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Résumé 

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les agonistes du récepteur opioïde Mu 

(MOR) sont la première ligne de traitement pour le soulagement des douleurs aiguës modérées à 

sévères. Cependant, ces derniers induisent de nombreux effets indésirables, tels que la dépression 

respiratoire et la constipation, qui limitent leur utilisation pour une gestion appropriée de la douleur. 

Chacun des effets indésirables des agonistes du MOR est médié par des mécanismes cellulaires et 

moléculaires complexes. C’est pourquoi un nombre considérable de recherches précliniques ont 

été menées afin de découvrir des opioïdes qui induiraient moins d’effets indésirables. Plus 

particulièrement, de nombreuses études se sont concentrées sur le développement d’agonistes 

biaisés du MOR qui ont peu ou pas de recrutement de β-arrestine 2 et qui activent 

préférentiellement les protéines G. Néanmoins, ces recherches n’ont pas réussi à identifier des 

agonistes biaisés avec un profil amélioré d’effets indésirables en clinique. Nous proposons dans 

cette thèse que la caractérisation des similarités signalétiques des agonistes du MOR serait une 

bonne alternative à l’agonisme biaisé pour l’identification d’opioïdes avec des profils d’effets 

indésirables distincts. Pour ce faire, nous avons développé une méthode basée sur l’utilisation de 

l’apprentissage non supervisé par clustering pour classifier les ligands du MOR en des catégories 

pharmacodynamiques. Cette classification s’est faite à l'aide des paramètres qui caractérisaient une 

panoplie de voies de signalisation médiées par les protéines G et par les β-arrestines. Nous avons 

pu associer ces différentes catégories pharmacodynamiques avec différentes fréquences de rapport 

d’effets indésirables d’opioïdes cliniques au programme de pharmacovigilance de la FDA (Food 

and drug administration) tels que des effets respiratoires et gastro-intestinaux. Nous avons 

également montré que cette méthode peut être plus généralement appliquée à d’autres sous-types 

et types de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).  

L’efficacité et l’innocuité des agonistes du MOR pour le soulagement des douleurs 

chroniques non cancéreuses, telles que les douleurs neuropathiques, est un sujet controversé et 

plusieurs essais cliniques ne sont pas en faveur de leur utilisation. Or, la douleur neuropathique est 

une maladie fréquente qui est associée à une très pauvre qualité de vie du patient et pour laquelle 

seulement 30 à 40% des patients rapportent un soulagement adéquat de la douleur avec les 

traitements actuels. Dans les modèles précliniques, les cannabinoïdes sont capables de moduler des 
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processus impliqués dans le développement des douleurs neuropathiques. Ceci les rend des 

candidats prometteurs pour le soulagement de ces douleurs en clinique. Néanmoins, peu de 

médicaments à base de cannabis sont présentement approuvés sur le marché pour un usage 

thérapeutique. Ces derniers sont régulés selon leur contenu en Δ9-tétrahydrocannabinol (THC) et 

cannabidiol (CBD) et il existe une présomption selon laquelle les quantités de THC et les ratio 

THC:CBD permettraient de décrire l’activité biologique du cannabis médical. Or, les extraits 

commerciaux peuvent contenir jusqu’à 23 phytocannabinoïdes et de nombreux autres composés 

chimiques. La description de ces derniers uniquement en termes de contenus en THC et en CBD 

ne prend pas en considération les interactions potentielles qui peuvent arriver entre les multiples 

autres composants et qui peuvent aboutir à des effets cliniques différents. Nous avons donc testé 

dans cette thèse s’il y avait réellement une équivalence entre l’activité biologique d’un extrait de 

cannabis et des traitements cannabinoïdes avec des contenus en THC et/ou en CBD équivalents 

Nous avons démontré que les réponses analgésiques du THC et du CBD seuls, d’une combinaison 

THC:CBD (1 :1) et d’un extrait de cannabis de chémotype II (avec un ratio THC:CBD ≈ 1 :1) ne 

sont pas équivalentes dans un modèle de neuropathie diabétique chez les rats. Aux hautes doses 

testées, l’extrait était plus efficace à soulager la douleur que la combinaison THC:CBD (1 :1) qui, 

elle-même, était plus efficace que le THC et le CBD seuls. De plus, ces différents traitements 

engageaient les cibles moléculaires du système endocannabinoïde CB1 (récepteur cannabinoïde 1), 

CB2 (récepteur cannabinoïde 2) et TRPV1 de façon distincte. Ensemble ces résultats suggèrent 

qu’une équivalence au niveau des contenus en THC et des ratios THC:CBD ne se traduit pas par 

une équivalence d’activité biologique telle que l’analgésie.  

Dans son ensemble, cette thèse propose dans un premier temps une méthode basée sur la 

classification pharmacodynamique de ligands de RCPG qui pourrait être utile pour l’identification 

de nouveaux candidats opioïdes avec un profil d’effets indésirables amélioré. Dans un second 

temps, nous avons démontré que les cannabinoïdes induisent des effets analgésiques à travers 

différentes cibles pharmacodynamiques et que ces dernières étaient engagées de façon distincte par 

les différents traitements. Notre intention future est de décrire in vitro les profils signalétiques des 

cannabinoïdes sur ces différentes cibles et d'utiliser notre outil de classification 

pharmacodynamique afin de corréler ces réponses signalétiques avec leurs effets analgésiques et 

indésirables in vivo. Ces travaux fournissent des éléments pertinents pour le développement 

rationnel d’analgésiques plus efficaces et mieux tolérés en clinique. 
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Abstract 

According to the World Health Organization (WHO), Mu opioid receptor agonists (MOR) 

are the first line of treatment for the relief of moderate to severe acute pain. However, they induce 

numerous adverse effects, such as respiratory depression and constipation, which limit their use 

for appropriate pain management. Each of the adverse effects of MOR agonists is mediated by 

complex cellular and molecular mechanisms. As a result, a considerable amount of preclinical 

research has been conducted to discover opioids that would induce fewer adverse effects. 

Specifically, many studies have focused on developing biased MOR agonists that have little or no 

β-arrestin 2 recruitment and preferentially activate G proteins.  Despite these investigations, efforts 

to identify biased agonists with an improved adverse event profile in the clinic have been 

unsuccessful. In this thesis, we propose that characterizing the signaling similarities of MOR 

agonists would be a good alternative to biased agonism for identifying opioids with distinct adverse 

effect profiles. To this end, we developed a method based on the use of unsupervised clustering 

learning to classify MOR ligands into pharmacodynamic categories. This classification was done 

using parameters that characterized a panoply of G protein- and β-arrestin-mediated signaling 

pathways. We were able to associate these different pharmacodynamic categories with different 

frequencies of clinical opioid adverse event reported to the FDA pharmacovigilance program such 

as respiratory and gastrointestinal effects. We have also shown that this method can be more 

generally applied to other subtypes and types of G protein-coupled receptors (GPCRs).  

The efficacy and safety of MOR agonists for the relief of chronic non-cancer pain, such as 

neuropathic pain, is a controversial topic and several clinical trials do not support their use. 

Neuropathic pain is a common condition that is associated with very poor patient quality of life 

and for which only 30-40% of patients report adequate pain relief with current treatments. In 

preclinical models, cannabinoids are able to modulate processes involved in the development of 

neuropathic pain. This makes them promising candidates for the relief of such pain in the clinic. 

However, few cannabis-based medications are currently approved for therapeutic use. For safety 

reasons, these are regulated according to their Δ9-Tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol 

(CBD) content under the presumption that THC amounts and THC:CBD ratios would adequately 

describe the biological activity of medical cannabis. Commercial extracts of medical cannabis may 

contain up to 23 phytocannabinoids and many other chemical compounds. Describing these 
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products only in terms of THC and CBD content does not take into consideration the potential 

interactions that may occur between these multiple components and that may result in different 

clinical effects. We therefore tested in this thesis whether there was really an equivalence between 

the biological activity of a cannabis extract and cannabinoid treatments with equivalent THC and/or 

CBD contents. We demonstrated that the analgesic responses of pure THC and CBD, a THC:CBD 

(1:1) combination, and a chemotype II cannabis extract (with a THC:CBD ratio ≈ 1:1) were not 

equivalent in a rat model of diabetic neuropathy. At the high doses tested, the extract was more 

efficacious than the THC:CBD (1:1) combination which, in turn, was more efficacious than pure 

THC and CBD. Furthermore, these different treatments engaged the molecular targets of the 

endocannabinoid system CB1 (cannabinoid receptor 1), CB2 (cannabinoid receptor 2), and TRPV1 

in distinct ways. Together, these results suggest that equivalence in THC content and THC:CBD 

ratios does not translate into equivalence in biological activity such as analgesia.  

Overall, this thesis firstly proposes a pharmacodynamic-based method of GPCR ligand 

classification that could be useful for the identification of new opioid candidates with an improved 

adverse effect profile. Secondly, we demonstrated that cannabinoids produced their analgesic 

effects via different pharmacodynamic targets and that these targets were distinctively engaged by 

the different treatments. Our future intention is to describe the in vitro signaling profiles of 

cannabinoids at these different targets, and to use our pharmacodynamic clustering tool to correlate 

these signaling responses with their in vivo their analgesic and adverse effects. This work provides 

relevant insights for the rational development of more effective and better tolerated analgesics in 

the clinic. 

 

Keywords: analgesics, MOR, opioids, adverse effects, clustering, drug screening, neuropathic 

pain, phytocannabinoids, cannabinoid receptors.
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Chapitre 1 : Introduction  

1.1  Les récepteurs couplés aux protéines G et la douleur  

1.1.1 Signalisation et régulation des récepteurs couplés aux protéines G  

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont l’une des familles les plus importantes 

de récepteurs membranaires chez les mammifères, comprenant environ 800 membres chez 

l’humain (1, 2). Ils régulent la plupart des réponses physiologiques de l’organisme à une grande 

diversité de stimuli extracellulaires, d’hormones et de neurotransmetteurs, les rendant des cibles 

thérapeutiques de choix (3). Ces récepteurs sont ainsi la cible de 30-40% des médicaments sur le 

marché et environ 50% de ces récepteurs ont fait l’objet d’essais cliniques (4, 5). Dans le cadre de 

cette thèse, un intérêt plus particulier sera porté à deux types de RCPG impliqués dans la 

modulation de la douleur : les récepteurs opioïdes qui sont impliqués dans le traitement des 

douleurs sévères aiguës et les récepteurs cannabinoïdes qui sont des cibles prometteuses pour la 

gestion de la douleur chronique. 

 

1.1.1.1 Signalisation des récepteurs couplés aux protéines G   

Les RCPG sont caractérisés par la présence de sept hélices α transmembranaires (dites 

domaines transmembranaires) connectées par des boucles intra- et extracellulaires (dites ICL et 

ECL). C’est pourquoi la nomenclature de « récepteur à sept domaines transmembraines » (7-DTM) 

est parfois préférée. Ils possèdent aussi un domaine N-terminal extracellulaire ainsi qu’un domaine 

C-terminal intracellulaire (6).   

La liaison d’un ligand à son récepteur entraîne des changements conformationnels du 

récepteur qui vont aboutir à une signalisation intracellulaire. Ce sont les boucles intracellulaires, 

les domaines transmembranaires et la partie C-terminale des RCPG qui sont impliquées dans cette 

signalisation et dans sa régulation (7-9). Ceci se fait par interaction du récepteur avec au moins 

l’un des deux partenaires de signalisation majeurs : à savoir les protéines G et les β-arrestines (7, 

8, 10, 11).  Pour les besoins de cette thèse, nous allons brièvement décrire la signalisation médiée 

par les protéines G et la régulation médiée par les β-arrestines.  
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1.1.1.1.1 Signalisation classique des récepteurs couplés aux protéines G   

Lorsqu’un agoniste se lie au RCPG, il induit des changements de conformation au niveau 

des domaines transmembranaires 3, 5 et 6. Ceci permet une séparation des boucles ICL2 et ICL3 

du récepteur et le logement d’une protéine G hétérotrimérique dans le creux ainsi formé (12). Cette 

dernière a pour rôle de transmettre le signal du RCPG à un effecteur intracellulaire (13). 

Les protéines G hétérotrimériques sont formées de trois sous-unités polypeptidiques 

distinctes : α, β et γ. Les sous-unités β et γ forment un dimère obligatoire βγ (14). Dans sa forme 

inactive, la sous-unité α est fortement liée à une molécule de guanosine diphosphate (GDP). Après 

liaison du ligand, l’activation du récepteur entraîne des changements de conformation de la sous-

unité α. Ces derniers mènent alors à l’échange du GDP par une molécule de guanosine triphosphate 

(GTP) rendant la protéine G active. Les complexes Gα-GTP et Gβγ se séparent alors et chacun ira 

stimuler différentes molécules effectrices intracellulaires qui sont responsables de la transduction 

du message. Ces effecteurs peuvent être enzymatiques et vont alors moduler les niveaux de seconds 

messagers, ou ils peuvent être des canaux ioniques qui vont alors moduler l’entrée ou la sortie 

d’ions dans la cellule (13). À la fin du cycle de signalisation, il y aura hydrolyse du GTP en GDP, 

inactivation de la protéine G, réassemblage de l’hétérotrimère et détachement du ligand du 

récepteur (9, 13). La Figure 1 résume les différentes étapes de l’activation de la protéine G décrites 

ci-dessus.  

Les protéines G sont classées en quatre familles selon la similarité de séquences des sous-

unités α : la famille Gs, la famille Gi/o, la famille Gq/11 et la famille G12/13 (15). De façon classique, 

les récepteurs opioïdes (16-18) et cannabinoïdes (19-22) interagissent avec la famille Gαi/o. Cette 

dernière comprend les protéines G dont les sous-unités α sont : αi1, αi2, αi3, αoA, αoB, αz, αt1, 

αt2, et αgust. Les membres de la famille Gαi/o inhibent l’effecteur enzymatique adénylate cyclase 

qui est responsable de la production du second messager adénosine monophosphate cyclique 

(AMPc). À travers le dimère Gβγ, les protéines Gαi/o peuvent activer les canaux potassiques de la 

famille Kir3 ou GIRK (pour G-protein gated inward rectifying potassium channel) et peuvent 

inhiber les canaux calciques de type Cav2 (canaux calciques dépendants du voltage) (13). Ces 

effecteurs sont importants dans la modulation de la douleur par les ligands opioïdes et 

cannabinoïdes et de plus amples détails seront donnés plus bas (voir sections 1.1.3.1.1.2, 1.1.3.2.1.2 

et 1.1.3.2.2.2).   

https://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_monophosphate
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Figure 1. Cycle d’activation de la protéine G.  Après liaison d’un ligand (rouge), les GPCR (gris) 

subissent des changements conformationnels (jaune) qui mènent à l’échange du GDP par du GTP. 

Cet échange déstabilise le complexe récepteur-protéine G et permet aux sous-unités Gα et Gβγ de 

se séparer. Elles vont alors aller interagir avec des protéines effectrices enzymatiques ou des canaux 

ioniques. Le signal se termine par l’hydrolyse du GTP en GDP par Gα.  Les sous-unités Gβγ sont 

représentés en tant qu’une seule sous-unité pour simplifier la figure) 

 

1.1.1.1.2 Mécanismes de régulation de la réponse des RCPG   

En cas d’exposition prolongée ou répétée du récepteur au ligand, des mécanismes de 

régulation de la signalisation se mettent en place. Ces derniers consistent en la désensibilisation, 

l’internalisation, le recyclage et la dégradation du récepteur (7, 10, 13). Ce sont des mécanismes 

essentiels pour empêcher une surstimulation du système en réponse à un stimulus soutenu. 
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1.1.1.1.2.1 La désensibilisation du récepteur  

L’extrémité C-terminale et la boucle ICL3 du RCPG contiennent des résidus sérine et 

thréonine qui peuvent être phosphorylés par des kinases cytosoliques appelées GRK (G Protein 

Coupled Receptor Kinase). Quatre types de GRK sont responsables de la phosphorylation de la 

plupart des RCPG à savoir : GRK2, -3, -5 et 6 (23).  La phosphorylation du récepteur par les GRK 

augmente son affinité pour une protéine cytosolique appelée β-arrestine (1 et 2) (7). Cette dernière 

se lie au récepteur d’abord au niveau de l’extrémité C-terminale (tail conformation) puis vient 

s’insinuer entre les boucles ICL2 et ICL3 (core conformation), déplaçant la sous-unité Gα qui y 

était logée (11, 24). Le récepteur est alors désensibilisé et n’est plus capable de signaliser à la 

membrane (Figure 2.A). 

 

1.1.1.1.2.2 L’internalisation du récepteur 

Lorsque la β-arrestine est en conformation « tail », elle peut faire office de protéine 

d’échafaudage pour recruter vers le récepteur différentes protéines endocytiques telles que l’AP-2, 

la clathrine et l’enzyme dynamine (11, 24) (Figure 2.B). La clathrine se polymérise en cages et 

permet la déformation progressive de la membrane jusqu’à la formation des vésicules d’endocytose 

(25). Ce phénomène dépend de la présence de la protéine adaptatrice AP-2 qui fait la connexion 

entre le récepteur, les cages de clathrine et de nombreuses autres protéines accessoires (25). Enfin, 

lorsque la vésicule de clathrine est achevée, elle est détachée de la membrane via l’action de 

l’enzyme dynamine qui induit la fission de la vésicule (26). Ceci entraîne la séquestration ou 

l’internalisation du complexe récepteur-ligand à l’intérieur de la cellule. 

 

1.1.1.1.2.3 Tri post-endocytique du récepteur 

Une fois que les vésicules sont internalisées, il y aura désassemblage des cages de clathrine 

et transport du récepteur vers des compartiments internes, appelés endosomes. Le récepteur peut 

alors soit subir un recyclage, soit subir une dégradation par les lysosomes (Figure 2.C) (8). Le sort 

du récepteur dépend de son affinité pour la β-arrestine. Ainsi, si le récepteur a une très haute affinité 

et forme un complexe stable avec cette dernière, il va être ubiquitiné ce qui va le diriger vers le 

lysosome pour être dégradé. Si au contraire, le récepteur a une faible affinité avec la β-arrestine, il 

se dissocie de cette dernière puis sera déphosphorylé et renvoyé vers la membrane, via le recyclage, 

pour reprendre un nouveau cycle de signalisation, un phénomène appelé « resensibilisation » (8, 

27).  



29 

 

 

Figure 2. Régulation de l’interaction récepteur-ligand par désensibilisation, internalisation, 

recyclage ou dégradation du récepteur. Figure modifiée et reproduite avec permission (8).  

 

1.1.1.1.3 Signalisation dépendante des β-arrestines    

En plus de son rôle traditionnel dans la désensibilisation du récepteur, la β-arrestine peut 

initier ses propres voies de signalisation (23). Ce sont les protéines de la voie ERK/MAP kinase 

qui sont les mieux étudiées et à travers lesquelles la β-arrestine peut moduler plusieurs fonctions 

cellulaires (10). Plus récemment, la découverte d’une signalisation endosomale des récepteurs à 

travers les protéines G a été mise en évidence (28)(29) (Figure 2.D). Cette signalisation est 

dépendante de la liaison de la β-arrestine au récepteur en conformation « tail ». Elle a notamment 

été démontrée pour les récepteurs opioïdes mu et delta (30, 31). Ces résultats suggèrent que le trafic 

des RCPG vers les endosomes n’implique pas forcément un arrêt de la signalisation et qu’il y a 

toujours possibilité d’une signalisation intracellulaire du récepteur.  
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Enfin, les RCPG peuvent également signaliser à partir de différentes organelles 

subcellulaires. Ainsi, les récepteurs opioïdes peuvent signaliser au niveau de l’appareil de Golgi 

(31) et les récepteurs cannabinoïdes 1 au niveau de la mitochondrie (32). Pour plus d’informations 

sur cette signalisation compartimentée des RCPG, voir les revues (33, 34). 

 

1.1.2 La douleur  

La douleur joue un rôle physiologique crucial pour prévenir le corps de la présence d’une 

atteinte tissulaire afin d’entamer les mécanismes de guérison nécessaires et afin d’apprendre à 

éviter les stimuli nociceptifs de l’environnement. Pour ce faire, des neurones sensoriels spécialisés 

appelés nocicepteurs acheminent le message douloureux depuis le site de l’insulte vers la corne 

dorsale de la moelle épinière. Le message est ensuite transmis vers le thalamus et le cortex par des 

neurones afférents secondaires et tertiaires afin de pouvoir percevoir et localiser la sensation de 

douleur (Figure 3) (35). Les nocicepteurs sont constitués de fibres nerveuses non myélinisées C ou 

de fibres myélinisées Aδ. Les fibres Aδ sont principalement des mécanonocicepteurs alors que les 

fibres C, qui et sont les fibres les plus nombreuses, sont des nocicepteurs polymodaux qui répondent 

à plusieurs stimuli (mécaniques, thermiques et chimiques) (36).  

La modulation du message douloureux peut se faire au niveau spinal et au niveau central.  

En particulier, il existe des contrôles inhibiteurs descendants issus du tronc cérébral qui mettent en 

jeu des voies noradrénergiques, sérotoninergiques et enképhalinergiques qui s’exercent sur la 

transmission spinale des messages nociceptifs (37). Il existe aussi des mécanismes locaux de 

régulation du signal nerveux au niveau spinal qui sont médiés par des interneurones excitateurs ou 

inhibiteurs (interneurones GABAergiques ou glycinergiques). Pour des revues détaillant la 

pathophysiologie de la douleur et ces différents mécanismes de régulation, voir  (35, 38, 39). 

On distingue principalement deux types de douleur : la douleur aiguë et la douleur 

chronique. Pour les besoins de cette thèse, nous allons brièvement décrire ces deux types de douleur 

et les traitements pharmacologiques y associés.  
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Figure 3. Transmission de la douleur depuis le site de douleur jusqu’à la perception par le 

cerveau. Figure reproduite avec permission. ©Peter Lamb/123RF. 

 

 

1.1.2.1 Douleur aiguë et douleur chronique 

En situation normale, la douleur est transitoire (< 3 mois) et est alors qualifiée d’ 

« aiguë » (40). Elle peut faire suite à une lésion tissulaire, une inflammation ou une maladie qui 

sont d’une durée relativement courte (des jours ou des semaines). Quoi qu’il en soit, il importe 

d’identifier l’origine de la douleur et de la traiter. Ce traitement est essentiellement 

pharmacologique et repose sur la prise d’analgésiques (ou antalgiques) jusqu’à la disparition des 

symptômes douloureux (40). 

À l’inverse, si la douleur se manifeste de façon prolongée et persiste au-delà de trois mois, 

elle se développe alors en « douleur chronique ». Elle n’a alors plus de rôle physiologique et n’est 

plus un symptôme d’une atteinte tissulaire ou d’une maladie, mais devient un problème médical à 
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part entière (41). La douleur chronique est accompagnée de troubles émotionnels et d’une 

détérioration des capacités fonctionnelles et relationnelles du patient (42).  

La douleur neuropathique représente 15 à 25% des douleurs chroniques et se caractérise par 

une lésion ou une maladie affectant le système somato-sensoriel (43, 44). C’est une maladie 

fréquente qui touche en moyenne 6 à 10% de la population adulte (44). Elle est associée à une très 

pauvre qualité de vie du patient et se caractérise par la présence d’une douleur spontanée (sensation 

de brûlure, chocs électriques, souvent au repos), d’allodynie (douleur produite par un stimulus non 

douloureux), et d’hyperalgésie (réponse exagérée à un stimulus douloureux). La douleur 

neuropathique peut être de type périphérique, centrale ou mixte. Ses causes les plus communes 

sont d’origine traumatique (lésion nerveuse), infectieuse (herpès ou VIH), médicamenteuse 

(chimiothérapie) ou métabolique (diabète). Il s’agit dans la plupart des cas de dommages aux nerfs 

périphériques et les neuropathies diabétiques en sont les formes les plus répandues dans la 

population (45-47). Pour une revue plus détaillée sur cette dernière, voir (48). 

Les mécanismes à travers lesquels la douleur neuropathique se développe ne sont pas encore 

complètement élucidés, mais ils impliquent des mécanismes de sensibilisation centrale et 

périphérique des neurones sensoriels (49). Il est de plus en plus reconnu qu’une neuroinflammation 

aberrante au  niveau du système nerveux central (SNC) ou périphérique jouerait un rôle majeur 

dans le développement et le maintien de cette douleur (50). Au niveau spinal, cette 

neuroinflammation exagérée résulte en particulier de l’activation de cellules gliales, les microglies 

et les astrocytes, qui sont le type cellulaire le plus abondant du système nerveux (70%) (Figure 4). 

Dans des conditions  physiologiques, ces dernières ont un rôle de maintien de l’homéostase et de 

soutien neuronal (51). Par contre, dans des conditions pathologiques telles qu’une atteinte à un nerf 

périphérique, il y a une activation et une prolifération rapide des microglies dans la corne dorsale 

où les neurones afférents primaires projettent. Ces dernières vont à leur tour activer les astrocytes 

et ensemble ils vont libérer des cytokines pro-inflammatoires qui augmentent l’excitabilité des 

neurones secondaires de la couche I de la corne dorsale de la moelle épinière et diminuent l’activité 

des interneurones inhibiteurs (GABAergiques ou glycinergiques) dans les couches superficielles, 

perpétuant ainsi la condition douloureuse (50-53). De plus amples informations sur les mécanismes 

de douleur neuropathique et de neuroinflammation sont très bien décrites dans les revues récentes 

(48, 49, 54-57). 
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Figure 4. Comparaison de la transmission synaptique entre les neurones sensoriels et les 

neurones de la corne dorsale de la moelle épinière en situation physiologique (à droite) et 

après dommage à un nerf périphérique (à gauche). Figure reproduite avec permission (56).  

 

1.1.2.2 Traitements pharmacologiques  

Le traitement pharmacologique des douleurs par excès de nociception fait appel aux 

antalgiques décrits par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Cette dernière a défini trois 

paliers d’utilisation des antalgiques selon l’intensité de la douleur (Figure 5) : palier I (douleurs 

faibles à modérées) utilisant les antalgiques non opioïdes (acétaminophène ou médicaments anti-

inflammatoires non stéroïdiens), palier II (douleurs modérées à sévères) utilisant des opioïdes « 

faibles » tels que le tramadol ou la codéine, et palier III (douleurs intenses) utilisant des opioïdes « 

forts » (morphine, hydromorphone, oxycodone, fentanyl ou méthadone). Des médicaments 

additionnels (adjuvants), qui peuvent augmenter l’efficacité du médicament analgésique choisi, 

peuvent également être ajoutés.  
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Figure 5. Classification des antalgiques de l’Organisation Mondiale de la Santé selon la 

sévérité de la douleur. AINS : anti-inflammatoires non stéroïdiens. 

 

Les opioïdes tels que la morphine et ses dérivés sont donc la première ligne de traitement 

pour les douleurs aiguës sévères, mais ils peuvent aussi être utilisés pour soulager les patients avec 

des douleurs chroniques qui sont réfractaires à d’autres traitements. Néanmoins, un usage à long 

terme de ces derniers est associé à un risque d’addiction (ou dépendance), car ils activent le système 

de la récompense (58). Les opioïdes sont aussi associés à une multitude d’effets indésirables 

pouvant nuire à une bonne gestion de la douleur du patient et qui seront discutés plus bas (voir 

section 1.2.3.2).  

En ce qui concerne les douleurs neuropathiques, il n’y a pas encore de traitements efficaces 

et seulement 30 à 40% des patients rapportent un bon soulagement de leur douleur (59). Les 

traitements utilisés actuellement sont des anticonvulsivants, des antidépresseurs, des 

antiarythmiques et l’utilisation de certains opioïdes (tels que le tramadol) (60). Dans les modèles 

précliniques, les cannabinoïdes sont capables de moduler les processus qui contribuent à la 

neuroinflammation et à la sensibilisation centrale et périphérique (voir section 1.3.4.2). Ceci les 

rend des alternatives prometteuses pour le soulagement des douleurs neuropathiques (61-65) et de 
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nombreuses études cliniques sont en train d’évaluer le rôle des cannabinoïdes dans le soulagement 

de différents types de douleurs neuropathiques (66-69). Pour l’instant, Nabiximols (Sativex®) est 

le seul médicament à base de cannabis accepté au Canada pour le traitement des douleurs 

neuropathiques associées à la sclérose en plaques (70). L’utilisation des cannabinoïdes peut 

néanmoins être associée à des effets secondaires psychoactifs importants tels que la psychose (71) 

(voir section 1.3.4.1.2) et de plus amples études sur leur sécurité à long terme sont encore 

nécessaires.  

 

1.1.3 Les récepteurs opioïdes et cannabinoïdes  

Que l’on utilise les agonistes opioïdes ou les cannabinoïdes pour traiter la douleur, ces 

derniers exercent une grande partie de leurs actions analgésiques à travers les récepteurs opioïdes 

et cannabinoïdes.   

1.1.3.1 Les récepteurs opioïdes  

Il existe trois principaux types de récepteurs opioïdes « classiques » : mu ou MOR (Mu 

opioid receptor), delta ou DOR (Delta Opioid receptor) et kappa ou KOR (Kappa opioid receptor) 

(72). Ils sont activés par des peptides opioïdes endogènes, mais également par des alcaloïdes 

naturels et par des composés synthétiques et semi-synthétiques (73). Un quatrième récepteur 

l’ORL1 (Opioid Receptor Like 1) ou récepteur à la nociceptine/orphanine FQ (NOR) a plus tard 

été découvert par clonage par homologie (74, 75), mais ce dernier n’est pas activé par les mêmes 

ligands (76, 77) et n’est pas considéré comme un récepteur opioïde typique. 

Les opioïdes les plus fréquemment utilisés en clinique pour soulager la douleur agissent sur 

les récepteurs MOR (78). Pour les besoins de cette thèse, nous allons nous intéresser plus 

particulièrement à ces récepteurs. Nous allons également brièvement décrire les récepteurs DOR.  

 

1.1.3.1.1 Récepteurs opioïdes Mu 

1.1.3.1.1.1 Distribution des récepteurs opioïdes Mu 

Le MOR a été cloné pour la première fois en 1993 (79-82). C’est le récepteur opioïde qui 

est le plus exprimé au niveau du SNC et il a une très forte localisation dans le cerveau le long des 

structures limbiques, corticales et du mésencéphale (83) (pour une localisation plus détaillée, voir 

(84)). Il est en particulier exprimé dans les régions impliquées dans la modulation de la douleur 
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telles que le cortex cérébral, l’hippocampe, l’amygdale, le thalamus, le locus coeruleus, la 

substance grise périaqueducale (PAG), la moelle rostroventrale (RVM) et les couches 

superficielles (I et II) de la corne dorsale de la moelle épinière (85-88) (Figure 6).  

Cette localisation du MOR explique les effets analgésiques des agonistes de ce récepteur.  

Cependant, sa localisation au niveau des régions du cerveau impliquées dans la récompense (noyau 

accumbens du striatum) et dans les émotions ainsi qu’au niveau du tronc cérébral est responsable 

de l’apparition des effets indésirables de dépression respiratoire, d’obnubilation, d’euphorie et de 

dépendance psychologique induits par ses agonistes. Enfin, le MOR est également exprimé en 

périphérie au niveau des cellules immunitaires, des ganglions de la racine dorsale (DRG), du tractus 

gastro-intestinal (GI), des fibres nerveuses de la peau et du tractus optique (89-92). Cette 

localisation périphérique est responsable de l’analgésie périphérique des agonistes du MOR, mais 

également des effets indésirables au niveau du tractus GI (constipation) et du tractus optique 

(myosis).  
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Figure 6. Distribution des récepteurs opioïdes et des principaux ligands endogènes le long 

des voies de la douleur.  Reproduction et traduction avec permission (93).  

