absence d’expression de la douleur lors de situations normalement douloureuses chez les 

patients schizophrènes (p.ex., brûlures, fractures …). Cependant, ce phénomène est mal 

connu et deux hypothèses prédominent dans la littérature : (i) la modification des contrôles 

endogènes de la douleur et (ii) une interprétation consciente différente des signaux nociceptifs 

(Autie et al., 2009; Blumensohn et al., 2002; Bonnot et al., 2009).

L’hypermorphinergie retrouvée chez les schizophrènes pourrait expliquer différentes 

modifications fonctionnelles des contrôles endogènes de la douleur. Ainsi, ces taux élevés de 

morphine endogène pourraient activer, via les MORs, les contrôles inhibiteurs de la nociception. 

Un certain nombre de données suggèrent par ailleurs l’implication de la morphine endogène 

dans l’activation des systèmes inhibiteurs de la douleur  (cf. : I.Introduction, VI.2.b, p.52). 

Il est également décrit que le polymorphisme A118G du gène OPRM1 est présent de 

manière plus fréquente chez les patients schizophrènes, ce qui suggère l’implication des MORs 
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et du système opioïde/opiacé endogène dans la schizophrénie (Sery et al., 2010). De manière 

intéressante, les patients possédant ce polymorphisme sont décrits pour être moins sensibles 

à la morphine (pour revue : Mague and Blendy, 2010). La question se pose alors sur l’origine 

de l’élévation des taux de morphine endogène. En effet, l’élévation des taux de morphine 

endogène pourrait être d’une part la conséquence de l’hyperdopaminergie ou d’autre part 

d’un mécanisme adaptatif permettant de compenser le manque de sensibilité à la morphine 

du polymorpshine A118G des MORs.

Les résultats décrits dans cette partie montrent l’importance de l’étude de la morphine 

endogène dans cette pathologie. En effet, l’étude de la morphine endogène pourrait constituer 

une nouvelle approche permettant d’apporter de nouveaux éléments sur la compréhension ou 

le traitement de la schizophrénie.

III.3. La maladie de Parkinson

III.3.a. Une autre pathologie « hypermorphinergique ».

La maladie de Parkinson est responsable de troubles essentiellement moteurs. 

Cette maladie est caractérisée par la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la 

substance noire compacte qui se traduit par une déplétion en dopamine dans le SNC. Nous 

nous sommes intéressés, en collaboration avec le laboratoire d’Erwan Bezard à Bordeaux, aux 

taux de morphine endogène retrouvés dans la pathologie de Parkinson chez l’homme et dans 

différents modèles animaux. Nous avons décrit dans ces différents modèles une augmentation 

des taux de morphine endogène, alors que les taux de dopamine sont diminués (Charron et 

al., 2011). Ces résultats surprenants, en contradiction avec la voie de synthèse jusqu’à présent 

décrite de la morphine endogène, sont détaillés dans la partie I.4.a de la discussion. 

Mes données sur les taux de morphine endogène suggèrent que la maladie de Parkinson 

représente une pathologie « hypermorphinergique » et que ces taux élevés de morphine 

endogène pourraient être à l’origine ou la conséquence de certains des symptômes observés.

III.3.b. La morphine endogène et les troubles moteurs dans la maladie de Parkin-

son

La maladie de Parkinson se caractérise par des troubles moteurs dont les principaux sont 

la lenteur (akinésie), la rigidité des mouvements (hypertonie), ainsi que des tremblements. 

L’étude que j’ai réalisée sur la localisation de la morphine endogène et de ses dérivés au sein 
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du SNC (cf. : III.Résultats, partie 1, Publications 1 & 2) montre la présence de ces composés dans 

des structures impliquées dans le contrôle de la motricité, des mouvements et de la posture. La 

morphine endogène et ses dérivés pourraient ainsi être impliqués dans le contrôle de la motricité 

et de la posture (publication 1; Laux et al., 2011). L’augmentation de l’immunoréactivité pour 

la morphine endogène et ses dérivés, observée dans les modèles parkinsoniens (Charron et 

al., 2011) indique une augmentation des quantités de morphine endogène et de ses dérivés. 

Cette augmentation pourrait avoir différentes implications : (i) être responsable de certains 

des symptômes moteurs de la maladie de Parkinson ou (ii) être un des nombreux mécanismes 

de compensation mis en place par le SNC (Bezard and Gross, 1998; Bezard et al., 2003). Ainsi, 

l’élévation des taux de morphine endogène serait-elle la conséquence d’un dysfonctionnement 

des fonctions motrices, ou directement liée à la modification du métabolisme de la dopamine, 

son précurseur ? Ces questions restent en suspens.

III.3.c. Symptômes douloureux dans la maladie de Parkinson et morphine endo-

gène

En plus des symptômes moteurs, la maladie de Parkinson est également associée, avec 

une prévalence d’environ 40%, à des symptômes douloureux variés (pour revues : Chaudhuri 

and Odin, 2010; Ford, 2010). Ainsi, une hyperalgésie thermique au chaud est observée chez 

certains patients (Schestatsky et al., 2007), alors qu’une autre étude décrit une hypoalgésie 

thermique au froid (Brefel-Courbon et al., 2005). Dans les deux cas, une amélioration de ces 

symptômes est observée après traitement à la L-DOPA. De la même manière, nous avons décrit 

un retour à la normale des taux de morphine endogène lors d’un traitement à la L-DOPA chez 

les patients et dans nos modèles parkinsoniens (Charron et al., 2011). La morphine endogène 

et ses dérivés pouvant intervenir dans le contrôle de la nociception (cf. : I.Introduction, 

VI.2.b, p.52), l’augmentation de leurs taux pourrait être à l’origine de certains des symptômes 

douloureux observés chez les patients parkinsoniens. La corrélation entre le traitement à la 

L-DOPA et la diminution des quantités de morphine endogène, ainsi que l’atténuation des 

symptômes douloureux, renforce l’hypothèse de l’implication de la morphine endogène dans 

ces symptômes. Cependant, comme décrit dans la partie précédente, il n’est pas possible de 

déterminer à l’heure actuelle si cette élévation des taux de morphine endogène correspond 

à la cause ou à la conséquence de ces symptômes. De plus, la prévalence des symptômes 

douloureux de la maladie de Parkinson étant de 40%, il serait intéressant d’étudier les 

différences et les similarités (p.ex., taux de morphine endogène, polymorphismes) entre les 

patients parkinsoniens « douloureux » et les autres. 
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Figure 31 : Effet du lithium sur la sensibilité mécanique de la patte ipsilatérale à la pose d’un cuff 

d’un modèle de souris neuropathique. La pose du manchon de polyéthylène sur le nerf sciatique 

de souris est réalisée comme décrit precedemment et induit une hyperalgésie post-opératoire, puis 

chronique (Benbouzid et al., 2008; Mosconi and Kruger, 1996). Aucun effet de la pose du cuff et 

du traitement au lithium n’est observé sur la sensibilité nociceptive de la patte controlatérale (non 

représentée). A : Représentation de la sensibilité mécanique (patte ipsilatérale) avant l’opération, 

après l’opération et après un traitement au lithium (injection unique, 100 mg/kg, i.p.). Groupe 

contrôle (n=10, bleu) et groupe traité au lithium (n=10, rouge). B : Sensibilité mécanique (patte 

ipsilatérale) observée 5 semaines après l’opération, avant (Pré-test) et 4h après injection de lithium 

(n=5, 100 mg/kg, i.p., rouge), de Naloxone (n=5, 0.1 mg/kg, s.c., vert) ou des deux (orange).
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III.4. Lithium et morphine endogène

Le lithium est un composé couramment utilisé en milieu hospitalier pour le traitement de 

différents types de pathologies : (i) psychiatriques incluant la schizophrénie (Buckley, 2008), la 

dépression (Ratanajamit et al., 2006) et l’alcoolisme (Frye and Salloum, 2006), (ii) douloureuses 

comme l’algie vasculaire de la face (Leroux and Ducros, 2008), l’herpes douloureux (Gaby, 

2006) et la fibromyalgie (Fontrier, 2004), (iii) immunitaires comme les leucopénies (Focosi et 

al., 2009), et (iv) hormonales comme l’hyperthyroïdie (Akin et al., 2008) et l’hyponatrémie 

(Zietse et al., 2009).

Actuellement, l’effet du lithium est mal compris. Ce composé semble traverser les 

membranes par diffusion passive ou par des transports membranaires actifs dépendant des 

ions sodium, potassium et calcium. Dans la cellule, le lithium est décrit pour agir sur l’adénylate 

cyclase et la phospholipase C. Il affecterait également le transport de certains précurseurs 

(p.ex., choline, tryptophane) et l’activité (p.ex., potentialisation du GABA) de certains 

neurotransmetteurs  (pour revues : Pasquali et al., 2010; Phiel and Klein, 2001). Cependant ces 

effets, n’ont pas été corrélés avec ses effets thérapeutiques.