 

1.1.3.1.1.2 Mécanismes de transduction des signaux des récepteurs opioïdes Mu 

Suivant l’activation du MOR par un agoniste endogène (tel que l’endorphine) ou exogène 

(tel que la morphine), il y a séparation des sous-unités Gα et Gβγ de la protéine G qui vont chacune 

moduler différents effecteurs intracellulaires impliqués dans la transmission du message 

douloureux.  

Le MOR étant un récepteur couplé à la protéine Gαi/o, il y aura alors inhibition de la 

production d’AMPc (94) (Figure 7). Ce dernier joue un rôle de second messager et va relayer les 

signaux extracellulaires aux effecteurs intracellulaires. Il active principalement la protéine kinase 

dépendante de l’AMPc (PKA), qui régule par phosphorylation l’activité de nombreuses kinases 

secondaires, facteurs de transcription, récepteurs, enzymes et canaux (95, 96). Par exemple, 

l’inhibition de l’activité de la PKA par l’activation de Gai/o  va mener à une inhibition de l’activité 

des canaux sodiques dépendants du voltage Nav et à une réduction de l’excitabilité neuronale (97). 

 D’un autre côté les sous-unités Gβγ vont aller directement interagir avec les extrémités N- 

et C-terminale de canaux potassiques Kir3 (canaux potassiques à rectification entrante de type 3) 

et les ouvrir (Figure 7). Il y aura alors une entrée d’ions potassium (K+) dans la cellule et une 

« hyperpolarisation » de la membrane. Ceci mène à une inhibition du tonus neuronal, entre autres 

au niveau des fibres nerveuses nociceptives (98-100).  Les sous-unités Gβγ vont également inhiber 

l’activation des canaux calciques dépendants du voltage de la famille Cav2 (canaux de type N et 

P/Q) (101, 102) (Figure 7). Ceci se fait par une interaction de Gβγ avec les extrémités N- et C-

terminales et avec la boucle ICL1 de la sous-unité α du canal (103). Cette liaison va alors déplacer 

le seuil auquel les senseurs de voltage s’activent pour ouvrir le canal, réduisant ainsi sa sensibilité 

à la dépolarisation (104). Comme les canaux calciques de la famille Cav2 régulent la libération de 

neurotransmetteurs au niveau des terminaisons présynaptiques, la modulation de ces derniers par 

les récepteurs MOR permet d’inhiber la sécrétion de neurotransmetteurs dont ceux impliqués dans 

la transmission de la douleur tels que le glutamate (101). Un résumé du mode de signalisation du 

MOR est schématisé dans la Figure 7.  
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Figure 7. Signalisation des récepteurs opioïdes mu (MOR). L’activation des récepteurs MOR 

par un ligand opioïde entraîne une inhibition de l’adénylate cyclase (AC) par la sous-unité Gα 

menant à une inhibition de la production d’AMPc ; une activation des canaux potassiques Kir3 au 

niveau postsynaptique par les sous-unités Gβγ entraînant la sortie d’ions potassium K+ de la 

cellule ; et une inhibition des canaux calciques Cav2 au niveau présynaptique par les sous-unités 

Gβγ empêchant l’entrée d’ions calcium Ca2+ dans la cellule et la libération conséquente de 

neurotransmetteurs dans la fente synaptique.  

 

La signalisation médiée par les protéines G du MOR peut être régulée à travers les 

mécanismes de régulation mentionnés dans la section 1.1.1.1.2. Cette modulation fait intervenir un 

système de kinases qui vont phosphoryler le récepteur dans la région C-terminale, et le recrutement 

conséquent de β-arrestines au récepteur (83). Nous verrons dans la section 1.2.3 comment cette 

signalisation et cette régulation des récepteurs MOR sont associées aussi bien à leurs effets 

analgésiques qu’à leurs effets indésirables.  

Enfin, il est à noter qu’une signalisation indépendante des protéines G et des β-arrestines 

est également possible. Par exemple, à la suite de l’activation du MOR par un ligand tel que la 

morphine, la calciprotéine calmoduline peut se lier via une interaction protéine-protéine à la 3eme 

boucle intracellulaire du récepteur et entrer en compétition avec les protéines G pour la liaison au 

récepteur (105, 106). Cette interaction avec la calmoduline expliquerait comment les récepteurs 

opioïdes peuvent réguler certaines voies de signalisation du calcium de façon indépendante des 

protéines G. Le MOR a également une multitude d’autres partenaires signalétiques qui peuvent 

influencer sa signalisation et son trafic intracellulaire via des interactions protéines-protéines (voir 

(7, 106) pour plus d’informations). 
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1.1.3.1.1.3 Les récepteurs opioïdes Mu et la douleur  

L’activation des MOR est impliquée dans la modulation de la douleur aiguë sévère chez 

l’humain et dans des modèles animaux. Ainsi, l’administration systémique de morphine n’a pas 

d’effets analgésiques chez des souris KO du MOR (MOR -/-) dans les tests de la plaque chauffante 

et d’immersion de la queue (tail-flick) (107). Ces tests mesurent l’analgésie au niveau spinal (tail-

flick qui mesure le réflexe de retrait spinal (108, 109)) et supraspinal (plaque chauffante (109, 

110)), et les observations obtenues avec les souris KO démontrent l’implication des récepteurs 

MOR dans l’analgésie induite par la morphine à ces niveaux. Par ailleurs, les souris KO non traitées 

avaient des temps de latence plus courts dans les tests de tail-flick et de la plaque chauffante que 

les souris WT (107). Ceci démontre l’implication des récepteurs MOR dans l’analgésie opioïde 

endogène, entre autres via l’action d’endomorphines (111). Les effets analgésiques des agonistes 

spécifiques des récepteurs DOR (DPDPE) et KOR (U50488) n’ont pas été affectés chez les souris 

KO MOR-/- comparativement aux souris WT (111).  

Bien qu’ils soient la première ligne de traitement pour le soulagement des douleurs aiguës 

modérées à sévères, l’utilisation des agonistes du MOR pour le soulagement des douleurs 

chroniques non cancéreuses, telles que les douleurs neuropathiques, est un sujet controversé. En 

effet, l’efficacité analgésique des opioïdes forts tels que la morphine, le fentanyl ou l’oxycodone, 

fait face à des incertitudes considérables. Plusieurs essais cliniques étudiant l’efficacité et 

l’innocuité de ces derniers ne sont pas en faveur de leur utilisation pour les douleurs chroniques 

neuropathiques (112). Ces observations ont relégué les opioïdes forts en tant que troisième ligne 

de traitement pour ces types de douleur, en grande partie à cause de préoccupations de sécurité sur 

l’utilisation prolongée de ces derniers (113). À l’inverse, les opioïdes faibles tels que le tramadol 

ont démontré une efficacité analgésique modérée et sont utilisés en tant que deuxième ligne de 

traitement, dans le même groupe que la lidocaïne et la capsaïcine (113).  

La recherche d’alternatives thérapeutiques pour le traitement de ces douleurs chroniques 

est en plein essor et des candidats prometteurs tels que les agonistes cannabinoïdes (voir section 

1.3.4.2), les agonistes biaisés du MOR (voir section 1.2.4) ou encore les agonistes du DOR sont en 

train d’être étudiés. 
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1.1.3.1.2 Récepteur opioïdes delta 

1.1.3.1.2.1 Distribution des récepteurs opioïdes delta 

Les DOR sont les premiers récepteurs opioïdes à avoir été clonés en 1992 (114, 115). Alors 

que les MOR sont largement distribués dans le cerveau, les DOR sont surtout exprimés dans des 

régions restreintes du prosencéphale, avec des densités élevées dans le bulbe olfactif, le cortex 

cérébral, l’amygdale, le nucleus accumbens et le striatum (pour une localisation plus détaillée, voir 

(84)). Cette localisation explique le fait que les agonistes de ce récepteur produisent moins d’effets 

indésirables que les agonistes du MOR, en particulier ceux de dépression respiratoire (116-119). 

Les DOR jouent un rôle important dans la régulation de la douleur et sont largement exprimés tout 

le long des voies de la douleur : dans les terminaisons des afférents primaires, les neurones du 

DRG, la moelle épinière et dans des structures importantes des voies ascendantes et descendantes 

de la douleur (telles que la PAG et la RVM) (120-123) (Figure 6). Ils sont également exprimés en 

périphérie (124-126).  

Contrairement au MOR, le DOR a une expression majoritairement intracellulaire (83). 

C’est un récepteur dynamique qui peut être acheminé à la membrane plasmique à la suite de 

conditions spécifiques telles que des lésions tissulaires avec une inflammation chronique (127). 

Cette localisation du DOR dans les compartiments intracellulaires et la possibilité d’augmenter son 

expression à la surface cellulaire sous des conditions inflammatoires et neuropathiques font de ce 

récepteur une cible attrayante pour le traitement des douleurs chroniques. 

 

 

1.1.3.1.2.2 Mécanismes de transduction des signaux des récepteurs opioïdes delta 

Les mécanismes de transduction des signaux des DOR sont similaires à ceux des MOR et 

sont schématisés dans la Figure 7. 

 

 

1.1.3.1.2.3 Les récepteurs opioïdes delta et la douleur  

Comparativement aux agonistes du MOR, les agonistes du DOR ont un effet analgésique 

modeste dans les tests de douleur aiguë (plaque chauffante, tail-flick) chez les animaux sains, et 

ce, quel que soit leur mode d’administration (122). En revanche, la puissance et l’efficacité anti-

nociceptive des agonistes du DOR dans des modèles de douleurs chroniques, en particulier 

neuropathiques et inflammatoires, sont supérieures à celles des agonistes du MOR (122). Ceci 
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serait dû à l’augmentation des niveaux d’expression membranaire du DOR par les conditions 

douloureuses chroniques (122). 

Il n’y a actuellement pas d’agonistes du DOR approuvés pour une pratique en clinique. En 

effet, bien que ces derniers semblent produire moins d’effets indésirables que les agonistes du 

MOR (tels que la dépression respiratoire), l’activation des DOR peut causer des crises épileptiques 

et présente un très grand potentiel de tolérance analgésique (128, 129).   

 

1.1.3.2  Les récepteurs cannabinoïdes  

Deux RCPG sont considérés comme étant les deux récepteurs cannabinoïdes majeurs : ce 

sont les récepteurs cannabinoïdes 1 (CB1) et 2 (CB2). Ces derniers présentent 44% d’homologie 

entre eux et diffèrent principalement au niveau des sites de liaison des ligands (130). Ces deux 

récepteurs sont couplés à la protéine Gαi/o (19-22, 131).   

Il est à noter que les cannabinoïdes peuvent toutefois moduler d’autres RCPG tels que les 

récepteurs GPR55 (G-protein-coupled receptor 55), GPR35, GPR119 ou α2-adrenergiques qui 

peuvent aussi être impliqués dans la régulation de la douleur (132-135). Ils peuvent par ailleurs 

réguler d’autres familles de récepteurs tel que nous verrons dans la section 1.3.2.4. Pour les besoins 

de cette thèse, nous allons nous concentrer, dans ce qui suit, sur les récepteurs CB1 et CB2. 

 

1.1.3.2.1 Récepteurs cannabinoïdes 1   

1.1.3.2.1.1 Distribution des récepteurs cannabinoïdes 1     

Le récepteur cannabinoïde 1 (CB1) est le premier récepteur cannabinoïde à avoir été mis 

en évidence dans les années 1990 (21, 136, 137). Il est fortement exprimé dans le SNC et est l’un 

des RCPG les plus abondants (voire le plus abondant) dans le cerveau des mammifères (138, 139). 

Il est en particulier exprimé dans les régions responsables des effets psychotropes des 

cannabinoïdes (140), mais également tout le long des voies de la douleur incluant les couches 

superficielles de la moelle épinière, les ganglions de la racine dorsale (DRG), les fibres 

nociceptives afférentes primaires Aδ et C, le cortex cingulaire antérieur, l’amygdale, le thalamus, 

la substance grise périaqueducale (PAG) et la moelle rostroventrale (RVM) (138, 141). Enfin, le 

récepteur CB1 est aussi exprimé dans certains tissus périphériques et sur les astrocytes (138, 142).   
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1.1.3.2.1.2  Mécanismes de transduction des signaux des récepteurs cannabinoïdes 1     

L’activation des récepteurs cannabinoïdes CB1 inhibe l’activité de l’adénylate cyclase (AC) 

par l’intermédiaire d’une protéine Gαi/o (19-21, 143) et permet l’activation des voies MAPK 

(mitogen-activated protein kinases) telles que p44/42, p38, ERK1/2 (extracellular signal-related 

protein kinase) et c-Jun N-terminal kinase (JNK)(144, 145). Ces voies peuvent entraîner 

l’activation de facteurs de transcription et ainsi réguler l’expression de plusieurs gènes. Tout 

comme les récepteurs opioïdes, l’activation des récepteurs CB1 est également associée à une 

régulation négative des canaux calciques de type Cav2 (146, 147) et à une régulation positive des 

canaux potassiques de la rectification entrante GIRK  (143). Ces mécanismes permettent 

ultimement de diminuer la transmission de l’influx douloureux tel que décrit plus haut (section 

1.1.3.1.1.2). 

 

1.1.3.2.1.3  Récepteurs cannabinoïdes 1 et douleur  

Les agonistes du récepteur CB1 ont des effets analgésiques dans plusieurs modèles de 

douleurs précliniques, dont des modèles de douleur aiguë (148, 149), de douleur inflammatoire 

(150-152), de douleur cancéreuse (153) et de douleur neuropathique (151, 154-158) (voir section 

1.3.4.2 pour plus de détails). Néanmoins, la principale restriction avec l’utilisation des agonistes 

CB1 est les effets indésirables psychoactifs induits par ce récepteur (159-161) et qui sont similaires 

à ceux de la consommation de marijuana(162). Dans les modèles animaux, le cannabis et le THC 

induisent, à travers le récepteur CB1, des effets comportementaux dénommés « tétrade » qui 

consistent en de la catalepsie (attitude figée), de l’akinésie (rareté de mouvement), de 

l’hypothermie et de l’analgésie (154, 163).   

 

1.1.3.2.2 Récepteurs cannabinoïdes 2 

1.1.3.2.2.1 Distribution des récepteurs cannabinoïdes 2 

Après le récepteur CB1, c’était au tour du récepteur cannabinoïde 2 (CB2) d’être identifié 

par clonage par homologie (130). Contrairement au récepteur CB1, l’expression du CB2 dans les 

tissus neuronaux est très controversée et il a longtemps été cru qu’il était un récepteur périphérique 

qui était uniquement exprimé au niveau du système immunitaire (rate, thymus et cellules 

immunitaires) et des tissus périphériques. Des études plus récentes suggèrent néanmoins qu’il 

existe une expression du récepteur CB2 dans les cerveaux en conditions physiologiques, mais à 
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des niveaux qui seraient à la limite de la détection des méthodes conventionnelles (164). Son 

expression a par ailleurs été démontrée au niveau des régions du cerveau reliées à la modulation de 

la douleur telles que la PAG et le cortex, au niveau des cellules gliales et également au niveau des 

DRG et de la corne dorsale de la moelle épinière (165). Quoi qu’il en soit, une observation qui fait 

l’unanimité dans la communauté scientifique est que le récepteur CB2 a une expression qui est 

induite par des lésions et des conditions inflammatoires en particulier dans les microglies et le DRG 

(au niveau des corps cellulaires des fibres afférentes) (164, 166-169).  

De par sa localisation, le récepteur CB2 n’est pas impliqué dans les effets psychotropes des 

cannabinoïdes (154, 170-172). Ainsi, l’injection systémique de l’agoniste CB2 AM1241 (3.3 

mg/kg) n’a pas produit les effets sur le SNC d’hypothermie, de catalepsie ou d’inhibition de 

l’activité ambulatoire ; alors que l’injection d’une même dose de l’agoniste mixte CB1/CB2 WIN 

55,212-2 a induit ces effets (171). La localisation du récepteur CB2 explique également ses actions 

anti-inflammatoires, analgésiques et d’immunomodulatrices (153, 173-176). 

 

 

1.1.3.2.2.2 Mécanismes de transduction des signaux des récepteurs cannabinoïdes 2 

Le récepteur CB2 est capable d’assurer ses actions anti-inflammatoires et 

immunomodulatrices à travers son couplage avec la protéine Gαi/o (22). Similairement au récepteur 

CB1, ce couplage assure l’inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase (AC) (22) et l’activation 

de voies MAPK lui permettant de réguler la transcription de plusieurs gènes (177) (178). À titre 

d’exemple, l’un des mécanismes à travers lequel l’agoniste spécifique du CB2 AM1241 a modulé 

l’activation des microglies au niveau de la corne de dorsale de la moelle épinière était en diminuant 

l’expression membranaire des récepteurs purinergiques P2Y12 et P2Y13 dont les niveaux sont 

augmentés après une lésion du nerf sciatique chez des rats (179). Cette inhibition reposait sur la 

modulation du facteur de transcription nucléaire NF-κB par l’agoniste CB2 et a induit un effet anti-

hyperalgésique. Enfin, les propriétés anti-inflammatoires des cannabinoïdes sur les cellules gliales 

impliquent l’inhibition de la transcription de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires via 

le facteur de transcription nucléaire NF-κB (180).  

Contrairement aux récepteurs CB1, les récepteurs CB2 ne semblent pas moduler l’activité 

des canaux calciques de type L, N et P/Q et des canaux potassiques GIRK (143). 
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1.1.3.2.2.3 Récepteurs cannabinoïdes 2 et douleur  

Le récepteur CB2 a des propriétés analgésiques dans différents modèles de douleurs  aiguës 

(171, 172, 181), postopératoires (170), cancéreuses (178) , neuropathiques (154, 155, 182, 183) et 

inflammatoires (154, 184). 

Comme mentionné plus haut, il a été observé que l’expression de ce récepteur était 

augmentée dans les conditions neuroinflammatoires et neuropathiques en particulier au niveau des 

microglies où ils joueraient un rôle important pour la modulation de leur activation en empêchant 

une réponse exacerbée de ces dernières (167-169, 185). Ainsi, l’administration d’agonistes CB2, 

que ça soit de façon systémique, périphérique ou spinale était en mesure de renverser 

l’hypersensibilité mécanique et thermique associée à l’inflammation ou la neuropathie (166, 182). 

Les agonistes CB2 ont également diminué l’activation dans la corne dorsale des astrocytes et des 

microglies, ainsi que les niveaux des facteurs pro-inflammatoires (168, 170, 186-188). De plus 

amples détails sur le rôle du CB2 dans les mécanismes d’analgésie des cannabinoïdes sont donnés 

à la section 1.3.4.2.  

 

1.2 Les opioïdes et leurs effets indésirables  

1.2.1 Brève introduction 

L’opium est le latex qui provient de la plante Papaver somniferum et qui contient de 

nombreux alcaloïdes naturels dont la morphine, la codéine, la thébaïne, la noscapine et la 

papavérine (73). Bien qu’ils soient des analgésiques très efficaces, l’histoire des opioïdes tels que 

la morphine et ses dérivés (héroïne) est également marquée par des épidémies d’abus d’opioïdes 

(189). La « crise des surdoses d’opioïdes » que nous connaissons actuellement est la troisième et 

de la plus importante épidémie d’opioïdes depuis la mise en vente de l’opium et de la morphine au 

19e siècle (189, 190). De plus, les opioïdes induisent d’autres effets indésirables qui compliquent 

la gestion appropriée de la douleur (voir section 1.2.3.2). Ces données soulignent l’importance de 

développer des agonistes opioïdes plus sécuritaires et dépourvus d’effets secondaires.   
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1.2.2 Les ligands opioïdes 

Le système opioïde endogène comprend quatre gènes précurseurs de peptides opioïdes 

endogènes codant pour les enképhalines (dérivées des précurseurs proenképhalines) (191, 192), les 

dynorphines (dérivés des prodynorphines), les β-endorphines (dérivées de la 

proopiomélanocortine), et les nociceptines ou orphanines FQ (N/OFQ) (dérivées de la 

préproN/OFQ). Ces différents peptides endogènes ont des affinités différentes pour les différents 

récepteurs opioïdes (191). De nouveaux peptides opioïdes endogènes ont plus tard été découverts 

tels que l’endomorphine-1 et -2 (193) qui ont une affinité et une sélectivité exceptionnellement 

élevée pour le MOR (191).  

Les opioïdes exogènes peuvent être divisés en fonction de leur structure chimique en 

composés naturels (morphine, codéine, thébaine, noscapine, papavérine), synthétiques ou semi-

synthétiques (dérivés de la thébaine) (73, 194).  

Dans le cadre de nos recherches, nous nous sommes intéressés aux ligands du récepteur 

MOR. Ces derniers peuvent être classés en fonction de leur efficacité à activer le MOR en agonistes 

complets, agonistes partiels et antagonistes. Ainsi, un agoniste complet (tel que le DAMGO) est 

un agoniste qui a une bonne affinité et une efficacité maximale pour le récepteur ; un antagoniste 

(tel que la naloxone) a de l’affinité, mais pas d’efficacité sur le récepteur ; et un agoniste partiel 

(tel que la buprénorphine) est un ligand qui a de l’affinité pour le récepteur, mais une efficacité 

partielle. Par ailleurs, les opioïdes peuvent également être classés en fonction de leur sélectivité 

pour le récepteur MOR. Ainsi, des ligands tels que le DAMGO ou l’endomorphine-1 (voir sections 

1.2.2.1.2 et 1.2.2.1.4) sont fortement sélectifs pour le MOR, mais d’autres ligands peuvent aussi 

agir sur d’autres récepteurs en tant qu’agoniste (tramadol, voir section 1.2.2.1.10) ou en tant 

qu’antagoniste (buprénorphine, voir section 1.2.2.1.8). Nous allons très brièvement décrire dans ce 

qui suit les différents agonistes du MOR utilisés dans nos travaux.  

 

 

1.2.2.1.1 Morphine  

La morphine est le principal élément actif de l’opium, elle tient son nom de « morphée », 

dieu du sommeil. Elle est l’agoniste prototype du MOR et est indiquée dans le soulagement des 

douleurs modérées à sévères. La morphine est l’opioïde de référence pour comparer l’analgésie 

entre opioïdes (73).  
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1.2.2.1.2 Endomorphine-1  

L’endomorphine-1 est l’agoniste qui a la plus grande affinité et sélectivité pour le MOR de 

tous les opioïdes peptidiques de mammifères. Dans des modèles de douleur aiguë et neuropathique, 

cette dernière a produit une analgésie avec une puissance similaire ou supérieure à celle de la 

morphine et d’autres opioïdes (195-197). De plus, l’endomorphine-1 engendre moins d’effets 

indésirables que ces derniers (198, 199). Néanmoins, sa faible perméabilité membranaire et sa forte 

susceptibilité à la dégradation enzymatique restreignent son utilisation en tant qu’agent analgésique 

(199).  

 
 

 

1.2.2.1.3 Met-enképhaline 

La met-enképhaline a une affinité égale à celle de la morphine pour les MOR et supérieure 

pour les DOR (200, 201). Elle exerce à travers ces deux récepteurs un effet analgésique dans les 

voies de contrôles descendantes de la douleur (73) et semble avoir une plus grande efficacité 

analgésique que la morphine (202). Cependant, tout comme l’endomorphine-1, la met-enképhaline 

est rapidement sujette à une dégradation enzymatique par des neuropeptidases (moins d’une minute 

après son injection i.c.v dans le cerveau de rat), limitant ainsi son utilisation en clinique (201). 

 

1.2.2.1.4 DAMGO 

Le DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin) est un agoniste synthétique 

analogue de la met-enképhaline. Il est très efficace avec une très haute sélectivité pour le MOR 

(500 fois supérieure à celle du DOR et du KOR) (203).  
 
 

 

1.2.2.1.5 Oxycodone  

L’oxycodone est un opioïde semi-synthétique dérivé de l’opioïde naturel thébaine. C’est un 

agoniste des récepteurs MOR et KOR, et est un puissant analgésique avec une biodisponibilité 

élevée.  

 
 

1.2.2.1.6 Fentanyl  

Le fentanyl est le plus vieux composé synthétique dérivé de la pipéridine. C’est un 

analgésique très efficace qui interagit principalement avec le MOR et qui est à peu près 80 fois plus 

puissant que la morphine (194). 
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1.2.2.1.7 Lopéramide  

Le lopéramide est un opioïde synthétique dérivé de la pipéridine (204). Il a une très faible 

absorption orale et traverse très peu la barrière hématoencéphalique ; il est donc dépourvu des effets 

centraux typiques des autres opioïdes (205). C’est un puissant agoniste du récepteur MOR (206), 

mais il est largement utilisé pour le traitement de diarrhées plutôt que de la douleur. En effet, ce 

dernier a des effets analgésiques faibles, mais son action puissante au niveau des récepteurs MOR 

de l’intestin permet de réduire la motilité intestinale (207). 
 

 
 

1.2.2.1.8 Buprénorphine  

La buprénorphine est un composé semi-synthétique dérivé de la thébaïne. Elle a une haute 

affinité pour le MOR, mais une faible efficacité engendrant un effet partiel. C’est également un 

antagoniste du récepteur KOR, la rendant un opioïde qui est utilisé en tant qu’analgésique, mais 

également dans les thérapies de remplacement des opioïdes (189, 194). 

 
 

1.2.2.1.9 Meptazinol  

Le meptazinol est un analgésique synthétique utilisé principalement au Royaume-Uni et en 

Europe pour traiter les douleurs modérées à sévères de type postopératoire, obstétrique et colique 

néphrétique (208, 209). Il a été développé dans les années 1970 pour être un opioïde avec un profil 

d’effets indésirables amélioré (209-211), mais son utilisation est associée à une plus grande 

incidence de nausées et vomissements (209, 212, 213).  D’un point de vue pharmacologique, c’est 

un agoniste partiel avec une très haute affinité pour le MOR (214, 215). Son effet analgésique est 

également soutenu par des effets cholinergiques centraux (216). 
 

 

 
 

1.2.2.1.10  Tramadol 

Le tramadol est un analogue synthétique de la codéine. C’est un opioïde atypique qui a une 

activité mixte : c’est un agoniste partiel au MOR qui exerce des effets centraux additionnels au 

niveau des récepteurs catécholamine et sérotoninergiques en inhibant la recapture de sérotonine et 

de noradrénaline (189, 194). Le tramadol est considéré comme un opioïde à faible activité et il est 

recommandé pour le traitement de douleurs faibles à modérées (189). Il aurait également une utilité 

dans le traitement des symptômes de sevrage aux opioïdes similaire à celle de la buprénorphine 

(217).   

Le tableau 1 ci-dessous résume les informations décrites plus haut sur les différents 

agonistes MOR de l’étude. Le  
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Opioïde Origine Activité sur le MOR 
Activité sur d’autres 

récepteurs 

Morphine Naturelle (opium) Agoniste de référence 

Agoniste faible du DOR 

Agoniste faible du KOR 

Agoniste du MRGPRX2  

Endomorphine-1 Peptide endogène Forte affinité et selectivité   

Met-enképhaline  Peptide endogène 
Puissant agoniste : 

Affinité égale à celle de la morphine 

Puissant agoniste du DOR:  

Affinité supérieure à la 

morphine 

DAMGO   

Synthétique  

(analogue de met-

enképhaline) 

Agoniste complet et très haute 

selectivité   

(500 fois supérieure à celle du DOR 

et du KOR) 

  

Oxycodone 
Semi-synthétique  

(dérivé de thébaine) 
Puissant agoniste Agoniste du KOR 

Fentanyl 
Synthétique  

(dérivé de pipéridine) 

80 fois plus puissant que la 

morphine 
Agoniste faible du DOR 

Lopéramide  
Synthétique  

(dérivé de pipéridine) 
Puissant agoniste   

Buprénorphine   
Semi-synthétique 

 (dérivé de thébaine) 

Agoniste partiel 

Haute affinité  
Antagonsite du KOR 

Meptazinol Synthétique 
Agoniste partiel 

Haute affinité  
Activité cholinergique 

Tramadol 
Synthétique  

(analogue de codéine) 
Agoniste partiel 

Inhibiteur du recaptage de la 

norépinéphrine et de la 

sérotonine 
 

 

Tableau 1.  Liste et caractéristiques des ligands du MOR utilisés dans notre étude. 

 

 

1.2.3 Signalisation du MOR en relation avec son analgésie et ses effets 

indésirables 

Les opioïdes peuvent être administrés par différentes voies et peuvent avoir une action 

centrale, spinale et périphérique. Pour les besoins de cette thèse, nous allons très brièvement décrire 

comment les voies de signalisation activées par les opioïdes induisent leurs effets analgésiques. 

Nous allons par la suite nous concentrer sur la relation entre ces voies de signalisation et les effets 

indésirables des opioïdes.  
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1.2.3.1 Mécanismes d’action d’analgésie  

1.2.3.1.1 Action centrale   

Un mécanisme majeur d’action central des opioïdes passe à travers l’activation des 

récepteurs opioïdes au niveau du mésencéphale, en particulier de la substance grise périaqueducale 

(PAG) et des voies descendantes inhibitrices issues de la moelle rostroventromédiale (RVM) pour 

inhiber l’excitabilité des neurones nociceptifs de la corne dorsale de la moelle épinière (73, 218-

220).  Ceci se fait via une inhibition de cellules « on » qui facilitent la transmission de l’information 

nociceptive depuis la moelle épinière, et une désinhibition des cellules « off » qui inhibent cette 

transmission. Pour plus de détails, voir la revue (221). 

 

1.2.3.1.2 Action spinale  

La moelle épinière est un site important des effets analgésiques des opioïdes. En effet, 

l’inhibition de la transmission douloureuse suivant une injection intrathécale et épidurale 

d’opioïdes a été démontrée aussi bien chez les animaux que chez les humains (222-227). Les 

récepteurs opioïdes, et les MOR de façon prédominante, sont retrouvés en grandes concentrations 

dans les couches superficielles de la corne dorsale de la moelle épinière. Ils sont plus 

spécifiquement exprimés au niveau des fibres afférentes présynaptiques, d’interneurones et des 

neurones de projection post-synaptiques (228). La stimulation de ces récepteurs permet d’inhiber 

la transmission du message douloureux à travers la moelle épinière par un mécanisme d’action 

majoritairement présynaptique en inhibant la libération de neurotransmetteurs pronociceptifs tels 

que le glutamate, la substance P et le CGRP (calcitonin gene-related peptide) par les fibres 

afférentes primaires C et Aδ. Ceci se fait à travers l’inhibition des canaux calciques Cav2 par les 

sous-unités Gβγ (Figure 7) (101). Un mécanisme d’action postsynaptique est également possible 

via l’activation des canaux potassiques Kir3 par Gβγ et hyperpolarisation du deuxième neurone de 

la voie de la douleur (98) (Figure 7). L’inhibition de l’AC par la sous-unité Gαi/o aura également 

pour conséquence d’inhiber l’activité de la PKA qui, lorsqu’activée, phosphoryle les canaux 

sodiques (parmi d’autres) permettant l’entrée d’ions sodium dans la cellule et sa dépolarisation 

(97). L’inhibition de la PKA par les opioïdes va donc mener à une diminution de l’excitabilité du 

neurone sensoriel et donc à une diminution de la transmission des impulsions nociceptives. 
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1.2.3.1.3 Action périphérique 

Les récepteurs opioïdes sont synthétisés au niveau du DRG puis sont transportés vers les 

terminaisons présynaptiques des neurones afférents primaires au niveau de la corne dorsale, mais 

ils sont également transportés vers les terminaisons périphériques où les peptides opioïdes 

endogènes vont activer ces récepteurs. Cette activation va mener à une diminution de l’excitabilité 

et de la fréquence de décharge du neurone afférent. Ceci se fait par activation des canaux 

potassiques Kir3 et par inhibition de canaux calciques Cav2 ce qui va inhiber la libération de 

composés pronociceptifs (tels que la substance P) à partir des terminaisons périphériques (229-

231). Par ailleurs, les cellules immunitaires périphériques, en particulier les macrophages, 

expriment également des récepteurs opioïdes. L’activation de ces derniers peut mener à une 

analgésie (232, 233) et à une diminution de la synthèse ou de la libération de cytokines et 

d’interleukines pro-inflammatoires (73).  Pour plus de détails sur ces mécanismes, voir (234, 235). 

 

1.2.3.2  Effets indésirables des opioïdes  

L’activation des récepteurs opioïdes produit des effets indésirables qui varient selon le type 

de récepteur stimulé ou de l’agoniste utilisé. En clinique, les effets indésirables les plus 

fréquemment associés à un traitement aux opioïdes sont la dépression respiratoire, la sédation, la 

constipation, les nausées et vomissements et l’euphorie. L’usage répété de ces derniers est 

également associé au développement de tolérance analgésique, d’hyperalgésie et de dépendance 

physique et psychologique (236-238). Ces effets indésirables sont médiés principalement par 

l’activation des récepteurs de type MOR. En effet, de nombreuses études génétiques par KO ont 

démontré l’implication des MOR dans les effets respiratoires et gastro-intestinaux induits par les 

opioïdes, qui sont parmi ceux qui représentent le plus grand défi en clinique (111, 239-241). Ainsi, 

l’administration de morphine à une dose létale chez des souris sauvages n’a pas causé de morts par 

dépression respiratoire chez les souris KO MOR-/- (111). De même, l’injection systémique de 

morphine a significativement inhibé le transit gastro-intestinal (GI) chez les souris sauvages, mais 

pas chez le souris KO (241).  

Chacun des effets indésirables des agonistes du MOR est médié par des mécanismes 

cellulaires et moléculaires complexes. Nous allons discuter dans ce qui suit des mécanismes 

impliqués dans les effets indésirables les plus fréquents des opioïdes.  
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1.2.3.2.1 La dépression respiratoire   

La dépression respiratoire est la cause la plus fréquente de mort par surdose d’opioïde (242). 

Elle implique une diminution dose-dépendante de la réponse des centres respiratoires aux stimuli 

hypoxémiques (faible taux d’oxygène dans le sang) et hypercapniques (volume de dioxyde de 

carbone dans le sang plus élevé que la normale). Cette inhibition de l’activité respiratoire est 

principalement médiée par l’activation des MOR au niveau des centres respiratoires du tronc 

cérébral en particulier au niveau des neurones du complexe de pré-Bötzinge (PB) et du noyau 

Kölliker-Fuse (KF) (243). Ceci se fait à travers une signalisation médiée par la protéine G. En 

particulier, l’activation des canaux Kir3 par les sous-unités Gβγ mène à une hyperpolarisation et 

donc à une inhibition des neurones du PB et du KF (244, 245). Un mécanisme présynaptique au 

niveau du PB via inhibition des canaux Cav2 a également été suggéré (246).  

Il a longtemps été cru que la β-arrestine 2 était largement impliquée dans le développement 

de la dépression respiratoire. Cette hypothèse a été formulée après qu’une étude de KO de β-

arrestine 2 ait rapporté que les taux de dépression respiratoire induite par la morphine étaient 

grandement réduits chez les souris KO (247). Cependant, des études récentes de KO de β-arrestine 

2 réalisées dans trois laboratoires indépendants n’ont pas pu reproduire ces observations (248). De 

plus, un modèle génétique utilisant le knock-in de récepteurs MOR dont tous les sites de 

phosphorylation de la région C-terminale ont été mutés en Alanine (11S/T-A), a rapporté que les 

souris transgéniques exhibaient une plus grande dépression respiratoire que les souris WT (249). 

Or, dans ce modèle, les MOR ne sont pas capables d’être phosphorylés et ne peuvent donc pas 

interagir avec la β-arrestine 2. Ensemble, ces études démontrent que, contrairement à l’hypothèse 

initiale, la β-arrestine 2 ne serait pas essentielle pour le développement de la dépression respiratoire 

induite par les opioïdes. 

 

1.2.3.2.2 La constipation  

La constipation est l’effet indésirable GI le plus fréquent des opioïdes et est très 

problématique lors de leur usage chronique puisqu’il n’y a pas de tolérance qui se développe pour 

cet effet indésirable (250). Elle est médiée par des MOR localisés dans les corps cellulaires 

neuronaux et les fibres nerveuses des plexus du tube digestif. Leur activation mène à l’activation 

des canaux Kir3 et l’inhibition des canaux Cav par les sous-unités Gβγ. Ceci mène à l’augmentation 
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du tonus musculaire de repos (le muscle reste tonique lorsqu’il devrait se relâcher), inhibe la 

motilité et la propulsion intestinale et réduit la sécrétion d’ions chlorure Cl- dans la lumière de 

l’intestin (l’eau suit le mouvement de ces ions vers la lumière) (236, 251).  

Tout comme pour la dépression respiratoire, l’implication des β-arrestine 2 dans les effets 

GI des opioïdes a également été suggérée suivant les études initiales de KO mentionnées plus haut 

(247). Cependant, des études plus récentes ont encore une fois montré que la morphine et le 

fentanyl entraînaient de la constipation comparable aux animaux WT que ça soit chez des KO β-

arrestine 2 (248, 252) ou chez les souris exprimant les MOR mutés 11S/T-A (249).  

La constipation est donc induite par des mécanismes dépendants de la protéine G, mais sa 

persistance dans le temps (absence de développement de tolérance après usage prolongée 

d’opioïdes) elle, est médiée par des mécanismes dépendants de la β-arrestine 2 (253). En effet, 

alors que les muscles lisses du colon de souris WT ne développent pas de tolérance à des doses 

répétées de morphine, ceux de souris KO en β-arrestine 2 le font. Ceci suggère un rôle crucial de 

la β-arrestine 2 pour dans la persistance de la constipation chez les animaux traités chroniquement 

avec de la morphine. Ces mécanismes seraient médiés via une activation de la voie ERK et du 

facteur de transcription CREB (254). 

 

1.2.3.2.3 La somnolence 

La sédation/somnolence est due à l’inhibition des neurones du système d’éveil de 

l’hypothalamus. Celle-ci est médiée par l’activation des canaux Kir3 et l’inhibition des canaux 

Cav2 par Gβγ (236).  

 

1.2.3.2.4 Nausées et vomissements  

Les nausées et des vomissements sont fréquemment observés lors de la prise d’opioïdes (20 

à 60% des patients) (73). Les mécanismes derrière ces effets indésirables sont complexes et se 

produisent au niveau central et périphérique (pour les mécanismes détaillés, voir (255-257)). En 

bref, l’activation des récepteurs MOR mène à une stimulation du centre de vomissement du 

mésencéphale, ce qui résulte en l’apparition des symptômes de nausées et vomissements. 

Cependant, l’utilisation prolongée des opioïdes induit un développement rapide de tolérance à ces 

effets et une diminution importante de leur intensité (255-257). 
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1.2.3.2.5 Tolérance analgésique 

La tolérance fait référence à une réduction progressive des effets pharmacologiques 

produits par une dose constante de la drogue. Cette dernière se développe dans les 12 à 24 heures 

après administration de morphine (73). Il faut alors augmenter la dose nécessaire pour obtenir le 

même effet pharmacologique. Bien que l’utilisation prolongée des opioïdes induit de la tolérance 

aux effets indésirables tels que la dépression respiratoire, d’autres effets tels que la constipation 

subissent malheureusement moins de tolérance que les effets analgésiques (258).   

La tolérance analgésique résulte d’adaptations moléculaires et cellulaires. La 

désensibilisation des récepteurs opioïdes est un des mécanismes moléculaires de tolérance aiguë 

(259) (voir section 1.1.1.1.2.1). Les récepteurs alors perdent leur capacité à répondre aux opioïdes 

exogènes et aux neurotransmetteurs endogènes. Toutefois, les mécanismes de tolérance diffèrent 

selon l’opioïde utilisé. Par exemple, la tolérance à la morphine est dépendante de la présence de la 

kinase JNK (260) alors que celle du fentanyl dépend de celle des GRK3 (261).  

Il a également été proposé que la β-arrestine 2 serait impliquée dans la désensibilisation des 

récepteurs. Cette dernière est recrutée après la phosphorylation du récepteur et mène à son 

internalisation pour après être recyclé à la membrane ou dégradé dans les lysosomes (voir section 

1.1.1.1.2.3).  Ainsi, il a été observé que la réponse analgésique de la morphine est plus marquée et 

prolongée chez des souris transgéniques qui n’expriment par la β-arrestine 2 (262). Cependant, des 

études de KO plus récentes n’ont pas pu reproduire ces résultats (263). En revanche, les souris 

exprimant les MOR mutés 11S/T-A avaient une réponse analgésique aiguë plus grande et une 

tolérance réduite par rapport aux souris WT (249). Ensemble, ces résultats mixtes suggèrent un 

rôle de la phosphorylation des récepteurs et du recrutement des β-arrestines dans le développement 

de la tolérance analgésique, mais de plus amples études sont nécessaires. 

Au niveau cellulaire, les mécanismes adaptatifs de tolérance chronique impliquent des 

changements de l’expression génétique de certaines protéines. Par exemple, l’administration 

prolongée de morphine augmente l’expression génétique des GRK et des β-arrestine2 dans 

différentes régions du cerveau impliquées dans la modulation de la douleur (264, 265). Par ailleurs, 

des changements adaptatifs au niveau de la voie de l’AC peuvent également contribuer au 

développement de tolérance via un mécanisme dépendant des protéines G (voir section 1.2.3.2.7) 

(266, 267). 
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1.2.3.2.6 Hyperalgésie  

L’hyperalgésie implique un abaissement du seuil de la douleur à la suite de l’utilisation prolongée 

d’opioïdes. Tout comme la tolérance, son apparition implique une perte de la réponse 

thérapeutique, mais leurs mécanismes sont différents. Ainsi, Le mécanisme d’hyperalgésie induite 

par les opioïdes le plus étudié implique l’activation anormale au niveau présynaptique des 

récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Ces derniers sont des récepteurs glutamatergiques 

qui régulent l’influx d’ions calciques à l’intérieur des neurones et qui permettent la transmission 

de signaux douloureux lorsqu’un certain seuil de dépolarisation est atteint (pour plus 

d’informations voir (268, 269)). Les opioïdes peuvent activer les récepteurs NMDA de façon 

directe à travers leurs métabolites (en particulier le dérivé 3-glucuroconjugué de la morphine (270)) 

ou, dans le cas d’une utilisation prolongée, à travers l’activation de la protéine kinase C et la 

phosphorylation des récepteurs NMDA par cette dernière (271, 272). L’administration 

d’antagonistes des récepteurs NMDA tels que la kétamine prévient l’apparition de l’hyperalgésie 

induite par les opioïdes (269). 

L’administration prolongée de morphine peut également augmenter la production de 

cholécystokinine (CCK) dans la RVM. Ceci active les voies descendantes facilitatrices de la 

douleur et mène à une production et une libération exagérée du peptide endogène dynorphine dans 

la moelle épinière (273). Celui-ci va être clivé et son métabolite va produire une sensibilisation à 

la douleur à travers son action sur les récepteurs bradykinine 2 (274, 275). Ceci mène ultimement 

à l’augmentation de la sécrétion de molécules algésiques et pro-inflammatoires telles que la 

substance P, le CGRP, le glutamate et la prostaglandine 2, exacerbant alors la douleur (274).  

 

1.2.3.2.7 Dépendance physique 

La dépendance physique survient généralement après deux semaines de prise continue 

d’opioïdes (73). C’est le locus coeruleus (LC) qui serait le principal responsable des nombreuses 

manifestations physiques du syndrome de manque (dépendance physique). En effet, chez les 

animaux traités de façon chronique avec de la morphine, l’injection i.c.v d’un antagoniste tel que 

la naloxone a précipité le syndrome de manque. Cet effet était le plus prononcé suivant une 

injection au niveau du LC, mais il y avait également une forte implication de la PAG (276).   
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Similairement à la tolérance analgésique, la dépendance physique est induite par le 

développement de changements compensatoires en réponse à l’administration prolongée 

d’opioïdes, en particulier au niveau de la voie de l’AMPc. Ainsi, afin de contrecarrer l’inhibition 

prolongée de l’adénylate cyclase (AC) par l’activation du récepteur opioïde et de la protéine Gαi/o, 

il y a une suractivation de la voie cyclase. Ceci se manifeste par une augmentation de la synthèse 

de l’AC et une réduction de la dégradation de la sous-unité catalytique de la PKA dans les neurones 

du LC. Ceci va augmenter l’activité de la PKA qui va aller phosphoryler différents effecteurs, dont 

des canaux sodiques. Il y aura alors entrée d’ions sodium et augmentation de l’excitabilité des 

neurones du LC (277).  

En présence de l’opioïde, cette excitabilité neuronale est sous contrôle. Mais en absence de 

l’opioïde ou en présence d’un antagoniste des récepteurs opioïdes, il y aura une hyperexcitabilité 

des neurones du LC. Cette hyperactivité contribue aux symptômes du syndrome de manque à 

travers les multiples projections du LC vers le cortex préfrontal (hypervigilance), le striatum 

(hyperactivité motrice), l’hypothalamus (hyperactivité du système nerveux autonome) et le noyau 

du tractus solitaire (hyperactivité cardiovasculaire) (278, 279) . 

 

1.2.3.2.8 Dépendance psychologique 

La dépendance psychologique est une maladie caractérisée par un état de manque, une perte 

de contrôle, une utilisation compulsive d’une drogue, et un déni des conséquences négatives reliées 

à ce comportement. Son développement à la suite d’une exposition thérapeutique aux opioïdes 

survient généralement chez un individu préalablement vulnérable sur le plan biologique et (ou) 

psychosocial (73).  

L’exposition aux opioïdes, tout comme les autres drogues d’abus, cause une augmentation 

de dopamine dans le circuit de la récompense, en particulier au niveau du noyau accumbens (NA) 

(280). Ce circuit a pour rôle de repérer les actions qui mènent à de la satisfaction/récompense dans 

un contexte donné et génère un signal d’apprentissage pour inciter l’individu à répéter ce 

comportement à l’avenir (281). La libération de dopamine se fait à partir des terminaisons 

dopaminergiques provenant de l’aire tegmentale ventrale (ATV) (280). En situation normale, ces 

neurones sont inhibés par l’activité de neurones GABAergiques. Ces neurones GABAergiques 

expriment des récepteurs de type MOR. En présence d’opioïdes, il y aura une inhibition de la 
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transmission GABAergique au niveau présynaptique par une hyperpolarisation somatodendritique 

de l’interneurone (via action de Gβγ sur les canaux Kir 3) ou par l’inhibition de la libération de 

GABA par les terminaisons (282-285). Ceci résulte en une désinhibition et en une augmentation 

de l’activité des neurones dopaminergiques de l’ATV ce qui mène ultimement à une augmentation 

de la libération de dopamine au niveau du NA.  

Une étude récente a démontré que l’inhibition du tonus GABAergique par la morphine 

implique également un mécanisme médié par la β-arrestine 2 et la kinase c-Src puisque l’utilisation 

de souris KO β-arrestine 2 ou l’injection d’inhibiteur de c-Src réduisent significativement l’effet 

inhibiteur de la morphine sur les interneurones GABAergiques (286).  

 

1.2.3.2.9 Système de rapport des effets indésirables de la FDA 

Afin de pouvoir détecter, évaluer et prévenir les effets indésirables des opioïdes et d’autres 

médicaments sur le marché, il existe des systèmes de pharmacovigilance mis en place (287). Cette 

surveillance de la sécurité du médicament peut se faire à l’étape de pré-commercialisation du 

médicament (via l’analyse des résultats des phases précliniques et des phases I-III des essais 

cliniques) et à l’étape de post-commercialisation (288). La principale méthode de surveillance post-

commercialisation utilisée par la FDA (Food and Drug Administration) repose un système passif 

de rapports des effets indésirables (289). Les rapports sont volontairement envoyés par les 

patients, les consommateurs et les professionnels de la santé directement à la FDA ou au 

manufacturier qui, lui, a l’obligation de les faire parvenir à la FDA. Ils seront par la suite ajoutés à 

une base de données dénommée AERS (Adverse Event Reporting System). Si un souci de sécurité 

est identifié dans AERS, des investigations plus poussées sont réalisées et la FDA pourra prendre 

des mesures règlementaires adaptées telles que la mise à jour des étiquetages des médicaments, la 

restriction de l’usage du médicament ou son retrait du marché (289).  

Bien que la surveillance passive via AERS soit une approche facile, rentable et efficace 

pour la détection des signes précoces d’effets indésirables, elle a également des limites bien 

connues telles qu’une association incorrecte entre le médicament et les effets indésirables, des 

rapports dupliqués, des sous-signalements et des problèmes de qualité des données rapportées 

(informations requises manquantes) (289, 290). Il existe aussi des biais de rapport où on remarque 

un sur-signalement des cas d’effets indésirables suivant une attention médiatique (289). Les sous-
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signalements ,eux, seraient reliés à la gravité du rapport, à la durée d’existence du médicament sur 

le marché (les nouveaux médicaments ont plus de rapports d’effets indésirables que les 

médicaments matures) et au manque de connaissances sur la façon de signaler un effet indésirable 

(290). Enfin, le système AERS ne tient pas en compte de données telles que la dose du médicament, 

la durée de traitement et la maladie du patient qui permettraient de mieux contextualiser 

l’évènement indésirable rapporté. 

Toutefois, malgré ces limitations, il est possible d’utiliser cette base de données et 

d’identifier des fréquences de rapports élevés d’effet indésirables de médicaments (tels que les 

opioïdes) et de détecter des potentielles associations causales (291). Pour ce faire, de nombreuses 

approches statistiques ont été développées afin de quantifier ces signaux (292). Pour les besoins de 

cette thèse, nous citerons la méthode de « Standardized gamma score» (SD gamma) qui est basée 

sur un modèle de distribution multinomiale (293). Dans cette approche, le paramètre gamma (γ) 

qui caractérise l’association entre le médicament (i) et l’effet indésirable (j) est standardisé par 

rapport à l’erreur standard (SE) suivant la formule suivante :  

γi,j *  = 
γi,j 

𝑆𝐸(γi,j )
      

La méthode de SD gamma comporte les mêmes avantages que les méthodes statistiques 

communément utilisées en pharmacovigilance et contourne les limitations que ces dernières ont 

lorsque la fréquence de rapports des effets indésirables est basse (293).  

 

1.2.4 Agonisme biaisé et effets indésirables  

La thérapie aux opioïdes est donc associée à une multitude d’effets indésirables. En 

clinique, la pauvre tolérabilité de la morphine et d’autres opioïdes par les patients complique la 

gestion appropriée de la douleur à l’hôpital et empêche les médecins d’augmenter les doses 

d’opioïdes à celles permettant un soulagement total de la douleur (50% des patients en 

postopératoire utilisant des opioïdes rapportent tout de même des douleurs modérées à sévères) 

(294, 295). Ces effets indésirables réduisent également l’observance thérapeutique chez les patients 

traités chroniquement (296). À ceci se rajoutent les potentiels effets mortels de dépression 

respiratoire induite par l’opioïde qui constituent un défi majeur pour la santé du patient. D’autres 

médicaments non opioïdes peuvent avoir moins d’effets indésirables, mais aucun d’entre eux n’est 
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aussi efficace à soulager les douleurs modérées à sévères que les opioïdes, c’est pourquoi ces 

derniers resteront pour l’instant la thérapie principale pour soulager ces douleurs. De nombreuses 

stratégies sont  en cours d’étude pour développer des analgésiques opioïdes plus sécuritaires (pour 

une revue détaillant ces stratégies à voir (236)). Parmi ces dernières, un intérêt considérable a été 

porté au concept de sélectivité fonctionnelle ou agonisme biaisé. C’est ce dont nous allons discuter 

dans ce qui suit. 

  

1.2.4.1 Définition   

L’agonisme biaisé, le biais ou la sélectivité fonctionnelle est défini par la capacité de 

différents ligands d’un même récepteur de stabiliser différentes conformations actives qui sont 

sélectives pour certaines voies de signalisation ou de régulation. Ainsi, un agoniste biaisé va activer 

préférentiellement une voie de signalisation comparativement à une autre (Figure 8). Avec ce 

concept est née l’idée que l’identification de ligands biaisés qui stabiliseraient spécifiquement 

certaines conformations de récepteurs pourrait permettre de cibler les voies de signalisation 

associée aux effets thérapeutiques recherchés et d’éviter les voies associées aux effets indésirables 

(297, 298).  

Les avancées dans les essais pour mesurer les réponses de signalisation cellulaires 

permettent maintenant de mesurer de multiples signaux suivant l’activation d’un récepteur par un 

ligand. Il est néanmoins important de rigoureusement analyser ces données afin de bien pouvoir 

discerner entre l’existence d’un véritable biais et d’un effet qui serait dû à la sensibilité du test 

(biais d’observation) ou au type de système utilisé (biais du système) (299).   
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Figure 8. Sélectivité fonctionnelle ou agonisme biaisé.  L’agoniste A stabilise une conformation 

du RCPG qui induit sélectivement la réponse de signalisation cellulaire 1 alors que l’agoniste B 

stabilise une autre conformation du récepteur qui induit un biais vers la réponse cellulaire 2.  

 

1.2.4.2  Mesure quantitative de l’agonisme et de l’agonisme biaisé   

Les courbes Log (dose)-réponse ont depuis longtemps été un outil de choix pour étudier les 

réponses fonctionnelles d’agonistes après liaison au récepteur. Ces dernières permettent d’extraire 

les paramètres pharmacologiques d’efficacité (Emax) et de puissance (EC50). Emax représente la 

réponse maximale du ligand et EC50 représente la concentration de ligand nécessaire pour produire 

la moitié de la réponse maximale (Figure 9A). La pente de la relation concentration-réponse peut 

aussi être définie par un coefficient de Hill n.  

Bien que les paramètres Emax et EC50 puissent être utiles pour comparer les effets de 

différents agonistes au sein d’une seule réponse cellulaire, la comparaison de ces paramètres entre 

de multiples voies de signalisation ou de multiples essais est problématique (Figure 9B-D). En 

effet, ces derniers sont fortement influencés par le système biologique où la mesure se fait de façon 

telle que des paramètres cellulaires tels que le type cellulaire et les taux d’expression de récepteurs 

et des protéines accessoires contribuent de façon significative à la réponse fonctionnelle (300). De 

plus, l’utilisation exclusive des valeurs de puissance EC50 pour caractériser l’activité d’un agoniste 

n'est pas appropriée pour des agonistes qui produisent des réponses maximales différentes (Figure 

9B). De même, l’utilisation de la réponse maximale seulement n’est pas adéquate pour différencier 

des agonistes pleins qui produisent des réponses dépassant les limites du système (tous les agonistes 

ont la même réponse maximale) (Figure 9D). C’est pourquoi une mesure qui tient en compte autant 

de la puissance que de l’efficacité est requise (299). Plusieurs méthodes ont par conséquent été 

décrites pour quantifier l’agonisme et le biais (pour des revues les détaillant, voir (300, 301)), et de 

nombreuses d’entre elles sont basées sur le modèle opérationnel de Black et Leff (302). 
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Figure 9. Courbes dose-réponse de différents agonistes à travers différentes voies de 

signalisation. 

 

Avec le modèle opérationnel, l’une des approches les plus utilisées est celle proposée par 

les docteurs (Dr.) Kenakin et Christopoulos (299, 303). Celle-ci propose de quantifier l’agonisme 

en considérant à la fois l’affinité opérationnelle et l’efficacité des agonistes sous la forme d’un 

coefficient de transduction τ/KA. Le paramètre τ, une valeur ajoutée du modèle opérationnel, décrit 

l’efficacité de l’agoniste en incorporant la densité des récepteurs (Rt) et l’efficacité de couplage à 

une voie de signalisation en particulier (KE). Il permet de mieux estimer les efficacités relatives des 

ligands et de discerner entre des ligands même dans des systèmes où ils auraient des réponses 

maximales équivalentes. La constante de dissociation à l’équilibre KA mesure l’affinité 

conditionnelle de l’agoniste pour le récepteur (affinité d’un ligand pour le RCPG quand la protéine 

G est liée) et non pas l’affinité du ligand pour le récepteur non couplé (obtenue par essais de 

liaison). Ainsi, les valeurs de KA peuvent être directement dérivées en ajustant les paramètres du 

modèle opérationnel aux données fonctionnelles. Ces différents paramètres sont reliés par 

l’équation du modèle opérationnel suivante :  
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Où : [𝐿] représente la concentration du ligand, n représente la pente de la courbe dose réponse et   

τ =[Rt]/KE (303).   

Après avoir ajusté les courbes dose-réponse suivant l’équation ci-dessus, le ratio de 

transduction τ/KA peut alors être utilisé afin de jauger l’activité intrinsèque d’un agoniste pour une 

voie donnée, c’est-à-dire l’efficience avec laquelle un ligand évoque un effet particulier (300, 303). 

Par la suite, la présence potentielle d’un agonisme biaisé peut être détectée en comparant les 

coefficients de transduction des agonistes (τ/KA) à travers les différentes voies. Pour ce faire, il faut 

d’abord exprimer des ratios Log(τ/KA) en fonction d’un agoniste de référence défini (Δlog(τ/KA)), 

cette normalisation permettrait de nullifier l’impact du biais de système et du biais d’observation 

(299). Par convention, l’agoniste de référence est un agoniste qui n’est pas biaisé vers aucune voie ; 

il est généralement un agoniste endogène ou un médicament utilisé en clinique. Par la suite, les 

différences de Δlog(τ/KA) de chaque agoniste entre les différentes voies de signalisation ou essais 

peuvent être calculées en tant que ΔΔlog(τ/KA) = Δlog(τ/KA) réponse 1 – Δlog(τ/KA) réponse 2. On peut 

alors extraire une valeur de biais définie par 10 ΔΔlog (τ/KA) (300). Ce dernier définit l’étendue de 

différence dans d’activité intrinsèque relative d’un agoniste entre deux réponses et permet de 

comparer statistiquement les efficiences de signalisation des ligands entre différentes voies. Ainsi, 

plus le facteur de biais est élevé, plus le ligand est efficace pour induire une réponse dans une voie 

par rapport à l’autre (299, 303).  

Il est à noter que d’autres utilisations alternatives du modèle opérationnel ont été proposées 

(300, 301, 304) et que des auteurs tels que les Dr. Rajagopal, Costa et Onaran critiquent l’utilisation 

d’une affinité conditionnelle dans la méthode décrite ci-dessus (304). Ainsi, ils argumentent que 

l’affinité conditionnelle KA est un facteur confusionnel qui ne permet pas de bien estimer 

l’efficacité de l’agoniste. Ils proposent alors de dériver les valeurs de KA en utilisant les valeurs de 

Ki déterminées pour chaque ligand par des expériences de radio-liaison (300, 304, 305). 

Néanmoins, les Dr. Kenakin et Christopoulos maintiennent l’argument qu’un ligand peut avoir 

différentes affinités pour différentes conformations du récepteur et que celles-ci doivent être prises 

en compte lors de la mesure de l’agonisme biaisé (306).   
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1.2.4.3  Sélectivité fonctionnelle au sein du récepteur opioïde Mu 

La plupart des études de biais se concentrent sur l’interaction entre les GPCR et les β-

arrestines comparativement à l’activation des protéines G. Ceci car les mécanismes de signalisation 

et de régulation médiés par les β-arrestines peuvent être liés à des effets pharmacologiques d’intérêt 

(307, 308). Dans le cas du MOR, les recherches se sont concentrées sur le développement 

d’agonistes biaisés vers l’activation de la protéine Gαi/o et qui n’activent pas la voie de la β-arrestine 

2. Le rôle de la β-arrestine 2 dans les effets du MOR a été initialement étudié par Laura Bohn et al. 

(262) à l’aide de souris KO en β-arrestine 2. Tel que mentionné plus haut, ces derniers ont rapporté 

que chez les animaux KO la morphine avait un effet analgésique prolongée dans des essais de 

douleur aiguë, qu’il n’y avait une apparition plus tardive ou pas d’apparition de tolérance 

analgésique et qu’il y avait moins de dépression respiratoire et de constipation, comparativement 

aux souris sauvages (247, 262, 309, 310). Ces observations ont donné naissance à l’hypothèse que 

des mécanismes médiés par la β-arrestine 2 seraient responsables des effets indésirables de la 

morphine. Ceci a alimenté l’idée que les ligands capables de stabiliser les récepteurs MOR dans 

une conformation qui permettrait d’activer la signalisation médiée par les protéines G et d’éviter 

celle médiée par la β-arrestine 2 pourraient constituer de nouveaux analgésiques plus sécuritaires. 

C’est ainsi que les efforts de recherche subséquents se seront concentrés sur le développement 

d’agonistes qui ont peu ou pas de recrutement de β-arrestine 2 et qui présentent un biais envers 

l’activation des protéines G (308, 311, 312). Cependant, comme discuté plus haut, le rôle de la β-

arrestine 2 dans le développement de la dépression respiratoire et de la constipation induite par les 

opioïdes a été remis en question (voir sections 1.2.3.2.1 et 1.2.3.2.2 et Figure 10) (248, 249, 252). 

Par ailleurs, il n’y a pas d’évidences physiologiques directes démontrant que la β-arrestine 2 est 

responsable de ces effets indésirables. À l’inverse, de nombreuses évidences démontrent 

l’implication d’une signalisation dépendante de la protéine G dans ces effets (voir sections 1.2.3.2.1 

et 1.2.3.2.2 et Figure 10). C’est pourquoi la supposition que des agonistes du MOR biaisés vers la 

protéine G pourraient être plus sécuritaires n’est plus aussi plausible et c’est ce que nous allons 

voir dans la section qui suit.  
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Figure 10. Représentation schématique de l’implication des voies de signalisation médiées 

par les protéines G et par les β-arrestines dans les effets analgésiques et les effets indésirables 

des opioïdes (313).  

 

 

1.2.4.3.1 Agonistes biaisés du MOR et applications cliniques  

La morphine est l’opioïde de référence pour comparer l’analgésie entre les opioïdes. C’est 

pourquoi le développement d’agonistes biaisés du MOR s’est principalement concentré à comparer 

leurs effets analgésiques, respiratoires et gastro-intestinaux à ceux de la morphine. 

Le premier agoniste biaisé du MOR développé et à avoir été mis sur le marché était 

l’olicéridine (anciennement nommé TRPV130) (308, 314). Bien qu’il fut initialement développé 

en tant que puissant analgésique avec un profil réduit d’effets indésirables (315), des essais 

cliniques subséquents ont montré qu’il entraînait des effets indésirables de dépression respiratoire, 

de potentiel d’abus, de constipation et de nausées et vomissements typiques des opioïdes (236, 

314). 
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Par la suite, un autre ligand biaisé vers la protéine G, PZM21, a été découvert en utilisant 

une technique de simulation d’amarrage de ligand (311). PZM21 était initialement décrit comme 

un agoniste du MOR qui ne recrute pas la β-arrestine2, et qui a des propriétés antagonistes sur le 

KOR. Dans des essais in vitro, il avait démontré une meilleure efficacité et une meilleure puissance 

que l’olicéridine (TRV130) et dans les essais in vivo, il produisait moins d’effets indésirables que 

la morphine dont la dépression respiratoire et la constipation (311). Néanmoins, des études 

subséquentes ont montré qu’il était un agoniste partiel du MOR et qu’il produisait de la dépression 

respiratoire et de la tolérance analgésique similaire à ceux de la morphine chez des souris (316).  