J’ai décrit dans la seconde partie de mes résultats (cf. : III.Résultats, partie 2, publications 4 

& 5), que le lithium est capable de dissocier les complexes CK-alcaloïdes endogènes ainsi que les 

complexes sériques protéines-alcaloïdes endogènes inconnus. Le lithium serait donc capable, 

in vivo, de provoquer une augmentation des quantités libres de morphine endogène ou de ses 

dérivés. Des résultats préliminaires réalisés au laboratoire (par M. Aouad) ont montré que le 

lithium possède un effet analgésique sur la sensibilité mécanique de souris neuropathiques 

(modèle du cuff). Ainsi, l’hyperalgésie observée dans ce modèle, après l’opération, est 

atténuée par un traitement au lithium, que ce soit 1 semaine (figure 31A, hyperalgésie post-

opératoire) ou 5 semaines après l’opération (figure 30B, hyperalgésie chronique). L’analgésie 

induite par le lithium est maintenue durant 48h après une injection unique et est bloquée par 

l’administration de naloxone, un antagoniste des récepteurs opioïdes (figure 31B), suggérant 

que l’effet analgésique du lithium serait dépendant d’un ligand endogène de ces récepteurs.

Ainsi, les effets du lithium dans le traitement des pathologies citées ci-dessus et de la 

neuropathie dans notre modèle murin pourraient être expliqués par la « libération », après 

dissociation de complexes protéine-morphine, de morphine endogène ou de ses dérivés.





Chapitre 5 :

Perspectives





I. Utilisation du lithium et identification d’un peptide de 
liaison

L’identification d’un complexe de haute affinité impliquant la créatine kinase et la morphine 

(ou ses dérivés endogènes), ainsi que la découverte de la dissociation de ce complexe par le 

lithium, ouvrent de nombreuses perspectives biotechnologiques et thérapeutiques (publication 

4). Ce peptide devra être modifié afin de le protéger des protéases, mais également afin de 

modifier ses caractéristiques pharmacologiques, notamment sa capacité à traverser ou non la 

BHE ou à lier plus spécifiquement un alcaloïde particulier. Ce chapitre présente les perspectives 

et les intérêts de ces découvertes.

II. Perspectives biotechnologiques

II.1. Dissociation des complexes protéines-morphine pour le dosage de 
la morphine endogène et exogène

La morphine endogène est présente en faibles quantités et les rendements des techniques 

d’extraction et de quantification actuelles sont très bas. L’ensemble des données décrites et 

citées précédemment dans ce manuscrit suggère que la morphine endogène et ses dérivés 

interviennent dans un grand nombre de processus physiologiques et pathologiques, aussi bien 

au sein du SNC qu’en périphérie. De plus, lors de pathologies, la morphine endogène pourrait 

être utilisée comme marqueur sérique ou tissulaire, comme déjà décrit dans les cas d’infections 

systémiques (chocs septiques)(Glattard et al., 2010).

Les dosages de la morphine exogène sont couramment pratiqués, notamment lors de 

tests toxicologiques ou pharmacologiques. Cependant, aucun consensus concernant son 

dosage n’existe jusqu’à présent et chaque année des études décrivent de nouveaux protocoles 

de détection, de la morphine dans les cheveux, le sang ou l’urine humaine (Heltsley et al., 

2010; Musshoff et al., 2011; Wang and Burns, 2009).
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Cependant, la présence de protéines de liaison à la morphine, qu’elles soient de hautes 

ou de basses affinités, sériques ou tissulaires, diminue la quantité de morphine « libre » 

détectable. En effet, dans ma publication 5, il apparaît que plus de la moitié de la morphine 

endogène/exogène n’est pas détectée (test ELISA) probablement en raison de sa liaison à des 

protéines sériques. J’ai montré l’importance de l’utilisation d’un tube lithium-hépariné, qui 

permet de doser la majorité de la morphine présente. Par ailleurs, dans la publication 4, j’ai 

décrit qu’un traitement au lithium permet la dissociation du complexe de haute affinité entre 

la créatine kinase et la morphine endogène ou ses dérivés. 

Le développement de kits diagnostics utilisant le lithium ou l’héparinate de lithium 

permettrait d’augmenter les quantités de morphine endogène ou exogène « libres », 

détectables, dans des échantillons sanguins, de tissus ou de cheveux et ainsi améliorer son 

rendement de détection.