En réponse à ces résultats peu prometteurs des agonistes biaisés, une étude plus récente du 

laboratoire du Dr. Bohn a suggéré que l’existence d’une sélectivité fonctionnelle n’était pas le seul 

critère important pour pouvoir prédire la fenêtre thérapeutique (séparation des doses qui produisent 

l’analgésie de celles qui produisent les effets indésirables) de l’opioïde et que le degré du biais, tel 

que mesuré par le facteur de biais, serait un meilleur prédicteur (239). Ainsi, plus le facteur de biais 

est élevé pour la voie de la protéine G et plus la fenêtre thérapeutique serait élevée. Inversement, 

plus les agonistes sont biaisés vers la β-arrestine 2, plus ils seraient enclins à produire de la 

dépression respiratoire. Les auteurs ont alors développé des agonistes synthétiques qui étaient 

sélectifs pour le MOR et ont pu identifier des agonistes qu’ils considéraient comme étant 

« fortement biaisés » vers la protéine G, tels que le SR-17018. Ces derniers avaient une fenêtre 

thérapeutique beaucoup plus large que la morphine en termes de dépression respiratoire. 

Cependant, une étude subséquente a démontré que SR-17018 était en réalité un agoniste avec une 

efficacité intrinsèque relative τ plus faible que celle de la morphine et du fentanyl dans les essais 

d’activation de la protéine G (317). C’est cette faible efficacité intrinsèque, et non pas un agonisme 

biaisé, qui expliquerait le meilleur profil d’effets indésirables du SR-17018. 

 

1.3 Système endocannabinoïde et phytocannabinoïdes  

1.3.1 Brève introduction au système endocannabinoïde   

Les plantes ont longtemps été utilisées dans les médecines traditionnelles en tant que 

traitements pour différentes conditions médicales (318). C’est le cas de la plante de Cannabis 

Sativa L. qui a été utilisée depuis des millénaires pour traiter différentes conditions telles que la 

douleur et les nausées (319). Pourtant, suite à des craintes par rapport au risque de toxicomanie, 
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l’emploi thérapeutique du cannabis dans la médecine occidentale a été fortement restreint par la loi 

et par son retrait de la pharmacopée États-Unis en 1942 (320, 321). Néanmoins, les récents progrès 

dans le domaine de la pharmacologie du cannabis ont conduit à un regain d’intérêt pour le potentiel 

thérapeutique de ce dernier. Ainsi, l’usage du cannabis médical fut autorisé au Canada en 2001 et 

un nombre croissant d’états permettent son utilisation aux États-Unis depuis 1996 (320, 322).                   

Un moment clé dans la recherche du cannabis était l’isolement en 1964 du principal 

constituant psychoactif du cannabis, le Δ9-tétrahydrocannabinol (THC) (323). C’est en essayant 

d’élucider les mécanismes d’action du THC que des groupes de chercheurs ont fait une découverte 

marquante : l’identification d’un « système endocannabinoïde ».  

 

1.3.2 Système endocannabinoïde   

Le système endocannabinoïde est un système complexe principalement constitué de 

récepteurs cannabinoïdes, de ligands cannabinoïdes endogènes ou « endocannabinoïdes » et 

d’enzymes responsables de leur synthèse et de leur dégradation (130, 136, 321, 324-328). Le 

système endocannabinoïde est impliqué dans différentes fonctions physiologiques incluant le 

contrôle de la douleur, la neuroprotection, l’immunité, l’appétit, la mémoire et le système 

cardiovasculaire (329).   

 

1.3.2.1  Récepteurs cannabinoïdes  

Les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2 sont des RCPG localisés à tous les niveaux des 

voies de la douleur expliquant l’efficacité des cannabinoïdes exogènes et endogènes dans 

énormément de modèles de douleur animaux, indépendamment de la voie d’administration. Ces 

récepteurs ont été décrits plus haut dans la section 1.1.3.2. 

 

1.3.2.2  Ligands endogènes   

Parallèlement à la découverte des récepteurs cannabinoïdes, leurs ligands endogènes, ou 

endocannabinoïdes, ont été isolés. Ce sont des médiateurs lipidiques dérivés de l’acide 

arachidonique et sont formés à partir de phospholipides membranaires (330, 331). L’anandamide 

(AEA) et le 2-arachidonylglycérol (2-AG) sont les deux principaux endocannabinoïdes (324-326), 

mais d’autres ont été découverts plus récemment tels que l’oléoyléthanolamide (OEA), le 

palmitoyléthanolamide (PEA) et le N-arachidonyldopamine (NADA) (332). 
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Les endocannabinoïdes ont des particularités qui les différencient des neurotransmetteurs 

classiques : ils sont synthétisés « à la demande » et ne sont pas stockés dans les vésicules 

synaptiques, suggérant un rôle de neuromodulateur (333). D’autre part, les endocannabinoïdes 

agissent de façon rétrograde au niveau synaptique voulant dire qu’ils sont relâchés par des neurones 

postsynaptiques pour aller activer les récepteurs cannabinoïdes au niveau présynaptique (334) 

(Figure 11). Ils sont alors capables d’inhiber la libération de neurotransmetteurs tels que le 

glutamate ou le GABA au niveau de la moelle épinière, entre autres (335). Ainsi, la signalisation 

intracellulaire des endocannabinoïdes (131) permet de contrôler l’excitabilité neuronale au niveau 

des synapses excitatrices et inhibitrices et de produire des effets analgésiques et anti-

inflammatoires (336-343).  

 

 

Figure 11. Schématisation des composants du système endocannabinoïdes au niveau des 

neurones, des microglies et des astrocytes.  Figure reproduite avec permission (344). 

 

1.3.2.3  Enzymes de synthèse et de dégradation  

Mis à part les récepteurs et ligands endocannabinoïdes, les enzymes métaboliques sont les 

autres composants essentiels du système endocannabinoïdes. Ainsi, l’anandamide est synthétisée 

à l’aide de la phospholipase D NAPE-PLD (N-acylphosphatidylethanolamine (NAPE)-specific 

phospholipase d-like hydrolase) (345) alors que le 2-AG est synthétisé à l’aide des diacylglycérol 

lipase α (DAGLα) et β (DAGLβ) (346). 
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Une fois leur rôle accompli, les endocannabinoïdes sont recaptés puis dégradés localement. 

Plus particulièrement, l’anandamide est hydrolysée par l’enzyme FAAH (Fatty Acid Amide 

Hydrolase) au niveau des neurones postsynaptiques (328) alors que le 2-AG est dégradé 

principalement par une monoacylglycérol lipase (MAGL) au niveau présynaptique (327) (Figure 

11).  

 

 

1.3.2.4  Autres récepteurs cannabinoïdes  

Les endocannabinoïdes engendrent des réponses pharmacologiques au niveau d’autres 

récepteurs CB1 et CB2 incluant d’autres RCPG (voir section 1.1.3.2)  et les récepteurs nucléaires 

PPAR (Peroxisomes Proliferator Activated Receptor) (347). Ils peuvent aussi activer et 

désensibiliser des récepteurs ionotropes (laissant passer des ions) de la famille des TRP (Transient 

receptor potential) (348, 349). Dans le cadre de cette thèse, nous allons nous intéresser dans ce qui 

suit à ces récepteurs ionotropes TRP et plus particulièrement au canal TRPV1. 

 

1.3.2.4.1 Récepteurs cannabinoïdes ionotropes TRP   

Les canaux TRP (Transient Receptor Potential) représentent une famille de canaux 

perméables aux cations (348). Ils sont exprimés partout dans l’organisme et leur activation au 

niveau des neurones sensoriels permet de convertir différents stimuli physiques ou chimiques en 

des influx nerveux à transmettre au cerveau. Ils sont ainsi impliqués dans une multitude de 

processus physiologiques et pathologiques incluant la douleur (350). 

La superfamille des TRP comporte 28 canaux qui sont divisés en six sous-groupes : 

canoniques (TRPC), vanilloïdes (TRPV), polycystines (TRPP), mucolipines (TRMPL), ankyrines 

(TRPA) et mélastatines (TRPM) (351). Parmi ces derniers, six canaux sont activés par une variété 

de ligands cannabinoïdes leur valant l’appellation de « récepteurs cannabinoïdes ionotropes ». Ces 

six canaux sont TRPV1-TRPV4, TRPA1 et TRPM8 (348).  

Une des caractéristiques clés des canaux TRP qui est très convoitée en clinique, surtout 

pour le canal TRPV1, est la désensibilisation qui leur confère des propriétés analgésiques. Pour les 

besoins de cette thèse, nous nous intéresserons plus particulièrement au canal TRPV1 et à son rôle 

en tant que cible analgésique des cannabinoïdes (Pour des revues décrivant plus en détail les autres 
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canaux TRP, leur rôle dans les conditions douloureuses et l’action des cannabinoïdes sur ces 

derniers, voir  (348, 352, 353)). 

 

1.3.2.4.1.1 TRPV1  

Le canal TRPV1 (Transient receptor potential vanilloid 1), aussi connu sous le nom de 

récepteur à capsaïcine, était le premier récepteur de la famille TRPV à être découvert et cloné en 

1997 (354). C’est un canal à cation non sélectif qui conduit le calcium et le sodium à l’intérieur 

des cellules. Il est exprimé par les neurones nociceptifs, surtout au niveau des fibres C non 

myélinisées et légèrement au niveau des fibres Aδ, et est important pour la détection de stimuli 

nocifs (350, 352, 355, 356). Dans la douleur neuropathique, l’activation des canaux TRPV1 sur 

des fibres nerveuses C et leur régulation à la hausse au niveau de fibres myélinisées Aδ et Aβ 

augmentent l’activité de ces fibres. Ainsi ce récepteur joue un rôle majeur dans le développement 

d’hyperalgésie thermique (357, 358) et de l’allodynie mécanique observées dans ces conditions 

pathologiques (359, 360).  

L’agonisme et l’antagonisme des canaux TRP ont tous deux une utilité au niveau clinique 

pour le traitement de la douleur (349, 361). Ainsi, bloquer le canal TRPV1 avec un antagoniste (tel 

que la capsazépine) est efficace pour traiter de la douleur aiguë. À l’inverse, pour de la douleur 

chronique et en particulier neuropathique, le désensibiliser en utilisant des agonistes est plus 

efficace. En effet, le canal TRPV1 est connu pour être activé et rapidement désensibilisé après 

exposition prolongée à des ligands canoniques. Ainsi, la capsaïcine (dérivée du piment) et le 

résiniferatoxine (dérivé de la plante Euphorbia resinifera) sont des agonistes qui activent fortement 

le TRPV1 et qui évoquent des sensations de brûlure dues à la libération de neuropeptides vasoactifs 

tels que la substance P et le CGRP (362). Suivant l’activation du TRPV1, du calcium rentre dans 

les fibres afférentes primaires à travers le pore du canal et stimule une signalisation dépendante du 

calcium qui va mener à la déphosphorylation et ainsi à la désensibilisation du canal (363). TRPV1 

devient alors réfractaire à toute stimulation subséquente et il y a une perte d’intégration du message 

sensitif. C’est ce qui explique l’effet analgésique paradoxal de ces canaux (364). Ce mécanisme est 

à la base de l’utilisation des crèmes de hautes doses de capsaïcine topique dans le traitement des 

douleurs chroniques, en particulier neuropathiques (365, 366). Cependant, une application continue 

de capsaïcine peut entraîner une ablation des terminaisons des nocicepteurs et entraîner une perte 

de la capacité à reconnaitre de futurs stimuli nocifs (366). Cette limitation a incité les chercheurs à 
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investiguer des alternatives afin de désensibiliser le canal sans entraîner ces effets néfastes. Parmi 

ces alternatives, sa modulation par les cannabinoïdes.  

L’anandamide est le premier agoniste endogène à activer TRPV1 qui a été identifié. Il a une 

affinité pour le canal similaire à la capsaïcine, mais il l’active avec une puissance qui lui est 

inférieure (367, 368). Des études ultérieures ont trouvé que des analogues de l’anandamide tels que 

PEA et le NADA sont tous capables d’activer TRPV1 (348). De nombreux phytocannabinoïdes 

peuvent également moduler le TRPV1. De plus amples détails seront donnés à la section 1.3.3.2. 

 

Les différents composants du système endocannabinoïde discutés ci-dessus et les cibles 

d’intérêt CB1, CB2 et TRPV1 sont schématisés dans la Figure 11. 

 

 

1.3.3 Cannabis et phytocannabinoïdes   

1.3.3.1 Cannabis Sativa  

La plante de Cannabis Sativa L. a depuis longtemps été utilisée pour traiter de nombreux 

symptômes. De nos jours, une des principales utilisations thérapeutiques rapportée du cannabis 

médical est pour le soulagement de la douleur chronique (369-374); bien que cette indication fasse 

l’objet d’une grande controverse (375, 376) (voir section 1.3.4.1.4).   

La résine de la plante de cannabis est extrêmement riche en composés chimiques et contient 

plus de 550 de ces derniers incluant plus de 100 phytocannabinoïdes, des flavonoïdes, des terpènes 

et des acides gras; tous avec de potentiels effets thérapeutiques (377). Les composés les plus actifs 

de la plante sont les cannabinoïdes qui se divisent en cannabinoïdes majeurs et mineurs (Figure 

12). Les cannabinoïdes majeurs comportent le THC qui est le principal composé psychoactif de la 

plante (159-161), et le cannabidiol (CBD) qui est non psychoactif (378-380). Les cannabinoïdes 

mineurs sont les cannabinoïdes qui sont retrouvés en plus petites quantités dans la plante : 

cannabinol (CBN), cannabigérol (CBG), cannabichromène (CBC), tétrahydrocannabivarine 

(THCV), cannabivarine (CBV) et cannabidivarine (CBDV) en sont les principaux (381).  
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Figure 12. Structures des phytocannabinoïdes les plus abondants dans Cannabis sativa L.  

Δ9-THC : Δ9-tétrahydrocannabinol ; CBN : cannabinol ; CBD : cannabidiol ; Δ8-THC : Δ8-

Tétrahydrocannabinol ; CBG : cannabigérol ; CBC : cannabichromène ; THCV : 

tétrahydrocannabivarine ; CBV : cannabivarine et CBDV : cannabidivarine. Reproduction avec 

permission (381).  

 

 

1.3.3.2 Phytocannabinoïdes 

Bien que l’extrait entier de cannabis ait des propriétés analgésiques (372, 382), des 

composés isolés de la plante tels que THC et CBD ont également démontré des propriétés anti-

nociceptives dans le traitement des douleurs aiguës et chroniques (383-386). Cependant, le 

composant psychoactif THC n’est pas une approche thérapeutique désirable dû à ses actions sur le 

SNC (160, 161, 386). Les composants non psychoactifs tels que le CBD, des cannabinoïdes 

mineurs (CBC, CBG) ainsi que des terpènes (β-caryophyllène) pourraient tous être des traitements 

alternatifs pour le contrôle de la douleur (65, 378, 384, 387, 388). Ces derniers ont tous des affinités 

variables pour les récepteurs du système endocannabinoïde.   
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Pour les besoins de cette thèse, nous allons résumer les propriétés thérapeutiques de 

différents phytocannabinoïdes ainsi que les cibles à travers lesquelles ils exercent leurs effets 

analgésiques.  

 

1.3.3.2.1 Δ9-tétrahydrocannabinol   

Le THC est considéré comme étant le principal responsable des effets analgésiques de la 

plante (389) et a des effets antispasmodiques et de relaxants musculaires (390). Il est également 

connu pour être le principal composant psychoactif du cannabis. En effet, dans les modèles 

animaux seulement le THC (et dans une moindre mesure, le CBN) produit des effets similaires à 

la marijuana (tels que la sédation) et les effets de la tétrade (catalepsie, akinésie, hypothermie et 

analgésie) (160, 386, 391, 392).  

Le THC est un agoniste partiel des récepteurs CB1 et CB2 (393-395). Son action au niveau 

des récepteurs CB1 médie ses effets analgésiques, mais également ses effets psychoactifs via une 

activation centrale de ces récepteurs (159-161, 386). L’activation du récepteur CB2, elle, est 

associée à des effets analgésiques et anti-inflammatoires (396). Il a également d’autres cibles que 

le CB1 et CB2 à travers lesquelles il peut exercer ses effets thérapeutiques (397-399) (pour des 

revues détaillant ces cibles, voir (381, 400)). De façon intéressante, THC est un modulateur 

allostérique des récepteurs opioïdes MOR et DOR (401) et peut potentialiser les effets analgésiques 

de la morphine (402). Enfin, THC est un puissant agoniste des récepteurs de glycine et cette activité 

semble contribuer à ses effets analgésiques (403). 

Pour ce qui est de son activité au niveau des récepteurs cannabinoïdes ionotropes, THC a 

été décrit comme un puissant et très efficace agoniste des canaux TRPA1 (404). Ce canal est 

impliqué dans les douleurs neuropathiques (405) et l’action du THC sur ce dernier (via sa 

désensibilisation) pourrait contribuer à ces actions analgésiques. De même, THC peut moduler 

d’autres canaux TRP, mais leur implication dans ses effets analgésiques doit être évaluée (pour une 

revue détaillant les effets du THC au niveau des TRP, voir (348)). 

 

1.3.3.2.2 Cannabinol  

Le cannabinol (CBN) est le premier phytocannabinoïde à avoir été identifié et isolé de la 

plante de cannabis (406). C’est un métabolite de l’oxydation non enzymatique du THC qui a lieu 
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après une longue période de stockage de la plante, en particulier à des températures plus élevées. 

Cependant, contrairement à THC, les effets psychoactifs du CBN sont très faibles (407). CBN a 

démontré des effets analgésiques dans des modèles précliniques, bien qu’avec une puissance et une 

efficacité inférieures à celles du THC (408-410). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que CBN se 

lie aux récepteurs CB1 et CB2 avec une puissance quatre fois plus petite que celle du THC. Pour 

ce qui est des récepteurs ionotropes, CBN active et désensibilise fortement le canal TRPA1, mais 

son implication dans la réponse analgésique du CBN reste à être éclaircie (381). 

 

1.3.3.2.3 Cannabidiol 

Le cannabidiol (CBD) est le principal cannabinoïde non psychoactif du cannabis et a de 

nombreuses vertus thérapeutiques. Ce dernier a des effets analgésiques, anti-inflammatoires, 

anticonvulsivants et anxiolytiques tout en étant dépourvu des effets addictifs et euphoriques du 

THC (379, 384, 411). Il a par ailleurs été montré que CBD peut contrecarrer les effets psychoactifs 

du THC (378-380, 412) (bien que cela semble dépendre de nombreux facteurs tels que le mode 

d’administration, la durée d’administration et la dose de cannabis utilisé (413)). Ceci peut, entre 

autres, être expliqué par le fait que CBD n’active pas les récepteurs CB1 et CB2. Il agit plutôt 

comme un modulateur allostérique négatif du CB1 (414) et comme un agoniste inverse du récepteur 

CB2 (415, 416).  

CBD peut également induire ses effets pharmacologiques, et notamment ses effets 

analgésiques, en agissant sur une multitude d’autres récepteurs (pour des revues détaillant ces 

cibles à voir (377, 417)). Plus particulièrement, son activité agoniste sur le récepteur 5-HT1A  (418) 

a atténué l’allodynie mécanique dans des modèles de douleurs neuropathiques et a eu des effets 

anxiolytiques (419). Ces effets sont fortement désirés pour le traitement de ces types de douleurs. 

En ce qui concerne les récepteurs ionotropes, CBD est capable d’activer et de désensibiliser le 

canal TRPV1 avec une efficacité similaire à celle de l’agoniste prototype capsaïcine (420). Il peut 

également faciliter l’inhibition de TRPV1 en favorisant sa déphosphorylation par la calcineurine 

(421). L’injection orale, intraplantaire ou sous cutanée de CBD a réduit l’hyperalgésie thermique 

et mécanique dans des modèles de douleur inflammatoire et neuropathique et ces effets étaient 

bloqués par un prétraitement avec l’antagoniste de TRPV1 capsazépine (384, 387). CBD peut 

également moduler d’autres canaux TRP (tels que TRPA1), mais leur implication dans ses effets 
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analgésiques n’a pas été évaluée (pour une revue détaillant les effets du CBD au niveau des TRP, 

voir (364, 417)). 

Enfin, CBD inhibe la recapture de l’anandamide et sa dégradation par la FAAH prolongeant 

ainsi l’analgésie endogène (420). 

 

1.3.3.2.4 Cannabichromène   

CBC est un phytocannabinoïde mineur qui a des propriétés analgésiques, anti-

inflammatoires et antidépressives (378). Il est capable de réduire l’intoxication au THC chez des 

souris (378) et de potentialiser son effet analgésique (422). CBC a une très faible affinité pour les 

récepteurs CB1 et CB2 (423) et n’a pas d’activité au niveau du CB1. Il peut néanmoins activer le 

CB2 avec une plus grande efficacité que le THC (424).  

En termes d’effets analgésiques, le CBC a des effets anti-nociceptifs dans l’essai de tail-

flick (425) et ces derniers étaient sensibles aux antagonistes des récepteurs CB1 (activation 

indirecte), adénosine A1 et TRPA1 (425). En effet, CBC peut activer et désensibiliser le canal 

TRPA1 avec une très grande puissance et efficacité (404). Il peut interagir avec d’autres canaux 

TRP (404, 426), mais leur implication dans ses effets analgésiques n’a pas été évaluée (pour une 

revue détaillant les effets du CBC au niveau des TRP, voir (348, 400)).  

Enfin, CBC peut également moduler le système endocannabinoïde et la douleur en inhibant 

l’enzyme de recapture de l’anandamide et l’enzyme de dégradation du 2-AG (MAGL) (404). 

 

1.3.3.2.5 Cannabigérol 

CBG est un phytocannabinoïde mineur non psychoactif dont la forme carboxylique acide 

CBGA (acide cannabigérolique) est le précurseur de tous les autres phytocannabinoïdes. Il a été 

rapporté que la puissance analgésique du CBG dans un modèle préclinique de douleur aiguë était 

supérieure à celle du THC (mais CBG avait une efficacité analgésique inférieure) (427).  

Comme le CBD et le CBC, CBG a une faible affinité pour les récepteurs cannabinoïdes 

(423), mais il peut stimuler de façon partielle le récepteur CB2 (428). Cette action au niveau du 

CB2 soutiendrait ses effets analgésiques et anti-inflammatoires (427, 429). D’autre part, CBG peut 

moduler d’autres cibles impliquées dans la douleur : c’est un puissant activateur du récepteur α2 

adrénergique et il peut stimuler et désensibiliser les canaux TRP tels que TRPV1 et TRPA1 (pour 
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une revue détaillant les effets du CBG au niveau des TRP voir (348, 400)). Il est également capable 

d’inhiber la recapture de l’anandamide (404).   

Enfin, CBG bloque modérément le récepteur sérotoninergique 5-HT1A (430) suggérant des 

effets anti-dépresseurs.  

 

 

1.3.3.2.6 Terpènes  

Plus de 200 de terpènes ont été identifiés dans la plante de cannabis (378). Ils sont 

responsables de l’arôme de la plante et des évidences précliniques suggèrent qu’ils auraient un 

potentiel thérapeutique (377, 431). En effet, β-caryophyllène, l’un des terpènes les plus répandus 

dans les souches de cannabis, a des effets antidépresseurs (432), anti-inflammatoires (433) et 

anxiolytiques (434) dans les modèles précliniques. Il a également été montré qu’elle pouvait se lier 

au récepteur CB2 et atténuer l’allodynie mécanique et la libération de cytokines pro-inflammatoires 

dans un modèle de douleur neuropathique (388). D’autres évidences ont montré qu’une injection 

locale de β-caryophyllène avait des effets analgésiques dans un modèle de douleur aiguë induite 

par la capsaïcine en activant localement le récepteur CB2 qui, lui, va stimuler la libération 

d’endorphines endogènes (435).  

 

1.3.3.3 Effet d’entourage  

Les terpènes peuvent agir de façon synergique avec les cannabinoïdes afin de produire des 

effets bénéfiques, un concept connu sous le nom « d’effet d’entourage » (378). Ce dernier décrit 

l’interaction complexe entre les cannabinoïdes, les terpènes et les autres composés phytochimiques 

présents dans la plante de cannabis, et stipule que leur combinaison donnerait une efficacité 

médicinale plus intéressante (431). Une étude récente a ainsi rapporté que différents terpènes 

pouvaient augmenter l’activité analgésique du cannabinoïde synthétique WIN 55,212-2 via une 

action sur les récepteurs CB1, CB2 et adénosine A2a (431). 

De même, un effet d’entourage peut également être observé lorsqu’on combine des 

phytocannabinoïdes entre eux (408). L’exemple le plus répandu dans la littérature de cette 

interaction est celui de la combinaison du THC et du CBD.  
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1.3.3.3.1 Combinaison THC:CBD 

De nombreuses recherches se sont concentrées sur l’interaction entre le THC et le CBD. 

L’influence du CBD sur les effets du THC variait selon l’effet mesuré et dépendait de nombreux 

facteurs tels que le mode d’administration et la dose de cannabinoïde utilisée (pour de plus amples 

détails, voir (379, 413, 436)). Dans les modèles animaux étudiant les effets de la tétrade, CBD peut 

antagoniser les effets psychoactifs et les autres effets indésirables du THC (378, 379). Dans des 

études cliniques, la combinaison du CBD avec le THC fumé diminue l’effet de « high » et les 

niveaux d’anxiété ressentis comparativement au THC seul (437, 438). À l’inverse, CBD peut 

potentialiser l’activité analgésique du THC. Par exemple, dans des modèles de douleur 

neuropathique par chimiothérapie et par CCI (constriction chronique du nerf sciatique), de très 

petites doses de THC et de CBD, qui étaient inefficaces à elles seules, avaient un effet synergique 

lorsqu’elles étaient administrées en combinaison THC:CBD à ratio 1 :1 (439, 440).  

Cette synergie entre le THC et le CBD permet de fortement réduire la dose de chaque 

cannabinoïde nécessaire pour produire un effet analgésique et donc de diminuer les effets 

indésirables potentiels y associés. Ces observations sont à la base de la commercialisation du 

Sativex, un spray d’extrait de cannabis contenant principalement du THC et du CBD à un ratio 1 :1 

ainsi que quelques cannabinoïdes mineurs, terpènes et autres composants chimiques de la plante 

(441). Une étude comparative a rapporté une plus grande efficacité du Sativex par rapport au THC 

seul pour le soulagement de la douleur chez des patients avec des douleurs chroniques réfractaires 

aux opioïdes (442). Cette observation appuie l’existence en clinique d’un effet bénéfique 

additionnel du CBD et potentiellement des autres constituants de l’extrait de cannabis.  

 

 

1.3.3.3.2 Classification des extraits de cannabis en chémotypes   

Ces études d’interaction entre le CBD et le THC ont également mené à une adoption par la 

communauté scientifique d’une chimiotaxonomie (classification en fonction de la composition 

chimique) des extraits de cannabis basée sur leurs contenus en THC et en CBD. Ainsi, les extraits 

de cannabis peuvent être classés en trois grands chémotypes selon leurs ratios THC:CBD : 

chémotype I (ratio THC:CBD > 1), chémotype II (ratio THC:CBD ≈ 1) et chémotype III (ratio 

THC:CBD < 1) (Figure 13)  (443, 444). Les lois et les recommandations qui guident la régulation, 

la prescription et la commercialisation des médicaments à base de cannabis, notamment au Canada, 
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sont également basées  sur cette chimiotaxonomie (445, 446).  Or, comme nous pouvons voir dans 

la Figure 13, cette classification ne tient pas en compte du reste des cannabinoïdes des extraits (qui 

peuvent eux-mêmes avoir des effets cliniques), et ne prend pas en considération l’« effet 

d’entourage » qui peut résulter de l’interaction entre les différents composants chimiques de la 

plante.  

 

 

Figure 13. Exemples de compositions détaillées des trois chémotypes d’extraits de cannabis. 

 

1.3.3.4 Ligand synthétique WIN 55,212-2 

À la suite de l’identification et du clonage des récepteurs cannabinoïdes, des cannabinoïdes 

synthétiques ont été développés. Ces derniers peuvent être des agonistes synthétiques non sélectifs, 

des agonistes sélectifs pour le récepteur CB1 ou des agonistes sélectifs pour le récepteur CB2 (447-

449).  Ils sont généralement plus hydrophiles et plus efficaces que le Δ9 -THC. 

Pour les besoins de cette thèse, nous allons brièvement décrire l’agoniste non sélectif WIN 

55,212-2 (WIN). Ce dernier est un puissant activateur des récepteurs CB1 et CB2 (143, 149, 395) 

à travers lesquels il a des actions anti-allodyniques et anti-hyperalgésiques dans plusieurs modèles 
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animaux que ça soit des modèles de douleur aiguë (148, 149), inflammatoire (450, 451), cancéreuse 

(153) ou neuropathique (155, 452, 453). Similairement au THC, les effets du WIN sur le CB1 sont 

associés à des effets indésirables au niveau du SNC tels que les effets de la tétrade (149).  

Enfin, il existe des évidences suggérant qu’à de hautes concentrations, WIN serait capable 

de déphosphoryler le canal TRPV1 et d’inhiber les courants entrants évoqués par la capsaïcine. 

Cette déphosphorylation est dépendante de l’activation du canal TRPA1 qui mène à un influx de 

calcium, à une activation de calcineurine et à la déphosphorylation du TRPV1 (454, 455). 

 

1.3.3.5 Agonisme biaisé et cannabinoïdes  

Il existe peu de données dans la littérature sur la signalisation biaisée des 

phytocannabinoïdes (en général, seul le THC est utilisé). La plupart des études majeures qui ont 

rapporté l’existence d’un agonisme biaisé des ligands cannabinoïdes avaient trouvé un degré de 

biais significatif qui impliquait les essais de phosphorylation de ERK ½ et d’accumulation de 

l’AMPc (456-460). Les résultats de ces études sont cependant peu fiables car les mesures des essais 

mentionnés dépendent fortement du type cellulaire et ont des niveaux d’amplification qui peuvent 

produire de grandes erreurs dans l’estimation des efficacités opérationnelles et mener à des 

estimations de biais faussées (461, 462) (voir l’article I (463) et la section 6.1.1.1 pour plus de 

détails).  

 

1.3.4 Cannabinoïdes et douleur 

1.3.4.1 Utilisation des cannabinoïdes en clinique   

Au Canada, hormis la marijuana médical (cannabis séché), deux autres dérivés de cannabis 

sont disponibles sur le marché (70) : le nabilone (Cesamet ®), un dérivé synthétique du THC 

approuvé pour le traitement des nausées et vomissements liés à la chimiothérapie; et  le nabiximols 

(Sativex ®), le seul médicament à base de cannabis approuvé au Canada pour le soulagement de 

douleurs neuropathiques associées à la sclérose en plaques (379). Un autre dérivé du THC, le 

dronabinol (Marinol ®), était également approuvé, mais il a été retiré du marché canadien par le 

manufacturier pour des raisons non précisées (70). 
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1.3.4.1.1 Modes d’administration et pharmacocinétique du cannabis  

Une des critiques principales de la marijuana médicale est son administration par inhalation. 

C’est pourquoi, l’émergence de nouvelles formulations orales sous formes d’huiles de cannabis et 

de gélules a fait de ces options la méthode d’administration de cannabis favorisée pour un usage 

thérapeutique (464, 465). Toutefois, l’utilisation des composés oraux ne prodigue généralement 

pas les mêmes effets bénéfiques. Ceci peut s’expliquer entre autres par la pharmacocinétique des 

cannabinoïdes (464, 466, 467).  

Les profils plasmatiques du THC après inhalation par combustion sont similaires à une 

injection intraveineuse. Il est presque immédiatement transféré des poumons au sang après la 

première inhalation et ses niveaux atteignent rapidement un plateau (468). À l’inverse, les 

formulations orales de THC telles que le nabilone ont une absorption lente et erratique et un premier 

passage hépatique très important. Ceci résulte en des concentrations plasmatiques de THC 

irrégulières et inférieures à celles obtenues par inhalation (467, 468). De plus, le délai pour atteindre 

les concentrations maximales est plus grand (120 minutes).  

L’administration oromucosale des cannabinoïdes, tels que le Sativex, peut éviter ou 

diminuer le fort premier passage hépatique observé après administration orale (467). En effet, 

Sativex est rapidement absorbé via la muqueuse buccale et produit des concentrations plasmatiques 

de THC plus élevées que l’administration orale de ce dernier, mais qui demeurent toutefois plus 

basses que celle du THC inhalé. De plus, une partie de la dose pulvérisée du Sativex peut être 

avalée et absorbée par voie orale. 

 

1.3.4.1.2 Effets bénéfiques et indésirables du cannabis   

Le cannabis est la drogue la plus consommée dans le monde avec 2.5% de la population 

mondiale la consommant à des fins thérapeutiques et récréatives (469). Ses principaux effets 

bénéfiques au niveau du SNC sont l’analgésie (141, 371, 383), une activité antiémétique et une 

stimulation de l’appétit ce qui est bénéfique pour engendrer un gain de poids chez les patients 

atteints du syndrome d’immunodéficience acquise (sida) ou de cancer (470).  

En raison du peu de recherches épidémiologiques effectuées, la grande partie des données 

sur les effets indésirables du cannabis médical provient d’études avec des utilisateurs de cannabis 

récréatif. Ces données montrent que la toxicité aiguë du cannabis est très faible et, à la différence 
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des opioïdes, aucune mort humaine par intoxication au cannabis n’a été rapportée (321). Ceci est 

dû à la quasi-absence du récepteur CB1 au niveau du tronc cérébral qui contient les centres 

médullaires des contrôles cardiovasculaire et respiratoire (138, 471). Toutefois, de nombreux effets 

indésirables associés à la prise de cannabis ont été rapportés.  

Les principaux effets à court et à long terme ou d’une consommation excessive de cannabis 

sont énumérés dans le Tableau 2. La majorité des effets psychoactifs au niveau du SNC sont 

attribués au THC et à ses effets sur le récepteur CB1 (159, 161, 386, 472).  

 

 

Tableau 2. Principaux effets indésirables liés à l’usage à court et à long terme ou d’une 

consommation excessive du cannabis (71, 162, 321, 473-475).   

Effets indésirables liés à l’usage de cannabis 

Effets indésirables à court terme 

Sensation d’euphorie 

Anxiété / nervosité 

Somnolence 

Troubles de coordination motrice 

Troubles de la mémoire à court terme 

Jugement altéré 

Paranoïa ou de la psychose à de hautes doses 

Effets indésirables à long terme ou d’une consommation excessive 

Dépendance (moins de 5% dans la population générale) 

Syndrome de manque 

Altérations cognitives 

Malformations lors du développement et la maturation du cerveau 

Diminution de la satisfaction de vie 

Augmentation des troubles de psychose tels que la schizophrénie et les dépressions 

psychotiques 

Conditions cardiovasculaires telles qu’un infarctus de myocarde 

Bronchites chroniques (si administré par inhalation) 
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1.3.4.1.3 Efficacité clinique pour le traitement de douleurs aiguës  

Malgré leur efficacité dans les modèles animaux de douleurs aiguës et inflammatoires, les 

cannabinoïdes ne semblent pas être efficaces dans le traitement de la douleur aiguë chez les 

humains (476-479). Dans les instances où ces derniers offraient un peu de soulagement, ce n’était 

pas plus avantageux que l’utilisation d’analgésiques non opioïdes (477). Des études 

supplémentaires sont néanmoins nécessaires en raison de la variété des cannabinoïdes testés et des 

différences dans les protocoles jusqu’à présent utilisés (321).  

 

1.3.4.1.4 Efficacité clinique pour le traitement de douleurs chroniques 

De nombreux essais cliniques randomisés ont évalué la place des cannabinoïdes dans le 

traitement des douleurs chroniques. Dans l’ensemble, bien qu’ils améliorent la qualité de vie et de 

sommeil des patients, les données sur l’efficacité des cannabinoïdes dans le traitement des douleurs 

cancéreuses sont mitigées (61, 69, 442, 480). Leur rôle le plus prometteur est dans le traitement 

des douleurs neuropathiques (62, 66, 67, 69). Ainsi, des études comparatives entre le nabilone et 

la gabapentine (la première ligne de traitement actuellement utilisée pour soulager les douleurs 

neuropathiques) ont suggéré un effet analgésique similaire entre les deux médicaments chez des 

patients souffrant de neuropathies périphériques (481). De même, un soulagement significatif de 

la douleur était obtenu avec l’administration par voie oromucosale du Sativex chez des patients 

réfractaires aux traitements conventionnels (482). Enfin le dronabinol oral était efficace dans la 

diminution de l’intensité de la douleur chez des patients souffrant de sclérose en plaques (481).  

Malgré ces résultats prometteurs, de récentes recommandations indiquent que l’utilisation 

des cannabinoïdes en clinique est très controversée (375, 376). Ils sont alors considérés seulement 

comme troisième ligne de traitement des douleurs neuropathiques (375, 376, 483). L’inquiétude 

principale reliée à l’utilisation d’agents qui modulent le récepteur cannabinoïde CB1 sont les 

risques d’effets psychotropes majeurs (71, 161, 162, 475). À cet égard, l’utilisation d’agonistes 

sélectifs du récepteur CB2 serait une solution intéressante puisque ces derniers ont également des 

effets anti-nociceptifs dans plusieurs modèles animaux de douleurs neuropathiques avec très peu 

ou pas d’effets psychotropes (154, 484).  
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1.3.4.2 Modes d’action analgésiques des cannabinoïdes  

Que ça soit en utilisant des cannabinoïdes exogènes ou en augmentant la signalisation 

endogène, la transmission de la douleur peut être modulée à différents niveaux : en périphérie, au 

niveau de la corne dorsale de la moelle épinière ou au niveau des régions supraspinales du cerveau. 

Pour les besoins de cette thèse, nous allons décrire les principaux mécanismes d’analgésie 

des cannabinoïdes à ces différents niveaux avec une emphase sur l’analgésie spinale ainsi que sur 

le rôle des cibles moléculaires CB1, CB2 et TRPV1 et leur modulation dans les conditions de 

douleur neuropathique. 

 

1.3.4.2.1 Analgésie par action centrale 

Les premières évidences directes d’une action centrale des cannabinoïdes vient de 

l’observation que les effet anti-nociceptifs d’une administration systémique des cannabinoïdes CP-

55,940, THC et WIN étaient abolis après une transsection de la moelle épinière (485, 486). Ceci 

suggère un rôle important des voies descendantes inhibitrices dans cette analgésie. De plus, 

l’administration directe du WIN dans différentes régions du cerveau impliquées dans la douleur 

telles que l’amygdale, le thalamus, la PAG et la RVM entraîne une antinociception alors que les 

injections faites en dehors de ces zones n’ont aucun effet (487-490). Similairement aux opioïdes, 

ces effets analgésiques du WIN après son injection au niveau de la PAG et de la RVM sont associés 

à l’activation des voies inhibitrices descendantes, inhibant la transmission du message douloureux 

au niveau de la moelle épinière (491). Ceci implique une inhibition de cellules « on » et une 

augmentation de l’activité spontanée des cellules « off » (pour de amples détails sur ces 

mécanismes, voir (165)). Ces effets peuvent être bloqués par l’antagoniste du récepteur CB1 

rimonabant (492).   

Un autre récepteur qui serait impliqué dans les effets centraux des cannabinoïdes est le canal 

TRPV1 qui est activé par l’anandamide et d’autres ligands cannabinoïdes (348, 381). En effet, 

l’injection dans la PAG de l’agoniste du TRPV1 capsaïcine a entraîné une libération de glutamate 

dans la RVM, activant alors les cellules « off » et produisant de l’analgésie (493). Enfin, les 

cannabinoïdes ont des actions anti-inflammatoires centrales en stimulant la libération de facteurs 

anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10) et en inhibant la libération de cytokines pro-inflammatoires 

(TNFα) et d’interleukines (IL-6 et IL-1β) par les cellules gliales et les neurones (174, 176). 
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1.3.4.2.1.1 Action centrale et douleur neuropathique   

Des niveaux augmentés d’anandamide et de 2-AG ont été observés dans la PAG et la RVM 

de rats 7 jours suivant une lésion par CCI. Cette augmentation des endocannabinoïdes s’est faite 

de façon concomitante au développement et à l’aggravation des symptômes d’hyperalgésie et 

d’allodynie mécanique (494). De façon similaire, il y a une régulation à la hausse de l’ARNm du 

récepteur CB1 au niveau du thalamus dans un autre modèle de lésion du nerf sciatique chez les rats 

(495). Cette augmentation de l’expression des récepteurs CB1 et des endocannabinoïdes dans les 

voies de la douleur jouerait probablement un rôle protecteur en visant à potentialiser les effets 

analgésiques des endocannabinoïdes sous ces conditions pathologiques.  

Enfin, le taux d’expression du canal TRPV1 est augmenté dans les neurones 

glutamatergiques du cortex préfrontal médian dans un modèle de branche de nerf sciatique 

épargnée (SNI ou spared nerve injury) (496); ceci est aussi associé à une augmentation des niveaux 

d’endovanilloïdes et d’endocannabinoïdes au niveau de cette région. L’augmentation de 

l’expression du TRPV1 jouerait un rôle dans le maintien de la sensibilisation centrale et 

l’augmentation conséquente des niveaux d’endocannabinoïdes jouerait encore une fois un rôle 

protecteur en désensibilisant le canal.  

 

1.3.4.2.2 Analgésie par action spinale 

L’administration directement dans l’espace subarachnoïdien de la moelle épinière de 

l’agoniste cannabinoïde synthétique levonantradol et du phytocannabinoïde THC ont produit des 

effets anti-nociceptifs dans les tests de la plaque chauffante et de tail-flick chez les rongeurs (497). 

Ces études représentaient les premières évidences d’une composante spinale dans les effets anti-

nociceptifs des cannabinoïdes. Depuis, de nombreuses autres études ont appuyé ces observations 

(153, 156, 170, 178, 186, 385, 386, 453, 498-500). 

 

1.3.4.2.2.1 Action spinale et douleur neuropathique  

Dans les modèles de douleur neuropathique chez les rats, les cannabinoïdes inhibent les 

réponses au niveau de la moelle épinière évoquées par l’activation répétée et continue des fibres C 

(501). Plus spécifiquement, les cannabinoïdes inhibent d’une manière sélective le phénomène de « 

wind-up » dans la corne dorsale de la moelle épinière (502). Ce phénomène a lieu lorsque des 

stimulations répétées des fibres C à des fréquences >0.3 Hz entraînent une augmentation 
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progressive de la fréquence de décharge des neurones de la corne dorsale (en particulier celle des 

neurones nociceptifs non spécifiques dits WDR (wide dynamic range)) (503). Cette augmentation 

d’excitabilité est l’un des mécanismes pouvant mener à une sensibilisation centrale qui va rendre 

les neurones nociceptifs de la corne dorsale sensibles aux informations provenant des fibres 

afférentes Aβ. Ces fibres ont un seuil de sensibilité bas aux stimuli mécaniques et n’engendrent pas 

d’influx douloureux dans les conditions physiologiques (Figure 3). La sensibilisation centrale est 

ainsi une composante importante dans l’apparition des symptômes d’allodynie et d’hyperalgésie 

caractéristiques de la douleur neuropathique, et l’inhibition de ce phénomène par les cannabinoïdes 

expliquerait leur efficacité analgésique pour ce type de douleur (165). Pour de plus amples détails 

sur les mécanismes de sensibilisation centrale, voir les revues (49, 57, 504). 

La sensibilisation des neurones afférents primaires et des neurones de la corne dorsale de 

la moelle épinière entraîne une régulation à la hausse des taux d’endocannabinoïdes (494, 505) et 

des principales cibles du système endocannabinoïde. En effet, il y a une augmentation significative 

de l’expression du récepteur CB1 dans la corne dorsale de rats avec des douleurs neuropathiques 

(499, 506). Cette régulation à la hausse a augmenté les effets analgésiques du WIN dans des essais 

d’hyperalgésie thermique et d’allodynie mécanique dans un modèle de douleur par CCI (506). De 

même, l’injection spinale d’un agoniste synthétique du CB1 (ACEA) dans un modèle de 

neuropathie diabétique chez les rats (un autre modèle où les niveaux de CB1 spinaux sont 

augmentés (499)) a entraîné des effets anti-allodyniques qui étaient renversés par l’antagonisme du 

CB1 (156). Ces résultats suggèrent que la modulation des niveaux spinaux du récepteur CB1 après 

lésion de nerfs périphériques pourrait contribuer au rôle thérapeutique de cannabinoïdes exogènes 

dans la douleur neuropathique. En effet, la stimulation des récepteurs CB1 à ce niveau diminue la 

libération, par les neurones afférents primaires, des neurotransmetteurs impliqués dans la 

transmission de la douleur (507, 508). Toutefois, l’augmentation d’expression et l’activation du 

récepteur CB1 ne sont pas toujours bénéfiques et peuvent au contraire avoir un rôle maladapté. Il 

a ainsi été rapporté que la régulation à la hausse du CB1 protège contre le développement 

d’allodynie au froid, mais contribue au développement d’hypersensibilité mécanique dans un 

modèle de SNI chez des souris (509). Ces inconsistances témoignent de la complexité du système 

endocannabinoïde et des variabilités possibles de données selon le modèle de douleur utilisé.  
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Les lésions nerveuses mènent également à une augmentation de l’expression du récepteur 

CB2 au niveau des microglies de la corne dorsale où il module l’inflammation (167, 499). Il a été 

observé que des souris déficientes en récepteurs CB2 (CB2 KO) avaient une réactivité accrue des 

microglies et des astrocytes au niveau de la moelle épinière et des symptômes de douleur 

neuropathique. À l’inverse, les souris surexprimant le récepteur CB2 avaient une réactivité 

diminuée des cellules gliales et moins de douleur neuropathique (510). De même, l’administration 

d’agonistes sélectifs du CB2 a supprimé l’activation des microglies et a réduit les symptômes de 

douleur neuropathique (166, 186). En neuropathie diabétique, l’injection intrathécale de l’agoniste 

CB2 L-759,656 ou de l’agoniste mixte WIN a renversé l’hyperalgésie thermique (499) et ceci était 

bloqué par un prétraitement avec l’antagoniste du CB2 AM630 mais pas avec l’antagoniste du CB1 

AM251.  

Les taux d’expression des canaux TRPV1 sont également augmentés dans la corne dorsale 

des animaux neuropathiques (360, 511, 512). L’antagonisme de ce canal par une injection 

intrathécale de capsazépine a renversé l’allodynie mécanique dans un modèle de neuropathie 

diabétique chez les rats (360). Dans un modèle de CCI, la capsazépine a potentialisé les actions 

anti-hyperalgésiques d’une injection intrathécale d’AM404, un inhibiteur de recapture 

d’endocannabinoïdes. Ceci suggère que le TRPV1 joue un rôle pronociceptif dans des modèles de 

douleur neuropathique et que sa modulation par les cannabinoïdes induirait un effet anti-nociceptif 

(513).   

 

1.3.4.2.3 Analgésie par action périphérique 

Une étude utilisant des souris génétiquement modifiées possédant une délétion 

conditionnelle du gène du récepteur CB1 exclusivement dans les nocicepteurs périphériques a 

démontré l’implication majeure de ce récepteur dans le contrôle de la douleur au niveau 

périphérique (151). En effet, la perte des récepteurs CB1 périphériques a significativement diminué 

l’analgésie produite par des injections locales et systémiques, mais pas intrathécales du 

cannabinoïde WIN dans des modèles de douleur neuropathique et inflammatoire. Les actions 

périphériques des récepteurs CB1 sont attribuées à une inhibition de la libération du facteur de 

croissance nerveux (NGF, nerve growth factor) et de le CGRP, des médiateurs qui favorisent la 

sensibilisation des fibres nerveuses périphériques (514). 
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L’activation sélective des récepteurs CB2 périphériques résulte également en des réponses 

analgésiques (171). De façon intéressante, cette activation des CB2 stimule la libération de β-

endorphines par les kératinocytes. Ces derniers vont activer les récepteurs MOR au niveau des 

neurones afférents primaires et produire un effet analgésique (181). Ainsi, les effets anti-nociceptifs 

de l’agoniste sélectif CB2 ont été complètement bloqués par l’injection de l’antagoniste du 

récepteur MOR, la naloxone, ou d’un sérum immunisant contre les β-endorphines. Par leur 

localisation sur les cellules du système immunitaire, les récepteurs CB2 sont également impliqués 

dans les effets anti-inflammatoires des cannabinoïdes en inhibant la libération d’agents 

pronociceptifs tels que le TNF-α et les interleukines IL-1α et IL-1β (175, 515).  

 

1.3.4.2.3.1 Action périphérique et douleur neuropathique  

L’administration intraplantaire d’endocannabinoïdes et de cannabinoïdes exogènes dans 

des modèles de ligature partielle du nerf sciatique (PNL) et de section d’un nerf spinal (SNL) ont 

renversé l’hyperalgésie mécanique via une activation périphérique des récepteurs CB1 et CB2 

(157, 336, 501). Dans les conditions de douleur neuropathique périphérique, l’activation des 

récepteurs CB1 diminue la sensibilisation périphérique des fibres afférentes primaires en atténuant 

la libération de neurotransmetteurs et de neuropeptides au niveau présynaptique (516). L’activation 

des récepteurs CB2 périphériques quant à elle diminue les réponses nociceptives évoquées par la 

stimulation mécanique des neurones à large spectre (WDR) de la corne dorsale (501). Ces actions 

permettent aux cannabinoïdes de moduler les processus qui contribuent à la sensibilisation centrale. 

Dans ces conditions neuropathiques, il y a une augmentation des niveaux protéiques du 

récepteur CB2 au niveau des neurones du DRG et au niveau des cellules gliales satellites du 

système nerveux périphérique (517). L’activation spécifique de ces récepteurs par l’analogue du 

THC, 0-3223, a réduit l’hyperalgésie thermique de façon similaire à l’agoniste mixte CP-55, 940 

dans un modèle de CCI. Cependant, O-3223 n’a pas engendré les effets indésirables d’hypothermie 

et de troubles moteurs que CP-55,940 a engendré via l’activation du récepteur CB1. Ces 

observations soulignent l’intérêt de cibler les récepteurs CB2 périphériques pour obtenir une action 

analgésique et anti-inflammatoire tout en évitant les effets indésirables médiés par CB1. 

Enfin, une augmentation de l’expression des récepteurs TRPV1 au niveau des tissus 

périphériques et au niveau des somas des neurones du DRG a également été observée (359, 360, 

512, 518). De façon intéressante, dans un modèle de neuropathie diabétique, bien que les taux 
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protéiques totaux de TRPV1 avaient baissé au niveau des DRG (probablement un mécanisme 

compensatoire pour essayer de réduire la transmission du message douloureux), la fonction de ces 

récepteurs elle, avait augmenté (519). Ceci s’est traduit par une augmentation de l’expression 

membranaire de TRPV1, une augmentation de sa phosphorylation et une plus faible 

désensibilisation du canal. Il y avait également une augmentation des niveaux de TRPV1 dans les 

fibres afférentes Aβ qui, en conditions physiologiques, en expriment très peu. Cette régulation à la 

hausse au niveau des fibres Aβ favoriserait une transmission des messages nociceptifs à travers ces 

fibres et le maintien d’une sensibilisation périphérique et centrale. À cet égard, une injection 

intraplantaire de CBD a permis de renverser l’hyperalgésie thermique et mécanique dans des 

modèles de douleur neuropathique par CCI et par SNI ; ceci était bloqué par l’injection systémique 

de l’antagoniste du TRPV1 capsazépine (384, 387)
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2 Chapitre 2 : Facteurs pouvant influencer l’analyse des 

réponses biaisées des ligands de RCPG (Article I)  

Avec le concept de sélectivité fonctionnelle est née l’idée que des ligands biaisés de RCPG 

pourraient avoir de nouvelles propriétés pharmacologiques distinctes de celles des agonistes ou des 

antagonistes classiques (307). Plus particulièrement, les agonistes biaisés pourraient éliminer les 

effets indésirables liés à la cible (« on-target ») en évitant les voies responsables de ces effets et en 

dirigeant le stimulus pharmacologique vers les voies responsables des effets thérapeutiques. C’est 

pourquoi de nombreuses recherches se sont concentrées sur l’identification et la quantification de 

l’agonisme biaisé au sein des RCPG, en particulier entre les voies des protéines G et de la β-

arrestine (239, 298, 307, 308, 311). Des exemples types des recherches qui ont été menées sont 

l’étude du biais envers la β-arrestine pour les agonistes du récepteur de l’angiotensine II de type 1 

qui pourraient avoir des propriétés protectrices dans les maladies cardiaques (307, 520), et l’étude 

du biais vers les protéines G pour les agonistes du récepteur MOR qui pourraient avoir des effets 

analgésiques sans entraîner les effets indésirables typiques des opioïdes tels que la constipation et 

la dépression respiratoire (239, 308, 311).  

La méthode la plus utilisée pour quantifier le biais repose sur le calcul des facteurs de biais 

(303, 306). L’article qui suit passe en revue comment certains facteurs confusionnels peuvent 

affecter la quantification de ces facteurs. En particulier, nous discutons comment des variations 

cinétiques dans la liaison du ligand et des variations temporelles dans la signalisation des RCPG 

font que le biais peut varier avec le temps. Nous explorons également comment le contexte 

cellulaire peut influencer la magnitude et la directionnalité du biais. Il est important de tenir en 

compte ces facteurs confusionnels, car un biais mesuré in vitro sous certaines conditions pourrait 

ne pas être prédictif de la façon dont l’agoniste biaisé agira in vivo.  
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2.1 Abstract  

G protein-coupled receptors (GPCRs) are valuable targets for drug discovery. They exist in 

interconverting states differentially stabilized by diverse signaling partners. A ligand’s capacity to 

distinguish among receptors associated with different partners is the basis of bias. This feature of 

GPCR signaling may allow development of ligands which specifically modulate effectors 

supporting desired actions. However, bias is time-dependent and cell-dependent such that in 

vitro bias may not predict bias displayed in vivo. Then again, certain signaling idiosyncrasies 

transcend these limitations and emerging signaling characteristics may be used to categorize 

ligands in terms of the signaling diversity, which is the other face of bias. Here, we discuss how 

time and cellular background influence magnitude/directionality of bias, and highlight approaches 

to categorize ligands according to signaling diversity. 

 

Graphical abstract 
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2.2  Introduction 

Biased agonism (or functional selectivity) refers to the ability of GPCR ligands to trigger a 

subset of responses among all those controlled by a receptor. Discovery of this signaling modality 

was paradigm shifting and moved our view of agonism from a purely quantitative and static notion 

of efficacy to one where signaling diversity drives outcomes. Accordingly, drug efficacy is not 

solely described in terms of response magnitude but also in terms of the specific complement of 

signals a ligand elicits from the receptor (1, 2). Since bias theoretically allows one to direct 

pharmacological stimuli towards pathways that are therapeutically beneficial while avoiding those 

associated with undesired actions (3), this recently-described signaling modality is the focus of 

active investigation. Significant advances have been made in terms of bias quantification (4), 

making it possible to use transduction coefficients (Log(τ/KA)) to accurately compare in vitro 

signaling preferences of different ligands while correcting for ‘observational’ or ‘system’ bias (5••, 

6). On the other hand, a number of peculiarities of such measures raises the question of whether 

these snapshots of signaling preferences as measured in vitro may be predictive of how biased 

ligands will behave in vivo. In the first place, temporal variation inherent to GPCR signaling (7, 8) 

and differences in kinetics of ligand binding imply that bias may vary over time (9••). Second, even 

if current quantitative analysis allows us to correct for pathway and methodological confounders, 

bias remains cell-dependent (10•, 11); this means that signaling preferences identified in 

immortalized cell lines such as those used in ligand screening campaigns may not represent the 

type of bias that ligands will display when administered for therapeutic purposes. Here we consider 

how these peculiarities may influence information extracted from bias analysis. 

 

2.3 Molecular determinants and cell-dependence of biased signaling 

There is now considerable empirical evidence supporting a model of signaling bias where 

GPCRs adopt ligand-specific conformations that are differentially recognized and stabilized via 

direct interaction with distinct signaling partners (2, 12). First, nuclear magnetic resonance (NMR) 

studies have shown that a prototypical GPCR like the β2-adrenergic receptor (β2AR), exists in 

dynamic interconverting states that can be differentially stabilized by ligands of different efficacies 

(13, 14). This heterogeneity of ligand-bound states reduces to a fully active conformation of the 
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receptor through interaction with a G protein or a nanobody acting as a G protein mimic (15, 16), 

underscoring the importance of intracellular interactions in stabilizing the agonist-bound receptor. 

The fact that conformations stabilized by different intracellular nanobodies displayed distinct 

agonist affinities (17•) further emphasizes the extent to which cellular interaction partners may 

influence receptor pharmacology. Finally, differences in orientation for TM1, TM4, TM5, TM6 

and TM7 in the crystal structure of G protein-associated (18) and β-arrestin-associated (19) 

receptors confirm that different interaction partners stabilize distinct receptor conformations. 

Moreover, NMR studies revealing that intracellular ends of TM3, TM5 and TM6 of mu-opioid 

receptors (MORs) adopt different cytosolic positions when bound to biased ligands or ligands with 

no preference of G protein activation over β-arrestin recruitment (20), also support a model where 

conformational diversity underlies distinct pharmacological responses. 

Interaction partners thus define the receptor’s conformational space within the cell. Since 

partners available for association with the receptor differ across cell types, the ensemble of 

signaling complexes stabilized for each ligand also varies across cellular backgrounds, as do the 

responses supported by these ligands. In other words, even if receptors expressed in different cells 

are the same genetically-encoded protein, their interactions turn them into different thermodynamic 

entities for which ligands display differential binding/signaling preferences. Consequently, biased 

responses by any given ligand are not necessarily conserved from one cell type to another (10•), or 

even within the same cell type under conditions of health and disease. 

A supplementary layer of complexity is associated for integrative signaling responses such 

as cAMP production, Ca2+ mobilization, ERK1/2 MAP kinase phosphorylation or receptor 

internalization (11, 21, 22), which may represent the result of convergent signaling events. In such 

cases, in addition to cell-specific conformational states, ligand responses may be subject to 

differential processing by different cell types. For example, PKC and GRK2 are both required for 

delta-opioid receptor (DOR) internalization in cortical neurons, but are minimally involved in DOR 

sequestration in HEK 293 cells. Since the influence of PKC on internalization is ligand-specific, it 

is possible to appreciate how cellular characteristics may influence biased responses (11). In 

keeping with this notion, systematic comparison of integrative responses such as cAMP production 

and receptor internalization induced by MOR ligands in CHO and AtT20 cells revealed important 

variations, not only in the magnitude, but also in the direction of bias across these cell lines (10•, 

23). At the same time, it was also observed that despite the differences associated with cellular 
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background, signaling properties allowed the segregation of ligands into similar groups, 

independent of the cell-type in which bias was assessed (10•, 23). The fact that similar clusters 

could be generated independently of cellular background, implies that certain signaling 

idiosyncrasies transcend cellular phenotypic differences and these could be used to categorize 

ligands in terms of the signaling diversity which supports bias. The resulting categories may not 

necessarily inform us of the type of signaling bias underlying desired/undesired in vivo responses, 

but it is reasonable to expect compounds with similar emerging signaling properties to display 

similar in vivo effects. 

 

2.4 Time dependence of biased signals 

The time course of different signaling processes (24, 25) and the time course of receptor 

occupancy by different ligands (26) are kinetic variables that determine the moment at which drug 

responses attain their maximal amplitude. Since the influence of time on maximal response varies 

according to signaling pathway and to ligand binding kinetics (9••, 10•, 27••), the magnitude of 

bias and the directionality of signaling preferences are also expected to undergo time-related 

variations. This was clearly demonstrated by Klein Herenbrink et al. (9••) who studied several 

dopamine D2 receptor agonists which attained maximal receptor occupancy within very different 

time frames (1 min, 10 min or 90 min). For the slowest binding ligands, the potency of functional 

responses such as cAMP accumulation, cellular impedance and GαoB activation all increased over 

time, an observation consistent with their progressive occupation of the receptor. For ligands with 

rapid dissociation kinetics, potency in the first two assays decreased with time, while that of GαoB 

activation was minimally modified, differences that were attributed to distinct times course of 

desensitization. The time course of bias between GαoB and the other two outcomes was then 

assessed for slow binding ligands, using a rapid dissociating agonist as the standard. Preferential 

activation of GαoB versus cAMP accumulation and versus cellular impedance were observed at 

initial time points, but this preference was reversed within 90 min of receptor stimulation, reaching 

almost 200-fold bias in favour of the integrative signals. The authors concluded that ligand-binding 

kinetics and the kinetics intrinsic to different cellular processes profoundly influenced biased 

agonism. Like influences of cellular background on signaling preferences, these findings have 

major implications for the way we analyze and interpret directionality and/or magnitude of bias in 

terms of how these measures correlate with in vivo drug effects. 
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2.5 The intrinsic value of directing pharmacological stimuli to 

specific pathways 

Translating bias information into novel mechanistic insight and/or improved therapeutic 

ligands is limited by time and cell-dependent factors. However, it is important to realize that these 

limitations are integral to the way signaling preferences are assessed, and not to the notion of 

directing the pharmacological stimulus towards specific pathways (2). Opioid analgesics are a good 

example of how signaling preferences may help improve in vivo drug responses. Use of transgenic 

mice has allowed the identification of β-arrestin2 as a clear mediator of unwanted side effects for 

MOR analgesics (28). Based on this information, ligands that more effectively activate G protein-

mediated signaling relative to promoting β-arrestin2 recruitment were synthesized and tested in 

preclinical models, revealing the agonist TRV130 which displayed similar analgesic properties as 

morphine but reduced tendency to induce constipation and respiratory depression (29). A strategy 

of directing pharmacological stimulus towards preferential G protein activation over β-arrestin2 

recruitment was more recently applied to optimize novel chemical scaffolds docked to MORs (30•). 

The resulting lead compound (PZM21) did not engage MORs in the same way as TRV130, but 

still shared its preference for G protein signaling over β-arrestin2 recruitment. More importantly, 

despite differences in structure and in the way they bound to the receptor, PZM21 and TRV130 

displayed analgesic efficacy with minimal constipation and respiratory depression (29, 30•), 

confirming trafficking of pharmacological stimuli towards specific pathways as a strategy to obtain 

desired in vivo outcomes. The analgesic efficacy of TRV130 in the treatment of moderate to severe 

acute pain has been clinically confirmed (31, 32), but typical opioid-related side effects were also 

present (32). The authors suggested that fixed dosing methodology used in this phase II trial 

precluded robust tolerability comparisons, and that efficacy assessment in a more clinically 

relevant dosing scheme such as patient-controlled analgesia would more effectively reveal 

tolerability benefits of the biased ligand (32). 