II.2. Détection de la morphine endogène à l’aide d’un peptide de liaison.

Comme cité précédemment, les anticorps anti-morphine représentent le moyen de 

détection le plus fréquemment utilisé pour doser la morphine exogène ou endogène. Les 

anticorps sont ainsi aussi bien utilisés pour les dosages (p. ex., tests ELISA) que pour les études 

immunohistochimiques/cytochimiques. Cependant, ces anticorps souffrent en général d’un 

manque de spécificité. En effet, lors de ma thèse, sur une dizaine d’anticorps commerciaux 

testés (vendus pour être spécifiques de la morphine), seulement six d’entre eux sont bloqués 

par la morphine (test ELISA par compétition), mais aussi par la codéine, la M6G et la M3G. De 

plus, cette détection est en général de faible affinité, hormis pour deux anticorps (6D6 et 3A6, 

AVIVA biosciences) pour lesquels l’affinité est très importante.

Le développement d’un peptide de liaison de haute affinité spécifique de la morphine 

pourrait être utilisé en lieu et place d’un anticorps. Ce peptide pourrait alors être utilisé pour 

développer des outils de dosage et de détection de la morphine endogène/exogène et pourrait 

par exemple être directement conjugué à un élément permettant sa visualisation (p. ex., 

fluorophores, enzymes).

II.3. « Chélation » de la morphine endogène, in vivo, à but technolo-
gique

Actuellement, les connaissances portant sur les enzymes impliquées dans la voie de 

synthèse de la morphine endogène ne sont pas suffisantes pour développer un modèle de 
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souris K.O. permettant d’abolir la synthèse de morphine endogène. Un tel modèle permettrait 

d’avancer dans la compréhension des rôles de la morphine endogène. Cependant, un peptide 

liant à forte affinité et spécifiquement la morphine endogène ou ses dérivés pourrait être utilisé 

comme agent « chélateur ». Si la liaison de ce peptide à la morphine inhibe l’activité de celle-ci, 

cet outil permettrait de créer des modèles n’ayant plus de morphine endogène fonctionnelle. 

Ainsi, sans agir sur les récepteurs et les peptides opioïdes endogènes, cette approche permettra 

de bloquer spécifiquement la morphine endogène afin d’en étudier ses fonctions. Ce peptide 

pourrait être injecté de différentes manières pour « chélater » la morphine endogène présente 

dans le sang, le SNC ou dans une aire cérébrale particulière (micro-injection).

III. perspectives thérapeutiques

III.1. Traitement des maladies « hypermorphinergiques ».

Le développement d’un peptide liant à haute affinité la morphine endogène est d’un 

point de vue thérapeutique intéressant puisqu’il pourrait être utilisé dans des maladies où 

les taux de morphine endogène sont élevés et sont responsables de certains des symptômes. 

En effet, comme précédemment cité dans ce manuscrit, certaines pathologies sont décrites 

pour être « hypermorphinergiques ». C’est le cas de pathologies cérébrales comme la maladie 

de Parkinson (cf. : IV.Discussion, III.3, p.204) et de la schizophrénie (cf. : IV.Discussion, III.2, 

p.202), mais également des pathologies comme les infections septiques, les stress chirurgicaux 

(cf. : I.Introduction, VI.1, p.50), la boulimie ou l’anorexie (Marrazzi et al., 1997) ou encore 

l’addiction (cf. : I.Introduction, VI.2.d, p.53). Cependant les connaissances actuelles concernant 

l’implication fonctionnelle de la morphine endogène dans ces pathologies sont limitées et on 

ne peut dire si cette élévation des taux de morphine endogène est la cause ou la conséquence 

de la pathologie. De plus, l’augmentation des taux de morphine endogène pourrait avoir deux 

effets : 

 f Un effet bénéfique, p. ex., dans le cas de pathologies inflammatoires, la morphine via son 

rôle immunosuppresseur pourrait diminuer les mécanismes inflammatoires.

 f Un effet aggravant, p.ex., dans le cas de la schizophrénie cette élévation pourrait être 

responsable de l’insensibilité à la douleur observée chez certains patients. Elle pourrait 

aussi, dans le cas de la prise de substance addictive, renforcer l’effet addictif de la drogue.