2.6 ‘Signaling phenotypes’ and stratification strategies as predictive 

tools in drug discovery 

Because β-arrestin2 signaling has been directly linked to desirable and adverse clinical 

responses (3), the majority of studies have focused on bias between β-arrestin2-dependent and G 
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protein-dependent signaling (30•, 33, 34, 35). However, ligand signaling preferences have also 

been observed with respect to activation of different Gα subunits (27••, 36, 37, 38) as well as 

engagement of the Gβ5-RGS7 complex (39). Although the clinical benefits associated with these 

and other types of signaling preferences (e.g. differential activation of heterotrimeric G proteins 

with distinct Gβγ combinations (40, 41)) are only starting to be considered, they herald 

unprecedented complexity in drug signaling properties, and raise the question as to how to handle 

signaling granularity in terms of ligand characterization. 

Cell-dependent and time-dependent confounders introduce variation which hampers the use 

of bias estimates as the sole guide to obtain ligands with the best desirable versus side effect profiles 

(9••, 10•). At the same time, bias is the functional expression of specific signaling complexes 

formed by the ligand, the receptor and a directly interacting signaling partner. These partners 

delineate a unique conformational space which defines textured signaling profiles for each ligand-

receptor pair (12). A way to scan this conformational space and trace the signaling phenotypes it 

determines for different ligands is to monitor compound efficacy to modify signaling partners 

which directly stabilize the ligand-occupied receptor. BRET-based and/or FRET-based sensors 

allow to monitor rearrangements among heterotrimeric Gαβγ subunits (27••, 42, 43, 44), between 

receptors and G proteins (43, 44), G proteins and downstream effectors (45, 46) or receptors and 

β-arrestins (47). These tools can be used in heterologous systems to produce ‘conformation-based 

signaling phenotypes’ which should be less influenced by cell-specific confounders than 

integrative cellular responses. Figure 1a shows ligand preferences for receptors associated with 

different signaling partners. Ligand-induced conformational changes at the interface of receptor 

and each interaction partner can be monitored; the resulting measures of response (pEC50, Emax 

and/or Log(τ/KA)) at each of these interfaces can be then combined to produce a signaling profile 

for each ligand. Profiles containing comprehensive information for multiple ligands may be then 

stratified using clustering methods to group compounds according to signaling similarities 

(phenotypes) (Figure 1b). Ligands that are representative of each of the resulting clusters can be 

then tested in pre-clinical models to determine which phenotypes most frequently/efficiently 

support desired and undesired in vivo responses (Figure 1c). Being generated with biosensors and 

using immortalized cell-lines, these phenotypes would not necessarily generate a mechanistic link 

between signaling phenotypes and the clinical outcome being sought. They nonetheless provide a 

starting point for associating specific phenotypes with desired/undesired clinical outcomes. 
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One can further envision the use of inducible pluripotent stem cells (48) to characterize 

signaling phenotypes in more relevant cell models which mediate desired therapeutic actions and 

undesired, on-target effects. In these circumstances application of label-free methods in 

combination with integrative pharmacologic approaches (49, 50) should allow generation of 

signaling profiles while simultaneously embracing the intricacies of cell-specific responses. By 

clustering ligands according to these signaling phenotypes, it should be possible to identify 

compounds whose signaling efficacies predominantly evoke responses in cells mediating desired 

therapeutic actions and ligands that preferentially engage signaling in cells responsible for side 

effects. Returning to the MOR ligand example, this type of approach could allow a better definition 

of the overall contingent of signals responsible for central/peripheral analgesic actions of opioids 

versus myenteric signals contributing to constipation. 

In conclusion, trafficking of pharmacological stimuli towards specific signaling pathways 

is a promising avenue for development of novel and better therapeutic GPCR ligands. The way 

signaling preferences are currently assessed introduces cell and time-specific confounders that 

complicate the identification of promising ligands. The introduction of novel cellular models and 

use of clustering methods to manage signaling diversity should warrant further exploration of this 

promising avenue for drug discovery. 
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2.11  Figures 
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Figure 14. Comprehensive ‘signaling profiles’ define ‘signaling phenotypes’ with 

predictive value over in vivo responses.  

Interaction partners define a conformational space for the receptor which support textured signaling 

by each ligand. (b) Ligand-induced responses at each of these interaction points can be quantified 

and combined to produce a signaling profile for each ligand. An example of one of such profiles is 

enclosed within the small blue rectangle. Profiles can be stratified to define clusters of ligands with 

similar signaling profiles to define a signaling phenotype (each of the large three 

rectangles). (c) Representatives of each phenotype may be tested in vivo to associate 

desired/undesired responses to in vitro signaling. 
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3 Chapitre 3 : Hypothèses et objectifs  
 

Que ce soit pour le traitement de douleurs aiguës ou chroniques, l’utilisation d’analgésiques 

efficaces pour gérer la douleur est essentielle afin d’assurer une bonne qualité de vie des patients 

et une bonne convalescence sans complications ultérieures. L’innocuité des analgésiques 

administrés est également un enjeu crucial. C’est pourquoi il est important d’amener le plus 

rapidement possible au marché de nouveaux analgésiques, qu’ils soient opioïdes ou cannabinoïdes, 

qui répondent à ces critères. Pour ce faire, une bonne caractérisation préclinique des propriétés 

pharmacodynamiques des candidats-médicaments est essentielle. L’objectif principal de cette thèse 

était donc de caractériser des propriétés signalétiques des agonistes opioïdes permettant d’identifier 

des candidats avec un profil d’effets indésirables réduit, ainsi que de caractériser les propriétés 

analgésiques des phytocannabinoïdes et les cibles pharmacodynamiques impliquées dans cette 

réponse. Ces deux études sont reliées par le fait que l’étude sur les phytocannabinoïdes est une 

étape préalable à l’application des mêmes méthodes et objectifs que ceux utilisés dans l’étude sur 

les opioïdes mais dans un système pharmacologique analgésique différent (le système 

endocannabinoïde).   

 

3.1 Classification pharmacodynamique des ligands des récepteurs opioïdes pour 

inférer leurs effets indésirables potentiels  

Une des méthodes qui a été fortement étudiée pour la découverte d’analgésiques plus 

sécuritaires est le développement d’agonistes biaisés du récepteur MOR envers la voie des 

protéines G vs celle de la β-arrestine. Or, comme décrit dans la section précédente (article I) et 

ailleurs (301, 521), de nombreuses limitations sont associées au calcul des facteurs de biais. Nous 

avons donc tenté de proposer une méthode alternative à la mesure du biais.  

L’hypothèse du premier article de cette thèse était que des ligands de RCPG qui ont des 

propriétés signalétiques similaires à travers une multitude de voies auraient également des 

potentiels similaires à induire des effets thérapeutiques et indésirables en clinique. Nous pensons 

donc qu’en classifiant des ligands du MOR selon leurs similarités de paramètres 

pharmacodynamiques mesurés in vitro, nous pourrions générer des catégories de ligands du MOR 

qui auraient des profils d’effets indésirables cliniques similaires (Article II). Comme la réponse 
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pharmacodynamique d’un ligand est déterminée par des complexes signalétiques spécifiques 

formés par le ligand, le récepteur et les partenaires signalétiques, nous avons choisi d’utiliser la 

méthode de BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) pour étudier les réponses des 

agonistes du MOR à travers 10 voies représentatives de β-arrestines et des protéines G. La méthode 

de BRET permet de monitorer les changements conformationnels entre les différents partenaires 

signalétiques et a pour avantage d’être moins susceptible d’être influencée par des paramètres 

propres au contexte cellulaire. De plus, nous avons utilisé des effecteurs proximaux afin d’éviter 

autant que possible les facteurs confusionnels qui peuvent résulter d’interactions (cross-talk) entre 

les différentes voies de signalisation (462, 463). Afin de quantifier et de décrire de façon optimale 

l’agonisme des différents agonistes opioïdes testés, nous avons utilisé les paramètres de réponse 

maximale Emax, de puissance EC50 ainsi que les paramètres du modèle opérationnel τ et Log 

(τ/KA).  

 

3.2 Les contenus en THC et en CBD des médicaments à base de cannabis sont-ils de 

bons descripteurs de leurs potentiels analgésiques ?  

Malgré un potentiel prometteur dans les modèles précliniques, il existe présentement peu 

de médicaments à base de cannabis approuvés sur le marché pour le soulagement des douleurs 

chroniques neuropathiques. La régulation de ces derniers est basée sur leurs contenus de THC et 

sur des ratios THC:CBD standardisés. Cette pratique est fondée sur la supposition que les contenus 

en THC et en CBD sont représentatifs des effets biologiques des cannabinoïdes. Or, les extraits de 

cannabis contiennent une multitude d’autres composants qui peuvent interagir entre eux et aboutir 

à différents effets cliniques. Notre hypothèse du deuxième article de cette thèse était donc que les 

contenus en THC et en CBD ne seraient pas forcément de bons descripteurs des effets biologiques 

des cannabinoïdes, et en particulier de leurs effets analgésiques (Article III). Nous avons alors 

comparé les réponses analgésiques de traitements cannabinoïdes qui avaient des compositions 

chimiques différentes, mais qui avaient des contenus équivalents de THC et (ou) de CBD dans un 

modèle de neuropathie diabétique chez des rats. Nous avons choisi ce modèle de douleur chronique 

neuropathique, car la douleur chronique est l’une des conditions pour lesquelles le cannabis 

médical est le plus consommé (369-373) et, car la neuropathie diabétique est la forme de 

neuropathie la plus répandue dans la population (45-47). De plus, c’est un modèle que nous avons 

optimisé dans le laboratoire et qui nous a permis de distinguer les propriétés analgésiques de 



106 

 

différents agonistes du DOR (522).  Il est connu que les récepteurs CB1, CB2 et des canaux TRPV1 

sont des cibles majeures du système endocannabinoïde qui sont surexprimées dans les conditions 

neuropathiques (499, 519). Néanmoins, peu de données existent sur la façon dont différentes 

compositions de cannabinoïdes engagent ces cibles pour induire leurs réponses analgésiques. Nous 

avons donc testé la possibilité que différents traitements cannabinoïdes puissent recruter de façon 

distincte ces cibles thérapeutiques.    
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4 Chapitre 4 : Classification pharmacodynamique des 

ligands opioïdes et association avec leurs effets indésirables 

(Article II)  

Bien que l’agonisme biaisé soit un concept éloquent en théorie, lorsque des agonistes du 

MOR biaisés vers la protéine G par rapport à la β-arrestine furent testés in vivo et en clinique, ils 

n’ont pas pu répondre aux attentes initiales d’une absence d’effets indésirables (ils avaient toutefois 

une fenêtre thérapeutique légèrement améliorée par rapport à la morphine et au fentanyl) (236, 314, 

316, 317). Parmi les raisons expliquant ces échecs sont les défis qui se posent avec la quantification 

du biais. En effet, la méthode actuellement utilisée pour investiguer le biais repose sur l’utilisation 

des coefficients de transduction normalisés Δlog (τ/KA) pour calculer des facteurs de biais. Cette 

méthode permet de comparer seulement deux voies de signalisation entre elles et ne permet pas de 

représenter la complexité de signalisation des récepteurs MOR ainsi que les préférences d’un ligand 

à travers toutes ces voies.  

Nous avons vu dans l’article I que des facteurs confusionnels temporels et liés au contexte 

cellulaire pouvaient influencer la magnitude et la directionnalité du biais (463). De plus, d’après 

une étude menée par Onaran et al., la valeur du facteur de biais estimé varie selon la méthode de 

calcul utilisé (301), différentes méthodes peuvent donc aboutir à différentes préférences 

signalétiques. Il était donc important de développer une meilleure stratégie d’évaluation des 

candidats-médicaments afin d’identifier de nouveaux analgésiques opioïdes avec un meilleur profil 

thérapeutique. C’est ce que nous avons voulu faire dans l’article qui suit où nous avons développé 

une méthode qui permet de classifier les agonistes du MOR et d’autres RCPG selon leurs 

similarités en termes d’activation d’une multitude de voies de signalisation. Nous avons démontré 

que ces clusters qui groupent des ligands avec des similitudes signalétiques pouvaient être associés 

à des fréquences de rapports des effets respiratoires, gastro-intestinaux et de somnolence pour 

différents opioïdes utilisés en clinique. La principale différence entre les clusters était l’efficacité 

des agonistes. Nous avons également trouvé que les effets indésirables des opioïdes étaient associés 

aussi bien à des signaux d’activation des protéines G que ceux de recrutement des β-arrestines.  

Nous étions alors, à notre connaissance, les premiers à suggérer que le profil légèrement amélioré 

des agonistes du MOR dit « biaisés » était dû à leur faible efficacité intrinsèque à activer le MOR 

et non à un agonisme biaisé vers les protéines G par rapport à la β-arrestine.  
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4.1 Abstract 

Signaling diversity of G protein-coupled (GPCR) ligands provides novel opportunities to 

develop more effective, better-tolerated therapeutics. Taking advantage of these opportunities 

requires identifying which effectors should be specifically activated or avoided so as to promote 

desired clinical responses and avoid side effects. However, identifying signaling profiles that 

support desired clinical outcomes remains challenging. This study describes signaling diversity of 

mu opioid receptor (MOR) ligands in terms of logistic and operational parameters for ten different 

in vitro readouts. It then uses unsupervised clustering of curve parameters to: classify MOR ligands 

according to similarities in type and magnitude of response, associate resulting ligand categories 

with frequency of undesired events reported to the pharmacovigilance program of the Food and 

Drug Administration and associate signals to side effects. The ability of the classification method 

to associate specific in vitro signaling profiles to clinically relevant responses was corroborated 

using β2-adrenergic receptor ligands. 
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4.2 Introduction 

G protein-coupled receptors (GPCRs) modulate practically every aspect of human 

physiology and are the target of ~30% of FDA-approved medicines1. When activated these 

receptors undergo conformational changes 2,3 that determine the type and the magnitude of signals 

triggered within the cell 4. This signaling configuration supports ligand-specific activation of the 

different pathways 4, and provides a theoretical opportunity for directing pharmacological stimulus 

toward pathways that underlie desired therapeutic responses and away from those responsible for 

undesired side effects 5,6. However, in spite of this promise 5 development of therapeutic biased 

ligands has yet to translate into more effective and/or better-tolerated medicines 7,8,9,10,11. 

Different challenges have hindered the development of clinically effective biased ligands. 

Except for limited examples 12,13,14, we ignore the signals underlying desired and undesired clinical 

responses of GPCR ligands. To access this knowledge and apply it to drug discovery, it is necessary 

to identify signaling preferences and to associate distinct signaling profiles to desired/undesired 

clinical outcomes 15,16. The way in which signaling preferences are currently identified in drug 

discovery efforts involves calculation of “bias factors”, an approach that uses consolidated 

(Log(τ/KA)) transduction coefficients to measure the extent to which a ligand preferentially 

activates one pathway over another 17,18,19. This type of evaluation compares signals in a pairwise 

manner, a dichotomous approach that provides a fragmented view of a ligand’s signaling 

preferences across the multiplicity of pathways. Perhaps more troubling for the use of “bias factors” 

as descriptors of potential clinical responses is the fact that their estimated magnitudes vary with 

the calculation method used to produce them 15. Finally, the same “bias factor” may describe drugs 

with very different efficacies at the pathways of interest 20 further questioning the value of these 

measures as predictors of desired/undesired in vivo responses. In an effort to circumvent at least 

some of these limitations, we sought an alternative way to identify signaling preferences and 

classify GPCR ligands. 

One of the most studied examples of how biased signaling may support development of 

more effective and/or better-tolerated therapeutic agents is that of opioid analgesics. Preclinical 

models have indicated that β-arrestin2 (βarr2) knockout mitigates constipation and respiratory 

depression induced by morphine 21, pointing to the possibility that mu opioid receptor (MOR) 

agonists that preferentially activate G protein signaling over βarr2 recruitment could induce less of 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR1
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR2
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR3
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR4
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR4
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR5
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR6
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR5
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR7
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR8
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR9
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR10
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR11
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR12
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR13
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR14
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR15
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR16
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR17
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR18
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR19
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR15
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR20
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these side effects 12,13,14. Here, we use this prototypical example to establish that clustering MOR 

ligands according to similarities in pharmacodynamic parameters for multiple responses, captures 

their signaling differences and preferences. We show that ligands with similar G protein/βarr 

responses cluster together, and provide evidence that ligands within different categories display 

distinct frequencies of gastrointestinal and respiratory events reported to the FDA 

pharmacovigilance program. Moreover, when ligands are clustered according to either G protein 

or βarr responses both signals directly associate to side effects. The practical value of the 

classification method proposed is further illustrated by the fact that ligand categories defined by 

similarity of G protein responses at β2-adrenergic receptor (β2AR) correlate with sympatholytic 

cardiovascular (CV) events and bronchoconstriction. 

 

4.3  Results 

4.3.1 Clustering ligands according to pharmacodynamic similarities 

We sought a method to identify and group together ligands with overall similarities in a 

multiplicity of signaling pathways while simultaneously discerning those with overall differences 

in features, such as efficacy, potency, and signaling preferences. To test the ability of the method 

to accomplish this task independent of idiosyncrasies in experimental data sets, we generated a set 

of 320 virtual compounds as variations of 16 prototypical profiles characterized by a combination 

of pharmacodynamic features across six different readouts (see the Methods section). Profiles are 

shown in Supplementary Fig. 1. Criteria to classify ligands according to pharmacodynamic 

similarities were empirically established by generating matrices, in which each ligand was 

represented by individual logistic (Emax, pEC50) or operational (Log(τ), pKA, Log(τ/KA)) 

parameters, as well as their combinations. Matrices were then subject to nonnegative matrix 

factorization (NNMF)22 to identify essential, nonredundant features, and k-means clustering was 

subsequently used to classify ligands according to these features23. Iterations were used to 

incorporate the error associated with each mean parameter value, ensuring its propagation 

throughout the clustering procedure (see the Methods and Supplementary Fig. 2). The result of this 

procedure was a ligand × ligand similarity matrix that quantifies how frequently any two 

compounds clustered together over the iterations. Final similarity matrices were submitted to 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR12
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR13
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR14
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM1
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR22
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR23
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM1
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hierarchical clustering to establish row and column ordering according to similarity, and visualized 

as heatmaps. Figure 1 shows heatmaps for the progressive associations of parameters leading to 

identification of Log(τ), Emax, and Log(τ/KA) as a combination faithfully recreating the 16 profiles 

initially defined. Operational efficacy (τ) by itself was not sufficient to fully distinguish ligands 

with different profiles (Fig. 1a, d). Introducing measures of signaling capacity (Emax) improved the 

classification (Fig. 1, e), but discrimination was not optimal unless values for transduction 

coefficient Log(τ/KA) were also included (Fig. 1c, f). Unlike Log(τ) and Emax values, transduction 

coefficients incorporate potency information24,25 and thus provide a different dimension on which 

ligands can be distinguished. In effect, Log(τ/KA) coefficients were correlated with logistic 

potency estimates (pEC50) (Supplementary Fig. 3a), so the classification afforded by Log(τ)-Emax-

pEC50 (Supplementary Fig. 3b, c) was quite similar to the one produced with Log(τ)-Emax-

Log(τ/KA). Profiles recreated by classifying ligands according to Log(τ)-Emax-Log(τ/KA), are 

shown in Supplementary Fig. 4, revealing a minimal number of displaced compounds. 

We then applied the proposed classification strategy on experimental data. 

Multidimensional signaling profiles for this analysis were generated using ten different BRET-

based biosensors that monitor βarr recruitment and G protein signaling. G-protein signaling was 

monitored through conformational rearrangements within Gαi1-2/oAβ1γ2 heterotrimers 26, at the 

interface of Gβ1γ2/Kir3 channel subunits 27, or as changes in cAMP levels 28,29. Βarr recruitment to 

the receptor was assessed for βarr1, βarr2, and βarr2 in presence of GRK2, GRK5, or GRK6 to 

account for possible impact of expression differences between the screening system (HEK 293) 

and target neurons where GRK levels are higher 30. Net BRET values obtained in cells co-

expressing human MORs (hMOR) and different biosensors in presence/absence of the endogenous 

ligand Met-Enkephalin (Met-ENK) are shown for reference in Supplementary Fig. 5. 

Concentration response curves (CRCs) for 10 known opioids (Fig. 2), and 15 novel compounds 

(Supplementary Fig. 6) identified in the context of a screening campaign at Pfizer Inc.31, were then 

generated and analyzed with the logistic equation and the operational 32 model. Each ligand was 

phenotypically described by corresponding τ, EMAX, and Log(τ/KA) values (± SEM) derived from 

5 G protein- and 5 βarr-related responses (Supplementary Data 1). These were analyzed with 

NNMF/k-means clustering as above and represented as heat maps for ligands (Fig. 3a) and for 

parameters (Fig. 3b). 
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4.3.2  Ligands within the same cluster share quality and magnitude of response 

An essential pharmacological question is to identify the pathways and pharmacodynamic 

properties primarily responsible for ligand clustering. The overall resemblance among relative 

magnitudes of operational and logistic parameters from different functional readouts is shown in 

Fig. 3b delineating three clusters of parameters. To further characterize differences among ligand 

categories, we investigated whether the magnitude of parameters describing ligand response in 

each assay was different across the three clusters of ligands. To do so, we used a Kolmogorov–

Smirnoff test to compare the distribution of parameter values in each cluster to that of the overall 

population (detailed in Supplementary Fig. 7). Only certain parameters in each cluster contributed 

to ligand discrimination, and they did so to different extents (Fig. 3c). Those in cluster A had the 

most weight, as 29.9% of comparisons identified at least one distribution of parameters 

significantly different from that of the whole population. Overall, 14.9% of comparisons in cluster 

B and 3.5% in cluster C also significantly contributed to ligand discrimination. Alternatively, 

ordering parameters by type (Fig. 3d) revealed that efficacy-related parameters (Emax and τ) had 

the most weight in the classification (52.0% and 36.0% of the comparisons, respectively, identified 

distributions different from the whole population) while Log(τ/KA) played a smaller role 

separating primary compound clusters (11.0%). Finally, Supplementary Table 1 shows assay 

parameters significantly contributing to ligand clustering. The diversity of signals determining 

cluster assignment distinguishes this multidimensional classification from dichotomous 

comparisons underlying bias magnitudes. 

Importantly, despite independence from bias magnitudes, the proposed classification 

strategy still allows to evaluate relative contributions of βarr and G protein signaling to ligand 

assignment to clusters. To access this information, drugs were re-clustered using subsets of the data 

corresponding exclusively to G protein (Supplementary Fig. 8a) or to βarr (Supplementary Fig. 8b) 

assays, and the resulting similarity matrix produced with each partial data set was compared with 

the matrix generated using the complete set of values. Differences between matrices were 

quantified as described in the Methods section and Supplementary Fig. 9, and expressed as the 

proportion of changes in ligand distances that were compatible with a switch in clusters between 

the two compared matrices. Clusters generated with βarr data differed by only 11.5% from clusters 

produced with the complete data set (Fig. 3e), underscoring the similarity of drug classes defined 

by βarr signaling patterns and complete signaling profiles. The partial data set for G protein 
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responses differed by 27.2% (Fig. 3e) from the complete ligand similarity matrix. Thus, although 

clusters generated with βarr or with G protein data sets resembled clusters produced with the 

complete data set more than did clusters generated with the corresponding randomized values, 

initial ligand clustering was more faithfully recreated by βarr responses (Fig. 3e), indicating that 

that this signal was the one primarily driving classification in the complete matrix. Profiles 

graphically representing Emax and Log(τ/KA) values for G protein and βarr readouts further 

highlight how the analysis clustered ligands according to type and magnitude of responses elicited 

(Fig. 4). Ligands in cluster #3 were full, reasonably balanced agonists characterized by maximal 

effects at βarr and G protein readouts. Ligands in cluster #2 were partial agonists for G protein-

mediated responses with measurable βarr recruitment only in presence of overexpressed GRKs, 

while ligands in cluster #1 displayed minimal or no βarr recruitment and G protein responses were 

overall smaller than in cluster #2. 

While it may be feasible to monitor ten different signaling outcomes for a small group of 

ligands, it is unlikely that this could be done in high-throughput screening or structure–activity 

profiling. Hence, once we had identified the signals that contributed the most to drug classification, 

we determined whether a reduced number of assays could convey similar diversity. To this end, 

βarr2 + GRK2, βarr2 + GRK6, Gαi2, and cAMP were chosen as respective prototypes of βarr- and 

G protein responses. Similarity matrices generated from these individual signals or from their 

combinations were compared with the complete similarity matrix. As above, we compared each 

partial data set to the complete set of hMOR parameters, and then established if the proportion of 

ligands switching clusters was less than that observed for the corresponding randomized data set. 

For cAMP, the proportion of changes were larger than the expected random value (Fig. 3f), 

indicating minimal contribution of this signal to ligand classification. In contrast, for clusters 

generated with the other data subsets, the proportion of ligands switching clusters was significantly 

smaller than the random expectation (Fig. 3f), indicating that each of these signals significantly 

supported ligand discrimination in the complete data set, albeit to different extents. 

The combination of βarr2 + GRK2 and βarr2 + GRK6 data was the best at reproducing 

clustering obtained with the complete hMOR similarity matrix (91.4%; Fig. 3f). In comparison, the 

Gαi2 data set either combined with cAMP or in isolation moderately recreated the clusters of the 

complete matrix (Gαi2 = 74.4%, Gαi2 + cAMP = 69.0% differences). Combining all four assays 

added little extra precision as compared with βarr2 + GRK2 with βarr2 + GRK6 (Fig. 3f). Thus, 
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taken together, these data indicate that it is possible to first identify the signals that primarily 

contribute to signaling diversity of a group of compounds at a given receptor, and then use these 

signals as surrogate readout for screening campaigns over large collections of compounds. 

 

4.3.3 Ligand clusters are informative of possible side effects 

Preclinical studies suggest that signaling diversity of MOR agonists provides a means of 

improving tolerability of opioid analgesics 12,13,14. Therefore, it was of interest to determine if the 

pharmacodynamic clusters just defined could inform us about clinical side effects of ligands in 

each category. To address this issue, we first used standardized gamma (SD gamma) scores 33 to 

identify adverse events most frequently reported for opioids in the Food and Drug Administration’s 

pharmacovigilance data base (Adverse Effects Report System (AERS)), and then calculated the 

scores of these events for each of the prescription opioids used in the study. These measures of side 

effect prevalence were associated to ligands in the different clusters by using the Euclidian distance 

between ligands in the similarity matrix. Tramadol was set as the arbitrary origin, and distances 

separating the rest of prescription opioids from tramadol in the Log(τ)-Emax-Log(τ/KA) matrix were 

consigned as measures of ligand similarity. These measures were then correlated to the SD gamma 

scores for each ligand’s side effects. A complete list of the 80 events considered along 

with r2 and p-values for each correlation is provided in Supplementary Data 2. Correlations that 

were significant (p ≤ 0.05) and/or explained at least 60% of the variance (r2 ≥ 0.60) were 

considered. Applying these criteria, ligand position in the Log(τ)-Emax-Log(τ/KA) matrix was 

correlated to 6 out of a total of 80 associations considered (7.5%), including gastrointestinal (GI) 

events, respiratory depression, and somnolence (Table 1), all typically associated to opioid therapy 

34,35. These correlations confirm that signaling categories defined by unsupervised clustering can 

be associated to distinct frequency of report of undesired effects of opioid ligands. 

Log(τ) and Emax were the main determinants of ligand position in the matrix constituting 

89.0% of parameters effectively grouping ligands into clusters (Fig. 3d). Not surprisingly, if 

ligands were classified exclusively using these efficacy-related parameters, all side effects 

previously associated with ligand position in the Log(τ)-Emax-Log(τ/KA) matrix remained 

correlated with their positions in this efficacy-only matrix (Table 1). Actually, categories driven 

by efficacy measures associated with more side effects than clusters established by including 
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Log(τ/KA) as an additional classification criterion (Table 1). Thus, even if functional affinity 

information within transduction coefficient affords better discrimination of ligands, it also acts as 

a confounder for cluster association to side effects. 

 

4.3.4 Associating side effects to specific signals 

Preclinical studies have suggested that MOR agonists that preferentially engage G protein 

over βarr responses could display less gastrointestinal and respiratory side effects in the clinic 

12,13,14. Hence, we were interested to find out whether AERS reports for opioids would distinctively 

correlate with ligand categories defined either by G protein or βarr signaling. There has been 

considerable debate as to whether biased signaling is best identified using Log(τ/KA) transduction 

coefficients 17,24,25 or efficacy-related measures 36,37. Hence, partial matrices in which drugs were 

classified according to G protein or βarr responses were generated using either Log(τ)-Emax or 

Log(τ)-Emax-Log(τ/KA) as classification criteria. Supplementary Fig. 10 shows how frequency of 

faecaloma report correlates to similarity scores in these four partial matrices. Considering the 

classification based exclusively on Log(τ)-Emax values, categories defined by βarr and G protein 

responses were both correlated to faecaloma report (Supplementary Fig. 10a), implying no 

differential association of these signals to the undesired event. In contrast, when Log(τ/KA) 

coefficients were additionally considered, faecaloma report correlated to βarr, but not G protein 

responses (Supplementary Fig. 10b). However, it is worth considering how inclusion of Log(τ/KA) 

values breaks the correlation previously established with efficacy-based categories. BUP has a high 

transduction coefficient that cannot be distinguished from those of fentanyl (FEN) or loperamide 

(LOP), causing the partial agonist to move closer to these efficacious ligands in the matrix. Yet 

BUP’s transduction coefficient is driven by its high affinity 38,39, and regardless of its position 

among efficacious agonists its side effects profile remains determined by its partial efficacy, 

disrupting the correlation. 

Opioid modulation of acute ileum contractility is G protein-driven by effectors that 

hyperpolarize myenteric neurons and inhibit neurotransmitter release by vagal terminals 40,41,42,. 

We used this G protein-mediated response to ascertain that failure to correlate faecaloma report to 

categories partly defined by Log(τ/KA) was not due to the method itself. In effect, as shown in 
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Supplementary Fig. 10c–e, frequency of faecaloma report correlated with Log(τ) but not 

Log(τ/KA) values describing ligand inhibition of ileum contraction. 

 

4.3.5 Signaling and structural clusters convey complementary information 

about side effects 

Structural criteria are used to classify, compare, and infer possible commonalities of in vivo 

responses for drug candidates 43. We therefore compared categories of ligands defined by 

pharmacodynamic and structural criteria. Ligand structure was described using Tanimoto 

values44 derived from standard fingerprint representations (Supplementary Data 3–5), and these 

values were then clustered using the same NNMF/k-means method as previously applied on 

signaling profiles. The resulting clusters are shown in Supplementary Fig. 11a, and representatives 

of each structural group are provided in Supplementary Fig. 12. Structural and pharmacodynamic 

similarity matrices were then compared, indicating that 36.0% of changes in ligand distance were 

compatible with a switch in cluster when the two different criteria were applied. This value was 

significantly lower when compared with 43.5% switches observed using randomized structural 

data (z-score = −2.803; p < 0.01), denoting some degree of statistical similarity between signaling 

and structural categories (Source data provided). However, the degree of similarity was low as 

schematically represented in Supplementary Fig. 11b. In keeping with this notion, clusters based 

on chemical structures were correlated with a different set of reported events than those associated 

with the pharmacodynamic clusters (Table 1). In particular, ligand distances in the matrix 

generated with chemical structures correlated with 12.5% of reported events, including pruritus, a 

typical opioid associated complaint 45, as well as with reports of withdrawal and fluctuations in 

response and drug levels (Supplementary Data 6). Since structure determines pharmacokinetic 

properties, it is not surprising that structural categories associate with fluctuations in drug effects 

and even withdrawal symptoms 46. On the other hand, and in spite of pharmacodynamic properties 

also being determined by structure, categories based on structural fingerprint representations failed 

to identify any of the events that associated with signaling categories, emphasizing the value of 

complementing structural information with a signal-based classification. 
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4.3.6  Ligand clusters generated with different GPCRs 

We next examined whether clustering analysis could reveal pharmacodynamic similarities 

and differences among ligand responses generated at different opioid receptor subtypes. To do so, 

we used the same set of biosensors as for hMORs to monitor ligand activity at rat MORs (rMORs), 

human delta opioid receptor (hDORs) and rat DORs (rDORs). Corresponding input matrices 

containing logistic and operational parameters for each receptor (Supplementary Data 7–9) were 

analyzed as before to yield individual similarity matrices and associated heatmaps (Fig. 5a–c). 

Differences in clustering across receptor subtypes and species were evaluated by comparing 

similarity matrices for each receptor and are summarized in Fig. 5d. These comparisons revealed 

that the pattern of signaling diversity of this group of opioid ligands was reasonably conserved 

within the same receptor from different species. Indeed, in comparisons between rat and human 

MORs or rat and human DORs, the proportion of changes in ligand distances that were compatible 

with a switch in cluster was significantly less for actual as compared with randomized data sets 

(Fig. 5e), confirming congruent patterns across species. 

In contrast, when clusters generated with data sets from MORs and DORs within the same 

species were compared, their differences were statistically indistinguishable from those obtained 

by comparing corresponding sets of randomized data (Fig. 5f), indicating that the analysis 

discerned the distinct pharmacological profiles of the two receptor subtypes. To identify the source 

of these differences, we compared the relative contribution of βarr and G protein responses in 

driving ligand clustering this time according to hDOR responses. Clusters generated with each 

partial data set bore statistical similarity to clustering done using the complete data set, and no 

statistical difference was revealed between clusters produced with βarr and G protein parameters 

(Fig. 5g). To more precisely establish the weight of βarr and G protein responses to clustering of 

ligands according to hDOR signaling, we investigated how every value in the similarity matrix 

changed when considering hDOR clusters produced with the complete data set, and clusters 

generated with pathway-specific data sets. As shown in Fig. 5h, the variations between the 

complete and the G protein similarity matrices paralleled the differences between the complete and 

the βarr similarity matrices, indicating the two types of signals similarly contributed to the 

classification of ligands according to responses generated at hDORs. In contrast, and consistent 

with the fact that βarr recruitment was the main determinant in hMOR clustering, the differences 

between G protein and complete matrices were more frequent and larger than those for the 
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corresponding βarr comparison (Fig. 5i). A graphical representation of hDOR clusters is given in 

Supplementary Fig. 13. 

Finally, we assessed whether clustering according to signaling profiles could be extended 

to GPCRs that couple to effectors different than those activated by opioid receptors. For this 

purpose, we considered published 47 and novel data generated with β2-adrenergic receptor (β2AR) 

ligands including: (a) G protein-dependent responses (Gαs activation, cAMP production, 

Ca2+ mobilization) 48, (b) βarr-mediated responses (βarr2 recruitment and receptor internalization), 

and (c) ERK signaling, a multifaceted response involving both G proteins and βarrs 49. Parameters 

describing concentration response curves for each of the readouts (Supplementary Data 10) were 

analyzed by NNMF and k-means to reveal four different drug categories (Fig. 6a). Cluster #1, 

including isoproterenol (ISO) and norepinephrine (NE), was characterized by measurable agonist 

efficacy at all readouts. Salbutamol (SALB) and salmeterol (SALM) in cluster #2 could be 

distinguished from the first category because of their minimal responses at βarr-dependent 

readouts. Carvedilol (CARV) and propranolol (PRO) behaved as agonists only in the ERK pathway 

(Cluster #3), while ICI118,555 and metoprolol (MET) had no efficacy except for inverse agonism 

at Gαs and cAMP assays (cluster #4). The complete signaling profiles for ligands in different 

clusters are provided in Supplementary Fig. 14. 

As shown in Fig. 6b, partial data sets for Gαs/cAMP/Ca2+ and for βarr-

recruitment/endocytosis recreated original clusters better than their corresponding randomized 

controls, indicating significant contribution of these signals to ligand clustering. To establish 

whether these categories were also relevant to human pharmacology, we evaluated their association 

to pharmacovigilance data. For this purpose, undesired cardiovascular and respiratory events most 

frequently reported for β2AR agonists and antagonists were first identified, and SD gamma scores 

representing the frequency with which these events were reported for the prescription ligands used 

in the study was correlated to their signaling similarity (measured as Euclidian distances in the full 

matrix) (Supplementary Data 11). We found that increasing distance from the agonist ISO was 

significantly correlated (p < 0.05) with increasing frequency of reports for hypotension, decrease 

in blood pressure, sinus bradycardia, atrioventricular block, sinus arrest, and need for inhalation 

therapy (Table 2). Interestingly, the first four events in this list typically correspond to reduced 

sympathetic tone on cardiovascular function 50. Hence, their more frequent association with ligands 

that clustered furthest apart from ISO is entirely consistent with gradual loss of efficacy at β2AR. 
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Moreover, these four events were also negatively correlated with ligand efficacy to induce Gαs, 

cAMP, and Ca2+ signaling (Table 2), an overlap that is consistent both with the well-document role 

of these signals in maintaining heart chrono-, and inotropism 51 and with the fact that G protein-

dependent signals significantly drove ligand clustering. Gαs, cAMP, and Ca2+ signaling categories 

also showed increasing reports of deleterious effects on respiratory function, some of them such as 

asthma, asthmatic crisis, status asthmaticus consistent with bronchoconstriction, as distance from 

ISO and β2AR antagonism increased. Thus, pharmacodynamic categories defined by as few as 

eight ligands were sufficiently robust to reveal a well-known association between sympatholytic 

CV events or manifestations of bronchoconstriction and modulation of G protein activity by β2AR 

ligands. The observation reinforces the notion that unsupervised clustering of multidimensional 

signaling profiles allows the association of signals generated in simple cellular models to possible 

clinical effects of GPCR ligands. 

4.4  Discussion 

This study introduced a stepwise analysis in which GPCR ligands were organized into 

pharmacodynamic categories that could be then associated with clinically relevant responses. 

Pharmacodynamic parameters that best supported classification of ligands ((Log(τ)-Emax-

Log(τ/KA)) were empirically chosen by consecutively applying NNMF and k-means clustering to 

different combination of parameters informative of efficacies and functional affinities. The 

procedure was successfully applied to classify groups of ligands ranging from 8–320 in number, 

and representative of a multiplicity of signaling profiles. 

Ligand categories generated with (Log(τ)-Emax-Log(τ/KA)) values from hMOR data were 

primarily driven by ligand diversity in βarr signaling efficacy, but G protein responses also 

contributed to the classification. Measured similarity among signaling profiles of prescription 

opioids present in the different categories was correlated with their corresponding frequencies of 

AERS reports for typical opioid side effects, indicating that the categories established by applying 

this exploratory method may allow to establish meaningful associations between in vitro signals 

and clinically relevant drug actions. This notion was further supported by observations that 

pharmacodynamic categories defined for β2AR ligands were essentially driven by G protein 

responses and associated to G protein-driven sympatholytic effects 52,53. Hence, by unveiling these 

well-documented associations, we established that clustering analysis of concentration–response 
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parameters allows to associate multidimensional in vitro signaling profiles to clinical responses. 

Such use of curve parameters should prove beneficial for identifying signals that support specific 

responses of interest and for which mechanistic information is unavailable. Pharmacodynamic 

categories defined by efficacy-related parameters (Log(τ)-Emax) had stronger and more frequent 

correlations to side effects than those defined by additional inclusion of affinity information 

provided by transduction coefficients. On the other hand, ligand differentiation was optimal when 

transduction coefficients were taken into account, calling for a discretionary decision on which 

parameters to use depending on the goal of the classification. 

By classifying opioid ligands according to pathway-specific responses, it was possible to 

explore whether specific signals were driving typical side effects of opioids. We found that 

association of faecaloma report to categories defined by G protein responses was influenced by the 

parameters used in ligand classification. In Log(τ)-Emax matrices, G protein and βarr categories 

were both directly correlated with reports for this side effect, implying that weaker agonists were 

associated with lower frequency of reports. In contrast, the correlation with G protein responses 

was disrupted if Log(τ/KA) values were also considered, suggesting a scenario were G protein 

signaling would not associate to side effects. This divergence as compared with Log(τ)-

Emax matrices is linked to the fact that despite its partial efficacy and a side effects profile consistent 

with partial agonism, Log(τ/KA) coefficients could not distinguish this low-efficacy–high-affinity 

ligand from much more efficacious agonists, such as morphine or oxycodone. In contrast to G 

proteins, βarr categories correlated to faecaloma report independent of the parameters used for 

classification, as transduction coefficients for βarr responses were consistent with BUP’s low 

efficacy. Log(τ/KA) transduction coefficients are largely used to identify biased ligands 17,25, so a 

word of caution is warranted for bias measures driven by functional affinity since only efficacy 

parameters are predictive of the magnitude of in vivo responses 54. 

It is also of interest that maximal responses for βarr and G proteins decreased in parallel 

across the different clusters, albeit not to the same extent. Indeed, βarr signals gradually 

disappeared while those of G proteins grew progressively smaller without completely vanishing. 

Such systematic imbalance between the two types of signals has been previously reported 55, and 

is akin to system bias 25 where βarr responses are less well coupled to the receptor than G protein 

signals. Within this context, absence of βarr responses may simply indicate partial agonism and 

not signaling bias. As a matter of fact, all novel biased hMOR ligands presented herein as well as 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR17
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR25
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR54
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR55
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR25
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those published to date (i.e.: TRV130 12; PZM21 13 and Scripps compounds 14) are partial agonists 

at G protein responses. This raises the possibility that currently available biased ligands could 

simply produce less side effects because they are partially effective at stimulating the receptor, and 

not necessarily because of greater efficacy for activating the G protein over βarr. A miss-

interpretation of bias might be a problem for future clinical applications since a partial agonist may 

also produce a submaximal analgesic response. In this sense, it is of interest that βarr-G protein 

signaling profiles of the latest hMOR ligands 14 resemble those obtained in this study for BUP, a 

partially effective analgesic56. It is also worth considering that the clinical profile of TRV130, a 

partial hMOR agonist which was clinically tested as the first biased agonist for MORs, did not 

significantly differ from morphine’s profile at doses with equivalent analgesic effects 10. Finally, 

when PZM21 was independently tested after its initial description as biased agonist, it was shown 

to behave as a partial agonist in βarr and G protein readouts, and to produce respiratory depression 

commensurate with partial signaling 10. 

Structural similarity is another means for inferring common in vivo responses of therapeutic 

drug candidates early in the discovery process 43. Here, when clusters established on the bases of 

signaling and structural resemblance were compared, they displayed nonrandom but marginal 

similarity. Different reasons could explain the low degree of similarity between categories 

established with structural and pharmacodynamic criteria, including incomplete representation of 

structural diversity of opioid ligands within the sample used, or different discriminatory power of 

signaling profiles and current descriptors of structural properties. Consistent with their low degree 

of similarity, structural, and pharmacodynamic categories were associated with different types of 

undesired events. Indeed, structural similarities were more frequently associated with fluctuations 

in therapeutic response, which are typically associated with pharmacokinetic properties 42. On the 

other hand, signaling categories specifically correlated with on-target side effects, pointing to the 

complementarity of both approaches when characterizing a limited number of compounds of 

interest. 

In conclusion, we presented an unsupervised classification method that incorporates distinct 

and complementary data sources to comprehensively describe signaling diversity of GPCR ligands. 

The procedure identifies signaling imbalance independent of whether bias in the response co-varies 

with efficacy, it was applied to a large diversity of signaling profiles and distinguishes subtle 

differences in signaling preferences. 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR12
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR13
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR14
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR14
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR56
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR10
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR10
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR43
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR42
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4.5 Methods 

Materials and reagents 

Standard opioids were purchased from Cedarlane (Burlington, Canada) and Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). Fifteen novel compounds were provided by Pfizer Inc. (Worldwide 

Research and Development). (−)-Isoproterenol hydrochloride, (−)-norepinephrine, DL-propranolol 

hydrochloride, ( ± ) metoprolol ( + )-tartrate salt, carvedilol, and salmeterol xinafoate were 

purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). ICI 118,551 and salbutamol hemisulfate were 

purchased from Tocris Bioscience (Ellisville, MO). Coelenterazine 400a was purchased from 

Biotium. 

 

Plasmids and DNA constructs 

A cleavable signal sequence of influenza hemagglutinin (MKTIIALSYIFCLVFA) and a 

Flag tag (MDYKDDDDA) were added to the human MOR1, rat MOR1, human DOR, and rat DOR 

and, their coding sequence optimized and synthetized as Strings DNA Fragments at GeneART 

(ThermoFisher Scientific). The DNA Strings were subcloned by Gibson assembly (New England 

Biolabs Canada) in pLVX-IRES-Puro (Clontech Laboratories, Inc). Untagged versions of the 

receptors were made by an internal NcoI deletion, removing the coding sequence of the Flag tag. 

Constructs encoding for GFP10-tagged receptors were made by PCR overlap; the coding sequence 

of each signal-peptide Flag-receptors was PCR-amplified to remove the stop codon and assembled 

by PCR overlap with the coding sequence of GFP10. The resulting PCR products were subcloned 

by Gibson assembly in pLVX-IRES-Puro. Constructs encoding the Epac-based cAMP sensor 

(GFP10-Epac-RlucII), RlucII-tagged Gα (αi1, αi2, αoA, αs), GFP10-Gγ1, GFP10-Gγ2, β-

arrestin1-RlucII, β-arrestin2-RlucII, RlucII-Gγ2, human β2-adrenergic receptor (hβ2AR), and 

cmyc-hβ2AR-GFP10 were previously described (PMID: 15782186, PMID: 22534132, PMID: 

23175530, PMID: 24309376, PMID: 19584306, PMID: 26658454, PMID: 16901982, PMID: 

15155738). pCDNA3.1 ( + ) Gβ1 was bought at Missouri University of Science and Technology 

(cdna.org). Plasmids encoding for the following proteins were generously provided as follows: 

GRK6 and GRK2 by Dr Antonio De Blasi (Istituto Neurologico Mediterraneo Neuromed, Pozzilli, 

Italy), GRK5 by Dr Robert Lefkowitz (Duke University, Durham, NC). Kir3.2-GFP10 by Dr Terry 
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Hebert (McGill University, Montréal, Canada). Kir3.1 subunit by Dr. Deborah J. Nelson 

(University of Chicago, Chicago, IL). 

 

Cell culture and transfection 

HEK293 cells were a kind gift of Dr. Laporte, McGill University57. They were cultured in 

100 mm Petri dishes (Sarstedt, Germany) at 37 °C and 5% CO2 in the Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine and 100 unit 

mL−1 penicillin-streptomycin. 

Transient transfections of vectors encoding BRET biosensors in combination with 

complementary signaling partners were performed in 100 mm Petri dishes (3 × 106 cells) for G 

protein and Kir3.2 channel activation assays and in 96-wells culture plates coated with polyD-

lysine (PerkinElmer, MA, USA) for βarr recruitment assays (32,000 cells/well), using the 

polyethylenimine transfection reagent (Polysciences, PA, USA) at a PEI/DNA ratio of 3:158. For 

cAMP production assays, stable cell lines expressing the GFP10-Epac-RlucBRET2-cAMP 

biosensor59 were plated in six-wells plates (Greiner bio-one, Austria) and stably transfected with 

1 μg of either MORs or DORs (human or rat) biosensor using PEI. They were selected 

respectively using hygromycin (100 µg mL−1) and puromycin (10 mg mL−1). 

 

BRET assays 

Ligand preparation: Agonists were dissolved in DMSO and spotted on 96-well white 

bottom microplates (Greiner bio-one) using the HP D300 Digital Dispenser (Tecan Life Sciences). 

DMSO concentration was normalized for each point at 0.334%. 

Gαi and Gαo-activation assay: HEK 293 were co-transfected with DOR or MOR (human 

or rat), either of the BRET biosensors pairs: γ2-GFP10/GαoA-99-RlucII (Ratio 

Receptor/GFP/RlucII: 1:0.6:0.12), γ2-GFP10/Gαi1–91-RlucII (Ratio Receptor/GFP/RlucII: 

1:0.6:0.12), or γ2-GFP10/Gαi2-99-RlucII (Ratio Receptor/GFP/RlucII: 1:0.72:0.12) together with 

untagged Gβ1(Ratio 1: 0.6)26. Forty-eight hours after the transfection, the media was removed and 

the cells were washed with phosphat–buffered solution (PBS) then re-suspended in 

PBS + MgCl2 (0.429 mM) at a protein concentration ≥0.6 µg µL−1. Coelenterazine 400a was added 

to the cells to a final concentration of 5 µM for 3 min, and 100 µL per well of this mix were 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR57
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR58
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR59
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR26
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subsequently distributed into the 96-well-printed plates. Plates were read 5 min after on the Mithras 

LB 940 microplate reader (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany), 3 s per well, at 37 °C, 

with filters set at 400 nm (RlucII) and 515 nm (GFP10); BRET ratios were calculated as 

GFP10/RlucII emissions. Net BRET values were calculated by subtracting background BRET ratio 

observed in cells expressing donor G biosensors alone.  

Gs activation assay: HEK293 cells stably expressing β2AR were transiently transfected 

with 200 ng Gαs-67-RlucII, 100 ng Gβ1, and 100 ng GFP10-Gγ1. The day of the experiment, cells 

were washed with Hank’s balanced salt solution (HBSS) (137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.25 mM 

NaHPO4, 0.44 mM KH2PO4, 1.8 mM CaCl2, 0.8 mM MgSO4, 4.2 mM NaHCO3, pH 7.4) 

supplemented with 0.1% glucose and 0.1% BSA. Coelenterazine 400a (Coel-400a, Biotium) was 

added for 5 min to the wells (2.5 μM), then β-adrenergic compounds were added for 4.5 min. BRET 

was measured and calculated as described above. 

Kir 3.2 channel activation assay: HEK 293 were plated onto 100 mm Petri dish and 

transfected with DOR or MOR (human or rat), the Kir3.2-GFP10/γ2-LucII BRET biosensor pair 

together with untagged Kir3 channel and G protein subunits27 at a ratio of 1:1:0.075:1:0.5, 

respectively. The BRET assay was performed as described above. 

Β-arrestin recruitment: HEK 293 cells were co-transfected with sp-FLAG-DOR-GFP10 or 

sp-FLAG -MOR-GFP10 (human or rat) and βarr1/2-RlucII for β-arrestin1/2 recruitment at a ratio 

receptor/construct of 1:0.06. Recruitment of βarr2-RlucII was also tested in the presence of, GRK2, 

GRK5, GRK6 (Ratio receptor/GRK DNA: 1:0.1). Forty-eight hours after transfection, cells were 

washed with PBS then incubated in Tyrode’s solution (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM CaCl2, 

12 mM NaHCO3, 5.6 mM D-glucose, 0.49 mM MgCl2, 0.37 mM NaH2PO4, 25 mM HEPES, pH 

7.4) for 30–60 min at 37 °C. Indicated concentrations of agonists, diluted in Tyrode buffer, were 

added to the wells for 10 min, then cells were incubated for 5 min with Coelenterazine 400a 

(2.5 µM). BRET2 readings were taken at 37 °C as detailed above. For β2AR β-arrestin2 

recruitment, HEK cells were transiently transfected with 50 ng βarr2-RLucII and 300 ng β2AR-

GFP10. The day of the experiment, cells were washed with HBSS supplemented with 0.1% glucose 

and 0.1% BSA. Β-adrenergic compounds were added to the wells for 10 min, then coelenterazine 

400a was added for 5 min to the wells (2.5 μM). BRET was measured and calculated as described 

above. 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR27
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cAMP production assay: Stably-transfected cells expressing the GFP10-Epac-RlucBRET2-

cAMP biosensor59 and either MORs or DORs were seeded at a density of 30,000 cells/well in a 

high glucose medium supplemented with 10% newborn calf serum, and grown on 96-well 

polylysine-coated plates for 48 h. Cells were later transferred to Tyrode buffer and incubated for 

15 min at 37 °C. Coelenterazine 400a was then added to a final concentration of 5 µM. Five min 

later, forskolin (Bioshop, Canada) was introduced (final concentration: 10 µM for rMOR, 15 µM 

for rDOR, and 25 µM for hMOR and hDOR) followed, 3.5 min later, by increasing concentrations 

of ligands. BRET2 readings were taken 5 min after ligands were introduced28. 

 

Guinea pig ileum assays 

Male Hartley guinea pigs were anesthetized using isoflurane followed by exsanguination. 

The myenteric plexus of the ileum was dissected according to the method described by Cowie & 

al.41. Briefly, a portion of the ileum was removed (10 cm distal to the cecum) into which a glass 

rod was inserted. The myenteric plexus was removed from the circular longitudinal muscle via 

gentle scraping with a moist cotton swab and separated from the muscle using forceps. The 

resulting myenteric tissue was cut into 2.5 mm strips and placed in oxygenated Krebs buffer (37 °C, 

gassed with 95% O2/5% CO2) and tensioned to a baseline tension of 2000 mg. The tissues were 

washed, equilibrated for 30 min, and subsequently tested for viability with a maximal concentration 

of Carbachol (300 nM, three times with 10 min of washing, and 10 min of equilibrating in between 

additions). The final prime was followed by a 20 min wash period followed by a 20 min 

equilibration period before the start of the experiment. Tissues were continually stimulated with 

0.1 Hertz for 1 ms at 20 volts (producing a stimulation equivalent to 80% of the maximal contractile 

response). Following a 10 min baseline stimulation period, the kappa opioid antagonist nor-

binaltorphimine was added (5 nM final) and incubated for 10 min. Finally, cumulative 

concentration–response curves were generated to each test ligand or vehicle control (DMSO). 

Isometric tension data (in mg) were collected. 

All procedures performed on these animals were in accordance with regulations and 

established guidelines and were reviewed and approved by Pfizer Institutional Animal Care and 

Use Committee. 

 

Curve fitting 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR59
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR28
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR41
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Concentration response curves describing ligand responses by different receptors (hMOR, 

hDOR, rMOR, rDOR, and hb2ADR) were analyzed with Graphpad Prism6, using built-in 3 or 4 

parameter logistic equations to obtain independent pEC50 and Emax values for each receptor–

biosensor pair: 

y = a + (b-a)/(1 + 10(logEC50-x)*c)   (1) 

(y → measured response; a → minimal asymptote, b → maximal asymptote; b-a → 

Emax; c → slope).  

Concentration response curves were additionally analyzed with the operational model of 

Black and Leff 32. As above, curves representing responses elicited by the same receptor at each of 

the 10 different biosensors were fit independently. Fitting was done using Graphpad Prism6 after 

introducing a set of equations kindly provided by Dr Christopoulos: 

A=10x 

operate1=((1+A/(1))/((10LogR)*A))n (used to fit full agonists)   (2) 

operate2=((1+A/(10LogKA))/((10LogR)*A))n (used to fit partial agonists)   (3) 

Full agonist = basal+(Emax-basal)/(1+operate1)   (4) 

Partial agonist = basal+(Emax-basal)/(1+operate2)   (5) 

basal → response observed in the absence of agonist 

Emax → maximal response of the system 

n → slope of the function which links occupancy to response 

KA → functional affinity (partial agonists) 

LogI → Log(τ/KA)  

When using the logistic model, the fits for three and four parameter curves were compared 

and the best fit taken. If no fitting was possible without constraints, the minimal asymptote was 

fixed to zero; if this was unsuccessful, the Hill coefficient was additionally fixed to one (i.e.,: only 

the three parameter fit was considered). If both these constraints proved unsuccessful, and in curves 
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with no inflection point for maximal effect, the highest experimental value was considered Emax. 

The latter procedure forced the maximal response of very weak partial agonists within the range of 

experimental data avoiding aberrant predictions due to extrapolation. If no fitting was possible 

following these constraints, no fitting (NF) status was consigned. If fitting was possible, we made 

sure that all curves had a Span > 3x SEM, otherwise they were considered as no response (NR). 

As used in this study, the operational model does not yield Log(τ) or pKA values for full 

agonists25, which were consigned as not available (NA). In these circumstances, Emax values were 

used to differentiate these compounds from partial agonists, and differences among full agonists 

were established through their consolidated Log(τ/KA) coefficients. It should also be noted that by 

independently fitting curves for different biosensors, the model does not contemplate 

interconversion among distinct receptor states stabilized by different effectors. 

 

Feature reduction, and ligand clustering 

594) Each receptor was represented by a matrix composed of 25 ligands (21 for DORs) x 30 

parameters (Emax, Log(τ) and Log(τ/KA) for 10 assays). This matrix was created by sampling 

from the normal distribution around each parameter using the mean and standard deviation 

thereby incorporating the variance associated with each data point and propagating it through 

the clustering method. In order to correct for scale differences between parameters we 

standardized each column to range between 0 and 1 according to: 

Standardized Value = (Xij-minimumj)/(maximumj-minimumj)   (6) 

for every ligand I and every parameter j.  

2) Process 1) was repeated 1000 times to create 1000 data matrices each independently put 

through the following procedure (Supplementary Fig. 2). 

3) Non-negative matrix factorization (NNMF) was used to reduce dimensionality of the 

data and create the W (ligand * k) and H (k *parameter) basis vectors thereby removing noise and 

redundancy. We used sparse NNMF to ignore missing data (“NA”, “NF” and “NR” curves). 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR25
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Difference between the original matrix V and the product of W * H was minimized to less than 1e-

7. 

4) K-Means clustering was performed on the W basis vector, where the number of clusters 

equals the number of basis vectors from NNMF (K=k), to assign each compound into a cluster. 

Note: the phenotypic parameter clusters were obtained using the H vector instead of the W one. 

5) Steps 3 and 4 were repeated 250 times to quantify the fraction of times each compound 

clustered together resulting in a ligand * ligand frequency matrix ranging from 1 (always clustered 

together) to 0 (never clustered together). This iterative process quantifies both global and local 

minima/maxima arising from small variances in clustering resulting from the randomized starting 

vectors for NNMF and k-means. 

6) a) The entire process including feature reduction and clustering (3-5) was repeated for 

different values of k (k=2 to k=7), providing a frequency matrix for each k. b) These 6 frequency 

matrices were averaged together to quantify ligand similarity independent of the number of features 

used as each K may extract unique patterns that may be complementary or orthogonal to results 

from different K’s.  

7) Steps 3-6 were independently performed on each of the 1000 sampled data matrices 

providing 1000 composite similarity matrices.  

8) These 1000 matrices were averaged to create a final frequency matrix quantifying how 

often ligands clustered together and representing total ligand similarity across all concentration 

response curves. 



132 

 

9) We visualized the similarity matrix using a dendrogram and a heat map using Orange, 

created from the distance between each compound in the similarity matrix using a Pearson 

Correlation.  

Simulation of virtual compounds 

We built 16 profiles showing bias and various potencies/efficacies by selecting ranges of 

KA-τ pairs across six imaginary biosensors. So that our virtual compounds respect these ranges, 

we invented them by sampling random values of KA and τ within the bounds associated to the 

imaginary biosensors specified per profile. We used this procedure 20 times for each profile 

yielding 320 virtual ligands. 

As for curve fitting, simulations were conducted under the assumption of independence 

across biosensors. Using the operational model equation, we generated corresponding 

concentration response curves (CRC) to which we added 10% noise using the flat distribution. 

Noisy CRCs were then fitted to both the logistic equation and the operational model equation using 

the Bayesian inference engine STAN60 to yield values of Emax, pEC50, τ, and KA and their 

associated distributions (from which we computed a standard error of the mean to use in the NNMF 

pipeline) (values in Supplementary Data 12). The best estimate for τ/KA ratio and its distribution 

of draws were also computed directly within the fitting process as a transformed parameter. 

Selections of subsets of parameter estimations and associated SEM were used in NNMF/k-

means clustering. The resulting matrices of frequency of co-occurrences were used to compute 

distance metrics, hierarchical clustering trees, and tSNE plots whose leaves and data points were 

colored by profile (Fig. 1, Supplementary Fig. 3, Supplementary Fig. 4). 

 

 

 

Clustering of pharmacological parameters  

The 25 (1 per ligand) values for each parameter array (P) were distributed into 4 smaller 

arrays corresponding the ligand clusters. We then utilized a two-sample Kolmogorov-Smirnov test 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#ref-CR60
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM14
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#Fig1
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM1
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM1
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to compare each sub-array to the original array (P) to measure if these were randomly sampled 

from the original array. This provides 4 p-values for each parameter. A significant p value indicates 

ligands in that cluster are biased towards a specific response for that parameter. This process was 

repeated for each of the 30 parameters. These p-values were then sorted according to: i) the type 

of parameter considered (e.g. pEC50, Emax, or Log(τ/KA)) or ii) measurement similarity acquired 

from the similarity matrix obtained by the NNMF/k-means method detailed above using the H 

basis vector instead of the W. The procedure is summarized in Supplementary Fig. 7.  

 

 Comparing clusters among complete data sets  

To compare clustering similarity between two different datasets we implemented two 

approaches: a) Directly comparing the two similarity matrices using pairwise differences and b) 

quantifying the overall difference between the two matrices using random simulation to obtain a 

difference threshold and to establish significance. 

Direct comparison.- We calculated the difference between every paired value in similarity 

matrix A and B (representing the similarity between compounds I and j): 

Difference = Aij – Bij   (7) 

The resulting difference matrix is of equal dimensionality to A and B, ranging from 1 (compounds 

I and j are always clustered together in A but never in B) to -1 (always in B but never in A).  

Thresholding and random simulation.- We compared the difference in Euclidian distance 

for every pair of ligands I and j between similarity matrices for dataset A and B: 

Difference = ||LiA-LjA||-||LiB-LjB||   (8) 



134 

 

Where LiA and LjA are row vectors representing the similarity of Li and Lj to all other ligands in 

matrix A. We then used random clustering replicates (detailed below) to identify a cut-off value to 

determine which Difference values corresponded to a significant variation between A and B. The 

final comparison between dataset A and B was represented as a proportion: 

Fraction change = (# significant differences/Total # of comparisons)   (9) 

Only ligands tested in both datasets were used (e.g. comparing hMOR to hDOR only used the 21 

shared ligands). 

Random Clustering.- For each dataset we created 50 random input data matrices by 

permuting all mean-standard deviation pairs of data points within the original data matrix. Each 

random matrix was therefore specific to and equal in size and shape to the original data (e.g. hMOR: 

(25 * 30); hMOR-βarr: (25 * 15)). We then repeated the entire NNMF/k-means clustering method 

on each data-shuffled random matrix resulting in 50 random clustering frequency matrices for each 

data type.  