Dans le cas des pathologies « hypermorphinergiques », un tel peptide pourra être utilisé 

pour lier et inhiber la morphine endogène présente. Cependant, on ne sait pas à l’heure 
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actuelle quel sera l’effet de la liaison du peptide à la morphine. Ce peptide pourrait inhiber 

l’activité de la morphine endogène en l’empêchant de se lier aux MORs (dans le cas d’un effet 

aggravant de la morphine endogène) ou à l’inverse, la liaison de la morphine endogène au 

peptide pourrait accroître son effet (dans le cas d’un effet bénéfique de la morphine endogène). 

Ainsi, il serait envisageable d’utiliser ce peptide comme « médicament » afin de traiter ces 

pathologies « hypermorphinergiques », mais également de prévenir ces pathologies dans le 

cas où la morphine en serait la cause.

III.2. Augmentation de l’efficacité de la morphine

III.2.a. Co-injection peptide de liaison-morphine

Le développement d’un peptide de liaison de haute affinité à la morphine ouvre 

également la voie à des applications thérapeutiques applicables à la morphine exogène. En 

effet, en considérant que la liaison peptide-morphine ne bloque pas l’action de la morphine, 

différentes hypothèses sur l’intérêt d’une co-injection de peptide et de la morphine peuvent 

être postulées :

 f Si la liaison peptide-morphine stimule l’activité de la morphine, une même dose de 

morphine aura un effet plus important si elle est injectée avec le peptide. Ainsi les doses 

de morphine injectées pourraient être réduites.

 f La liaison peptide-morphine pourrait également augmenter la demi-vie plasmatique 

de la morphine en diminuant la clairance rénale et en empêchant sa dégradation par 

les glucuronidases. Ainsi, l’effet de la morphine serait plus long et la durée entre deux 

injections pourrait ainsi être allongée.

Cependant, si la liaison peptide-morphine inhibe totalement l’activité de la morphine, 

alors une co-injection n’aurait pas d’intérêt thérapeutique.

III.2.b. 3.2.b. Co-injection Lithium-morphine

L’utilisation du lithium comme agent dissociant les complexes protéines-morphine 

pourrait également être utilisé en co-injection avec de la morphine. Il est démontré que plus de 

50% de la morphine est « chélatée » par des protéines sériques (cf. : I.Introduction, I.6, p.22) et 

j’ai décrit que la présence de lithium ou de lithium héparine dissocie la plupart de ces complexes 

(cf. : III.Résultats, publications 4 & 5). La co-injection de lithium et de morphine permettrait de 

diminuer la liaison de la morphine aux protéines de manière à augmenter sa biodisponibilité 
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et donc son efficacité. Les doses de morphine administrées pourraient ainsi être diminuées. 

Il serait donc envisageable de créer une composition pharmaceutique comprenant à la fois 

le lithium et la morphine. Ce point est d’autant plus intéressant que le lithium est déjà utilisé 

pour le traitement de certaines maladies et que sa toxicité et sa pharmacodynamique sont bien 

caractérisées.

III.3. Utilisation du lithium pour la dissociation de complexes protéines-
alcaloïdes endogènes à des fins thérapeutiques

Le lithium est utilisé pour le traitement de certaines pathologies, mais son mode d’action 

n’est pas bien défini. La corrélation entre les maladies traitées au lithium et les maladies 

« hypermorphinergique » suggère que les effets du lithium pourraient passer par la dissociation 

de complexes alcaloïdes endogènes-protéines (cf. : IV. Discussion, III.4, p.207). 

La description de l’existence endogène de complexes entre la CK (B ou M) et la morphine 

endogène ou ses dérivés, ainsi que de la dissociation de ces complexes par le lithium (cf. : 

III.Résultats, publication 4), permet de postuler de nouvelles hypothèses quant à l’utilisation 

du lithium lors du traitement de certaines maladies. Le lithium pourrait ainsi être utilisé pour 

augmenter les taux de morphine endogène au niveau sanguin ou cérébral et notamment dans 

des pathologies dans lesquelles les niveaux de CK-B ou CK-M sanguins sont importants. Or, des 

lésions tissulaires cérébrales ou musculaires (p. ex., accident vasculaire cérébral, infarctus du 

myocarde, rabdomyolyse) sont décrites pour augmenter les taux de CK-BB, CK-MB et CK-MM 

sanguins (Cervellin et al., 2010; Navin and Hager, 1979). Dans ces pathologies, le lithium pourrait 

permettre la dissociation des complexes CK-morphine sanguins et induire l’augmentation 

des taux de morphine endogène. Celle-ci aurait alors différents effets bénéfiques sur les 

effets post-lésionnels. Ainsi, La morphine pourrait avoir un rôle, (i) immunosuppresseur (cf. : 

I.Introduction, VI.1.b, p.50) sur l’inflammation, (ii) analgésique (cf. : I.Introduction, VI.2.b, p.52) 

sur les douleurs, et (iii) protecteur, voire régénératif, sur le tissu lésé (Zeng et al., 2007). 

Dans le cadre du traitement des pathologies douloureuses ou inflammatoires, les 

analgésiques ou anti-inflammatoires opioïdes sont actuellement massivement utilisés. 

Le lithium pourrait permettre, dans ce type de pathologies, de dissocier les complexes CK-

morphine endogène (et protéines-morphine endogène sériques non caractérisés), d’augmenter 

la biodisponibilité de la morphine endogène dans l’organisme et ainsi permettre une action 

analgésique et immunosuppressive sans avoir recours à des opioïdes exogènes.
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C’est au milieu des années 80 que la morphine endogène (ME), ayant une structure identique à la 

morphine produite par le pavot, a été détectée dans le système nerveux central (SNC) de mammifères. En 

2005, la voie de synthèse de la ME est décrite pour la première fois chez les mammifères. Celle-ci suit en 

grande partie celle des plantes, et dérive de la voie de synthèse de la dopamine, un neurotransmetteur 

impliqué dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques au sein du SNC. Actuellement, 

très peu d’équipes étudient cet opiacé endogène et les processus physiologiques ou pathologiques dans 

lesquels la ME pourrait-être impliquée. Déterminer les rôles de la ME au sein du SNC est ainsi difficile 

puisqu’il existe très peu de données la concernant. En effet, qu’il s’agisse de sa localisation cellulaire, 

de modèles d’études ou encore des protocoles de détection ou de quantification, il y a un manque 

d’outils d’étude de la ME. Lors de ma thèse, je me suis fixé comme objectifs de fournir des outils et des 

bases permettant l’étude et la compréhension des rôles de la ME au sein du SNC à l’aide d’approches 

d’immunologie, de biologie cellulaire et de biochimie. Ce manuscrit décrit les travaux réalisés pendant 

mes trois années de thèse ; les résultats obtenus se décomposent en trois parties. 

La première partie de mes résultats décrit la localisation de la ME au sein du SNC de souris adulte. 

Après avoir effectué une caractérisation complète de l’anticorps anti-morphine utilisé, j’ai montré la 

présence de ME et de ses dérivés dans des neurones et astrocytes à travers tout le SNC. De manière 

intéressante, la ME et ses dérivés sont retrouvés principalement dans des interneurones GABAergiques 

alors qu’ils sont absents des neurones dopaminergiques. Par ailleurs, la ME et ses dérivés, en plus d’être 

présents dans des structures impliquées dans le contrôle de la douleur, sont également retrouvés dans 

des structures impliquées dans la mémorisation ou le contrôle de la motricité.

La seconde partie de mes résultats présente deux études mettant en évidence deux protéines 

de liaison aux alcaloïdes endogènes et exogènes. Dans la première étude, nous avons décrit par une  

approche de spectrométrie de masse non covalente que la PEBP (PhosphatidylEthanolamine 

Binding Protein) était capable de lier la M6G et la M3G de la même manière qu’elle lie la PE 

(PhosphatidylEthanolamine), son ligand de référence. Dans la seconde étude, j’ai mis en évidence que la 

créatine kinase (CK) musculaire et cérébrale est capable de lier à haute affinité (résistante à la migration 

sur gel SDS-PAGE) la ME ou l’un de ses dérivés. Ce complexe morphine-CK est dissociable suite à une 

dénaturation thermique, uniquement en présence d’urée, mais également par un traitement au lithium.

La dernière partie de mes résultats, sur la base des résultats obtenus dans la seconde partie, montre 

que l’utilisation du lithium lors de prelévements sanguins permet d’augmenter jusqu’à quatre fois le 

rendement de détection de la morphine endogène.

Pour conclure, pendant mes trois ans de thèse j’ai développé de nouveaux outils permettant l’étude 

et la compréhension des rôles de la morphine endogène au sein du SNC (cartographie, protéine de 

liaison, amélioration de la quantification). Mes données, en plus d’être des outils, apportent également 

de nombreuses pistes de recherches quant aux rôles et aux modes d’actions possibles des alcaloïdes 

endogènes au sein du SNC.

Résumé