To determine a cut-off value representing significant variation between any two datasets 

(Difference threshold), we calculated the Euclidian Distance between pairs of compounds in the 

same cluster and compounds in different clusters for each of the 50 trials. The threshold is the mean 

value of the overlap between the “same cluster” distribution and the “different cluster” distribution 

(see Supplementary Fig. 9). Threshold values range between 0.95 and 1.5.  Using these thresholds, 

it was possible to calculate the proportion of significant variation between two matrices. To 

quantify if this change was significant, we calculated the fraction of significant changes (using 

thresholds) between the clustering from the 50 randomized datasets (e.g. 50 random hDOR) 

compared to reference cluster (e.g. hMOR). The resulting distribution of 50 values represented the 
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proportion of random changes from the reference. This distribution was used to calculate a z-score 

for the difference value of the actual data (hMOR vs hDOR): 

Z-score = ((Fraction Change in actual data)-(Mean random Change))/(STD random Changes) 

(10) 

Comparing clusters generated with complete data and subsets  

In order to calculate whether clustering from data subset I (e.g. hMOR-Barr) changed more 

than data subset J (e.g. hMOR-G protein) compared to the complete dataset clusters (e.g. hMOR), 

we compared the 50 random similarity matrices to the reference (e.g. hMOR) and calculated the 

fraction of significant changes using the method detailed above. As a result, we obtained an array 

of 50 values representing the random change from reference. This array was created for both 

subsets (e.g. hMOR-βarr and hMOR-G protein). We then iteratively, with replacement, randomly 

sampled 1 value from each of these arrays and calculated the difference to create a distribution of 

1000 values indicating the random expected difference between these two subsets of data. We then 

calculated a z-score using the mean and standard deviation of this distribution and the actual 

observed difference. 

 

Clustering ligands according to structural similarities 

Each ligand was represented using three standard fingerprint representations: (ECFP-6) 

Extended-Connectivity Fingerprints (ECFPs) (http://accelrys.com/products/collaborative-

science/biovia-pipeline-pilot/), Functional-Class Fingerprints (FCFPs) and MDL MACCS keys. A 

similarity matrices for each different fingerprint was generated for the 25 ligands in the dataset, 

where each value in the matrix (Si,j) corresponds to the Tanimoto similarity value between 

compound I and compound j and ranges from a value 0 -1 (1 being most similar). We combined 

http://accelrys/
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these three matrices into a single matrix of dimensions (25 compounds x 75 comparisons), and 

repeated the NNMF/k-means clustering algorithm on the data to yield a structural similarity matrix.  

 

Correlating signaling data to side effect report frequency 

A list of all MOR-active compounds was created by searching DrugBank for all approved 

drugs which activate MOR. The resulting list was intersected with the list of drugs in the FDA’s 

Adverse Event Reporting System data for which a standardized gamma (SD gamma) score could 

be generated at the preferred term (PT) level according to the method of Johnson et al 33. Briefly, 

SD gamma scoring is a statistical approach to identify disproportionately high, or low, numbers of 

drug-event occurrences by normalizing for number of drugs and number of event reports. SD 

gamma scores for each event were averaged for all resulting MOR compounds, and PT events were 

sorted by average score to produce a listing of high-scoring events most clinically relevant to opioid 

therapy (80 highest scores were considered). A similar procedure was completed to find the 80 side 

effects associated with 2ADR-active compounds.  

Individual drug SD gamma scores for frequently reported events were then correlated to 

Euclidian distances separating prescription opioids (tramadol, buprenorphine, oxycodone, 

morphine, fentanyl, loperamide) in hMOR and structural similarity matrices. SD gamma scores 

were additionally correlated to transduction coefficients for BRET or guinea pig contractility 

responses respectively normalized to Met-ENK (∆Log(τ/KA) MET) or loperamide 

(∆Log(τ/KA)LOP). Note that LOP and Met-ENK are balanced ligands that co-cluster in every 

dataset such that differences due to normalization are simply scalar. Individual drug SD gamma 

scores clinically prescribed 2ADR-ligands used in the study (isoproterenol, norepinephrine, 

salbutamol, salmeterol, pindolol, carvedilol, metoprolol) were similarly correlated to Euclidian 
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distances separating these ligands in the 2ADR similarity matrix or to transduction coefficients 

for BRET responses where isoproterenol was the standard. 

 

Statistical analysis  

Correlation analysis. – GraphPad Prism6 was used to evaluate correlation between drug 

distance in cluster and the frequency of reports of adverse events.  

All statistical comparisons were two-sided except when contrasting partial and whole 

similarity matrices. 

 

Reporting summary 

Further information on research design is available in the Nature Research Reporting 

Summary linked to this article. 

 

4.6 Data availability 

All data generated or analyzed in this study are included in the article and supplementary 

materials or provided as source data files. 

 

4.7 Code availability 

All clustering and cluster comparisons were conducted using Python 2.7.6. Complete source code 

is available for download at http://github.com/JonathanGallion/Benredjem-Gallion. 

  

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM15
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM15
http://github/
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4.12  Tables 
 

Table 1. Pharmacodynamic and structural categories associate with frequency of report 

of undesired events for clinically available hMOR ligands
#  

 

Undesired events  

associated with  
  Type of side effect   Preferred term   R square   p value 

Functional categories  

 

Gastrointestinal / nutrition  Cachexia  0.66  0.05 

defined by  

 

  Faecaloma  0.86  0.01 

Log(t)-Emax-Log(t/KA) 

 

  Gastrointestinal motility disorder  0.81  0.01 

  

 

        

  

 

Respiratory events  Respiratory depression  0.62  0.11 

  

 

  Respiratory rate decreased  0.60  0.13 

  

 

        

  

 

Sleep disorder  Somnolence  0.60  0.12 

  

 

        

Functional categories   

 

Gastrointestinal / nutrition  Cachexia  0.66  0.05 

defined by   

 

  Faecaloma  0.92  0.00 

Log(t)-Emax 

 

  Gastrointestinal motility disorder  0.62  0.06 

  

 

        

  

 

Respiratory events  Hypoventilation  0.68  0.08 

  

 

  Oxygen saturation decreased  0.61  0.12 

  

 

  Respiratory depression  0.78  0.05 

  

 

  Respiratory rate decreased  0.69  0.08 

  

 

        

  

 

Sleep disorder  Somnolence  0.75  0.06 
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Structural categories  

 

Respiratory events  Hypopnoea 

 

0.65 

 

0.10 

  

 

  Yawning 

 

0.79 

 

0.04 

  

 

   

   

  

  

 

Neuropsychiatric   Withdrawal syndrome 

 

0.74 

 

0.06 

  

 

   

   

  

  

 

Change in drug response   Analgesic drug level increased 

 

0.70 

 

0.08 

  

 

  Drug effect decreased 

 

0.64 

 

0.10 

  

 

  Drug effect increased 

 

0.90 

 

0.01 

  

 

  Therapeutic response increased 

 

0.89 

 

0.02 

  

 

  

Therapeutic response 

decreased 

 

0.74 

 

0.06 

  

 

   

   

  

  

 

Pain  Breakthrough pain 

 

0.69 

 

0.08 

  

 

  

Complex regional pain 

syndrome 

 

0.64 

 

0.11 

  

 

   

   

  

  

 

Itching  Pruritus generalised 

 

0.86 

 

0.02 

  

 

   

   

  

    Others   Therapy cessation   0.76   0.05 

 
#Only significant correlations, and correlations that explained 60% or more of the variance were 

considered; full information in Supplementary Data 2. Similarity and SD gamma scores for 

Buprenorphine, Fentanyl, Morphine, Oxycodone, and Tramadol were used to establish 

correlations. Loperamide was additionally included in correlations for gastrointestinal reports. 

Source data provided in Supplementary Data 2 and source data files. 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM4
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM4
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Table 2. Pharmacodynamic categories associate with frequency of report of undesired 

cardiovascular and respiratory events for clinically available β2ADR ligands
# 

 

Correlations between SD 

gamma scores for 

prescription β2ADR 

ligands* and    

Type of side effect   Preferred term   R square   p value 

Functional categories 

 

CV 

 

Hypotension 

 

0.60 

 

0.04 

  

   

Sinus bradycardia 

 

0.58 

 

0.05 

  

   

Blood pressure decreased 

 

0.64 

 

0.03 

  

   

Atrioventricular block 

 

0.62 

 

0.04 

  

   

Sinus arrest 

 

0.68 

 

0.02 

  

       

  

  

 

Respiratory 

 

Inhalation therapy 

 

0.60 

 

0.04 

  

       

  

Gs/cAMP/Ca2+  

 

CV 

 

Hypotension 

 

0.80 

 

0.01 

partial matrix  

   

Sinus bradycardia 

 

0.66 

 

0.03 

  

   

Blood pressure decreased 

 

0.81 

 

0.01 

  

   

Atrioventricular block 

 

0.72 

 

0.02 

  

   

Blood pressure systolic decreased 

 

0.64 

 

0.03 

  

   

Sinus arrest 

 

0.82 

 

0.00 

  

   

Ejection fraction decreased 

 

0.82 

 

0.01 

  

   

Heart rate decreased 

 

0.67 

 

0.05 

  

       

  

  

 

Respiratory 

 

Asthma 

 

0.64 

 

0.03 
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Inhalation therapy 

 

0.59 

 

0.05 

  

   

Asthmatic crisis 

 

0.74 

 

0.01 

  

   

Status asthmaticus 

 

0.89 

 

0.00 

  

   

Throat irritation 

 

0.69 

 

0.02 

        Choking   0.64   0.03 

 
#Only significant correlations were considered, full information in Supplementary Data 11. 

Similarity and SD gamma scores for Isoproterenol, norepinephrine, salbutamol, salmeterol, 

propranolol, carvedilol, and metroprolol were used to establish correlations. Source data provided 

in Supplementary Data 11 and source data files 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM13
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4.13  Figures  
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Figure 1. Ligands are classified according to similarities in multidimensional signaling 

profiles using pharmacodynamic parameters.  

320 virtual compounds were defined by logistic and operational parameters to represent 16 distinct 

signaling profiles describing response at six different readouts. Indicated parameters were then 

subject to NNMF followed by k-means clustering, to produce corresponding similarity matrices 

that were represented as heatmaps and hierarchical clustering trees (using the R heatmap function 

with the metric:ward.D2) (a–c) or t-SNE plots (using the R package tsne with default parameters) 

(d–f). Ligands were color-coded to highlight how different combinations of parameters 

differentiated compounds originating from the different profiles originally defined. 
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Figure 2. Βarr recruitment and G-protein responses generated by opioid ligands.  

Responses for prescription opioids and known hMOR ligands were monitored using BRET-based 

biosensors. The results correspond to mean± SEM of at least three independent experiments, 

normalized to the maximal effect of Met-ENK, which was tested in all experimental runs (n = 16–

29). Curves were fit with the operational model and the logistic equation (the results from the 

logistic fit are shown). A βarr1 recruitment, (b) βarr2 recruitment, (c) βarr2 recruitment in presence 

of GRK2, (d) βarr2 recruitment in presence of GRK5, I βarr2 recruitment in presence of GRK6, 

(f) cAMP, (g) Gαi1 activation, (h) Gαi2 activation, (i) GαoA activation, and (j) Kir3.1/3.2 

activation. Net BRET values for Met-ENK are shown in Supplementary Fig. 5 and dose–response 

curves for all novel compounds appear in Supplementary Fig. 6. Operational and logistic 

parameters provided in Supplementary Data 1. Source data are provided as a source data file. 
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Figure 3. Assignment of hMOR ligands into clusters is primarily driven by βarr responses. 

 Ligand (a) and parameter (b) similarity heatmaps for the complete hMOR data set. Yellow and 

blue, respectively indicate ligands/parameters that never or always cluster together. Distribution of 

parameters describing ligands within clusters shown in (a) was compared to their distribution in 

the whole population using a two-sample Kolmogorov–Smirnov test. Resulting p-values were 

plotted according to clusters shown in (b) (c) or to parameter type (d), mean ± SD are also shown. 

Red line: p = 0.05. Similarity matrices corresponding to partial data sets for βarr- or G-protein-

mediated responses were compared with the complete, reference hMOR data set. Filled bars: 

proportion of ligands changing clusters when comparing actual βarr and G-protein data sets to the 

reference; empty bars: proportions observed by comparing simulations of random clustering to the 

reference data set. ***p < 0.001; -zscore βarr: −5.375; z-score G protein: −6.092. #p < 0.05; z-score 

difference: −2.22 I. Similarity matrices generated for indicated partial responses were compared 

with the hMOR reference matrix. The results for actual data matrices are shown while results for 

random simulations were omitted. **p < 0.01; ***p < 0.001 comparing partial data sets to their 

randomized controls; z-scores for comparisons between actual and randomized data: βarr2-GRK2: 

−12.724; βarr2-GRK6: −10.583; βarr2-GRK2/GRK6:− 8.835; Gαi2: −7.315; cAMP: 6.297; Gαi2- 

cAMP: −2.351; four assays −8.541; βarr2-GKR2/6/Gαi2: −7.391. ###p < 0.001; z-score difference: 

βarr2-GRK2/6 vs. Gαi2/cAMP: −3.308; z-score difference: Gαi2 vs βarr2-GRK2/6-Gαi2: 3.754 

(f). Source data provided in Supplementary Data 1 and as a source data file 
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Figure 4. Graphic representation of operational and logistic parameters for hMOR ligands 

populating different clusters.  

Operational transduction coefficients (Log(τ/KA)) and logistic Emax values derived from 

concentration response curves generated by hMORs at ten different biosensors were represented 

as radial graphs. Each radius corresponds to the magnitude of Log(τ/KA) or Emax values. 

Transduction coefficients are in logarithmic scale, Emax values were normalized to maximal Met-

ENK response and are presented on linear scale. Source data provided in Supplementary Data 1. 

 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM3


154 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 vs complete hDOR data set 



155 

 

Figure 5. Signaling profiles of opioid receptor ligands are conserved across species but not 

receptor subtypes.  

Ligand similarity heatmaps for rat MOR (a), human DOR (b), and rat DOR (c) data sets. Yellow 

and blue, respectively, indicate ligands/parameters that never or always cluster together. Proportion 

of ligands changing cluster for indicated comparisons; **p < 0.01, ***p < 0.001 comparing actual 

to randomized data sets as in Fig. 3 (d). Similarity matrices for the same receptor compared across 

species. Filled and empty bars: proportion of ligands changing clusters when, respectively, 

comparing actual data and random clustering simulations to the reference matrix; **p < 0.01, 

***p < 0.001; z-score MOR subtypes: −7.153; z-score DOR subtypes: −2.742 I. Similarity matrices 

for receptor subtypes within species compared as in I. Actual and randomized data sets did not 

differ: z-score hMOR vs. hDOR: −1.502; z-score rMOR vs. rDOR subtypes: −1.567 (f). Similarity 

matrices for βarr- or G protein-partial data sets were compared with the complete hDOR matrix as 

in I; only comparisons for actual data are shown; **p < 0.01, ***p < 0.001; z-scores versus 

corresponding randomized data: βarr: −3.309; G protein: −2.644; cAMP-Kir3.2: −0.309, Gα 

proteins: −3.286. ##p < 0.01; z-score difference: cAMP-Kir3.2 vs. Gα proteins: 2.515. p = 0.256; z-

score difference βarrs vs. All G prot responses: −0.656 (g). A difference was calculated between 

every valueij in the complete hDOR matrix and corresponding valueij in indicated partial data sets. 

Histogram shows the fraction of differences with absolute value above indicated thresholds (h). 

Calculations described in (h) were repeated for the complete hMOR matrix and partial data sets 

for βarr or G protein (i). Source data provided in Supplementary Data 7, 8, and 9 and source data 

files. 

 

https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#Fig3
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM9
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM10
https://www.nature.com/articles/s41467-019-11875-6#MOESM11
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Figure 6. Β2ADR ligands cluster according to similarity in G protein and βarr-mediated 

responses.  

Ligand similarity heatmaps for hβ2ADRs. Yellow and blue, respectively, indicate ligands/parameters 

that never or always cluster together. (a). Similarity matrices for partial data sets corresponding to 

ERK, G protein- (Gαs, cAMP, Ca+2), and βarr2- (recruitment, endocytosis) mediated responses 

were compared with the reference hβ2ADRs data set. Filled bars: proportion of ligands changing 

clusters when comparing actual ERK, G protein, and βarr2 data sets to the reference; empty bars: 

proportions observed comparing the reference data set to corresponding simulations of random 

clustering for partial matrices. *p < 0.05, **p < 0.01; z-score ERK: 1.523; z-score G protein: 

−2.446 and z-score βarr: −2.636 (b). Source data provided in Supplementary Data 10 and source 

data files 
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4.14   Supplementary Figures 
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Supplementary Figure 1. Profiles of virtual compounds classed by Emax average distance. 

Each profile is shown as a pair of stacked radar plots giving Emax (top) and pEC50 (bottom) for 6 

readouts (sensors 1 to 6). Emax and pEC50 radar plot overlays of the 20 compounds in each profile 

(see materials and methods) arranged in a 4 x 4 array and loosely grouped as per inter-profile 

average Euclidian distance of Emax (normalized sensor-wise).  
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Supplementary Figure 2. Stepwise method used to cluster hMOR ligands according to 

pharmacodynamic parameters. 

1-2) To incorporate the variance associated with the value of each parameter (pLog(), Emax, 

Log(/KA) describing the mean concentration response curve for each ligand at distinct biosensors 

we iteratively sampled from the normal distribution centered at the parameter’s mean and dispersed 

according to its standard deviation, to produce 1000 sampled data matrices. This procedure thereby 

propagates the variation associated with each mean parameter value. 3) NNMF is independently 

performed on each sampled matrix to reduce the dimensionality of the data prior to clustering, 

yielding W (ligand) and H (parameter) basis vectors (upper panel); NNMF is repeated for (k=2 to 

k=7) (lower panel). 4)  Each individual basis vector (K=2-7) is then clustered by K-means. 5) The 

NNMF and K-means process is repeated 250 times for each value of K and 6) a) For each K (2-7), 

a ligand similarity matrix is derived, indicating co-clustering frequency of ligands I and j in the 

250 repeats; b) Frequency matrices k=2 through k=7 are averaged into a ‘composite similarity 

matrix’ such that each of the 1000 original data samples generates a matrix combining information 

obtained through 2-7 dimensions, and therefore independent of k. 7) The ‘composite similarity 

matrix’ produced from each of the 1000 samples are averaged to create 8) a final ligand similarity 

matrix quantifying clustering frequency over all 1000 iterations 9) which is then represented as a 

heat map and a dendrogram. 
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Supplementary Figure 3. Log(/KA) and pEC50 values are correlated but not congruent.  

Correlation between Log(/KA) and pEC50 values generated for the 320 virtual compounds across 

the 6 readouts (r2=0.84) (a). Indicated parameters were subject to NNMF followed by k-means 

clustering to produce similarity matrices represented as a heat map/dendrogram pair (b) and a t-

SNE plot (both computed as described in Fig. 1 (c). Ligands were colour-coded according to their 

profile.    
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Supplementary Figure 4. Graphic representation of parameters defining virtual compounds 

clustered according to similarities in Log(), Emax and Log(/KA).  

 Hierarchical clustering tree (function hclust in R using the ward.D2 metric) with leaf coloured by 

profile shows the separation of virtual ligands from different profiles (materials and methods). Cuts 

in the tree essentially coincide with the profiles (a). Radar graphs were computed for each cluster 

and each parameter considered in the NNMF/k-means clustering showing that group assigenment 

sometimes depends on subtle variations in any of the selected parameters. Radar plot axes are 

chosen as to best represent the variation in parameter values. Emax has linear axes. We capture the 

large dynamic range in  while still emphasising variation at the pivot value of 1.0, as log2 fold 

changes relative to the minimum observed value. On this scale,  values of 0.1, 1 and 10 are about 

2.1, 2.9 and 3.4 respectively (the change between successive grid levels in  value is 2
2𝑖

22(𝑖−1)⁄ , 

or: 2x, 4x, 16x, 256x, 65536x. These are the multipliers of their previous grid level’s value; ie: grid 

level 3 represents a  value that is 16 times as large as that represented at grid level 2. /KA values 

are expressed as log10 (b). 
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Supplementary Figure 5. Net BRET values of hMOR and hDOR responses obtained with 

different biosensors.  

Net BRET values obtained in single point BRET assays monitoring hMOR (green) and 

hDOR (blue) responses across indicated bi-molecular biosensors are represented as bar graphs for: 

(a) arr1 recruitment, (b) arr2 recruitment, (c) arr2 recruitment in presence of GRK2, (d) arr2 

recruitment in presence of GRK5, I arr2 recruitment in presence of GRK6, (f) Gi1 activation, 

(g) Gi2 activation, (h) GoA activation and (i) Kir3.1/3.2 activation. Each response was tested 

in the presence (10M; filled bar) or absence (empty bar) of Met-Enkephalin (Met-ENK) and 

corresponds to mean   SEM of 9-12 independent experiments. Results were analyzed using non-

paired t-test. ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; **** p ≤ 0.0001.  
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Supplementary Figure 6. arr recruitment and G protein responses by novel opioid ligands 

were monitored using BRET-based biosensors.  

Novel hMOR ligands were identified in a screening campaign carried out at Pfizer Inc. to 

identify MOR agonists with poor or no arr recruitment. A sample of those identified were tested 

using BRET-based biosensors to monitor response for : (a) arr1 recruitment, (b) arr2 

recruitment, (c) arr2 recruitment in presence of GRK2, (d) arr2 recruitment in presence of 

GRK5, I arr2 recruitment in presence of GRK6, (f) cAMP, (g) Gi1 activation, (h) Gi2 

activation, (i) GoA activation and (j) Kir3.1/3.2 activation. Results correspond to mean   SEM 

of 3-12 independent experiments. Curves were normalized to the maximal effect produced by Met-

ENK, which was tested in all experimental runs (n = 16-29). Curves were fit with operational model 

and logistic equations (curves shown were fit with the logistic model; parameters from both fits 

provided in Supplementary Data 1). 
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Supplementary Figure 7. Stepwise method used to determine parameter contribution to 

ligand segregation into functional clusters.  

594) We measured how well each of the 30 parameters considered individually 

differentiated the three ligand clusters. This was calculated by identifying which of the 

parameters (e.g. Gαi Emax) showed statistical difference across the compound clusters. 

Practically, we grouped the Gαi Emax values for compounds in each cluster (1, 2, and 3) 

and 2) measured if they represented biased selections from the total distribution (all values 

for 25 ligands combined) using a Kolmogorov Smirnoff. 3) Comparisons for each 

parameter provides a group of 3 p values. 4) The procedure is repeated for each of the 30 

parameters to generate corresponding p values that are then plotted according to parameter 

type or according to similarity in relative magnitudes (shown in figure 3c-d).   
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Supplementary Figure 8. Heat maps and cluster 170nti-inflam obtained using partial hMOR 

datasets for arr or G protein parameters. 

 Shown are heat maps and clusters generated by NNMF and k-means analysis of partial datasets 

for all G protein mediated-responses (a) and all arr recruitment readouts monitored by BRET (b). 

Blue (1) and yellow (0) respectively indicate consistent assignement of pairs of ligands to the same 

or different clusters. 
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Supplementary Figure 9. Stepwise comparison of clusters produced with different datasets.  

594) Use clustering methodology to obtain frequency matrix and cluster 172nti-inflam 

for both data sets of interest; e.g. set of parameters for all responses tested for hMOR 

(dataset 1) vs partial dataset for parameters describing arr responses at the receptor 

(dataset 2). 2) Create 100 randomized matrices of dataset 2 by permuting the input values 

to create a matrix of equal size but shuffled values. Then perform NNMF/k-means analysis 

on each shuffled matrix resulting in 100 random frequency matrices. 3) For each of the 100 

frequency matrices of randomized data, calculate the Euclidian distance between Compi 

and Compj. Sort distance values based on whether the compounds (I and j) are in the same 

cluster or different clusters to produce a distribution of distances as shown in next step. 4) 

Determine a threshold value separating the distribution of distances between compounds in 

the same cluster and the distances between compounds in different clusters. 5) Calculate 

and compare the distanceij for dataset 1 vs the distanceij for dataset 2. The proportion of 

differences between the two matrices greater than the threshold value represents variance 

in clustering. 6) Finally, measure the clustering similarity of data set 1 vs the 100 random 

matrices of dataset 2 to obtain a distribution of proportions greater than the threshold 

distance; this proportion describes random variance. Use z-score to quantify if the 

proportion of differences describing variance between dataset 1 and the actual dataset 2 is 

statistically different from the proportion describing random variance. 
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Supplementary Figure 10. Correlating specific signals to reported opioid side effects.  

Partial matrices in which drugs were classified according to G protein or arr responses were 

generated using either Log()-Emax (a) or Log()-Emax-Log(/KA) (b) as classification criteria. 

Distances separating ligands in partial and complete matrices were consigned, and correlated to 

frequency of faecaloma report as indicated in the figure. Inhibitory effect of standard opioid ligands 

on contractility of guinea pig ileum were assessed (c) Normalized transduction coefficients 

(Log(/KA)LOP) (d) and operational efficacy (Log()) values I were correlated to corresponding 

SD gamma scores for faecaloma report.  
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Supplementary Figure 11. Structural and signaling clusters display non-random similarity. 

 Shown is the similarity heat map and clusters generated by NNMF and k-means analysis of 75 

Tanimoto similarity values describing opioid ligand resemblance according to three different 

structural footprints (ECFP-6; FCFP-6; MDL MACCS). Yellow and blue respectively indicate 

ligands that never or always cluster together (a). Graphical comparison of cluster composition in 

functional and structural matrices. Colours show how ligands in the three signaling clusters 

redistribute when classified using structural criteria (b).   
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Supplementary Figure 12. Chemical structures for standard and novel opioid ligands.  

Ligand structures are ordered according to the categories established by clustering Tanimoto 

similarity values. Either novel compounds, standard ligands or both are provided as representatives 

of each category. Frames for the different structures are color coded to represent their standing in 

functional clusters as follows: cluster #1 gray; cluster #2 peach; cluster #3 light green. 
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Supplementary Figure 13. Graphic representation of pharmacodynamic parameters of 

hDOR ligands in different clusters.   

Radial graphs were used to represent operational transduction coefficients (Log(/KA)) and logistic 

Emax values. Each radius corresponds to the magnitude of Log(/KA) or Emax values. 

Transduction coefficients are in logarithmic scale, Emax values were normalized to maximal Met-

ENK response, and are presented on linear scale. The key specified only for Met-ENK applies to 

all radial graphs and shows the order in which information for each biosensor is provided.   
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Supplementary Figure 14. Graphic representation of pharmacodynamic parameters of 

2ADR ligands included in different clusters.  

Radial graphs were used to represent operational transduction coefficients (Log(/KA)) and logistic 

Emax values. Each radius corresponds to the magnitude of Log(/KA) or Emax values. 

Transduction coefficients are in logarithmic scale, Emax values were normalized to maximal ISO 

response, and are presented on linear scale. The key specified only for ISO applies to all radial 

graphs and shows the order in which information for each biosensor is provided.     
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Supplementary Table 1: Operational and logistic parameters driving ligand segregation 

into clusters for hMOR responses.  

 

 

Pathway   Cluster A   Cluster B   Cluster C 

GαoA   

 

 
Log(τ) 
Emax 

 
  

   
 

 
 

   

Gαi1    

 

 
Log(τ) 
Emax 

 
  

   
 

 
 

   

Gαi2    

 

 
Log(τ) 
Emax 

 
  

   
 

 
 

   

cAMP  

 

 

 

 
Emax 

   
 

 
 

   

Kir  

 

 
Emax 

 
Log(τ) 

   
 

 
 

   

βarr 1 
 

Logτ 
Emax 

Log(τ/KA) 
 

 

 

  

   
 

 
 

   

βarr 2 
 

Logτ 
Emax 

Log(τ/KA) 

 

 

 

  

   
 

 
 

   

βarr 2-GRK2  Emax 
 

Log(τ) 
 

  

   
 

 
 

   

βarr 2-GRK5  Log(τ) 
Emax 

 

 

 
  

   
 

 
 

   

βarr 2-GRK6 
  

Log(τ) 
Emax   

  
  

Log(τ/KA) 
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4.15  Description of Additional Supplementary Files 

Supplementary Data 1. Operational and logistic parameters obtained monitoring hMOR 

responses with BRET-based biosensors 

Footnote: 

NR: no response 

NF: no fitting 

MV : missing value : Fits were ambiguous  

FA : Full agonist 

°  Min asymptote fixed to 0 

∆ When there was no inflection point within the range of experimental values the Max asymptote 

in the logistic model was fixed to highest experimental value observed* 

* Details of curve fitting in materials and methods 

 

Supplementary Data 2. R2 and p values describing the correlation between frequency of report of 

undesired events for prescription opioids (standardized gamma scores) and Euclidian distances 

separating these ligands in the hMOR functional matrix. 

Footnote : 

Significant correlations, and correlations that explain more than 60% of the variance are 

highlighted.  

R2 ≥ 0.60 and  p < 0.05 

R2 ≥ 0.60  

 

SD gamma scores for loperamide were only included in correlations for gastrointestinal reports. 

* Correlation driven by TRAM, which is also active at NE AND 5-HT transporters. When TRAM 

was removed correlation was not maintained. 

 

 

 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41467-019-11875-6/MediaObjects/41467_2019_11875_MOESM2_ESM.pdf
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Supplementary Data 3. Ligand * ligand matrix corresponding to Tanimoto similarity values 

for opioid ligands derived using Extended-Connectivity Fingerprints (ECFP-6). 

Footnote:  

Each value in the matrix is Si,j { Si,j similarity value between compound I and compound j 1= 

identity 0= no similarity. 

 

Supplementary Data 4. Ligand * ligand matrix corresponding to Tanimoto similarity values 

for opioid ligands derived using Functional-Class Fingerprints (FCFP-6). 

Footnote:  

Similar considerations as for Supplementary Data 3. 

 

Supplementary Data 5. Ligand * ligand matrix corresponding to Tanimoto similarity values 

for opioid ligands derived using MDL MACCS keys (MDL keys). 

Footnote:  

Similar considerations as for Supplementary Data 3. 

 

Supplementary Data 6. R2 and p values describing the correlation between frequency of 

report of undesired events for prescription opioids (standardized gamma scores) and 

Euclidian distances separating these ligands in the structural similarity matrix. 

Footnote:   

Significant correlations, and correlations that explain more than 60% of the variance are 

highlighted. 

R2 ≥ 0.60  and  p < 0.05 

R2 ≥ 0.60  

 

Supplementary Data 7. Operational and logistic parameters obtained monitoring rMOR 

responses with BRET-based biosensors. 

Footnote:   

Considerations for curve fitting as in Supplementary Data 1. 
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Supplementary Data 8. Operational and logistic parameters obtained monitoring hDOR 

responses with BRET-based biosensors. 

Footnote:   

Considerations for curve fitting as in Supplementary Data 1. 

 

Supplementary Data 9. Operational and logistic parameters obtained monitoring rDOR 

responses with BRET-based biosensors 

Footnote:   

Considerations for curve fitting as in Supplementary Data 1. 

 

Supplementary Data 10. Operational and logistic parameters obtained monitoring BRET and 

cellular responses elicited by β2ADRs. 

Footnote:   

Considerations for curve fitting as in Supplementary Data 1. 

*Analysis based on Mol Pharmacol 85, 492-509 (2014). 

 

Supplementary Data 11. R2 and p values describing the correlation between frequency of 

report of undesired cardiovascular and respiratory events for prescription β2ADR ligands 

(standardized gamma scores) and Euclidian distances separating these ligands in the 

functional matrix. 

Footnote:   

Significant correlations are highlighted. 

R2 ≥ 0.60 and  p < 0.05 

p < 0.05  

 

Supplementary Data 12. Fitted parameter values for the logistic equation and the operational 

model. (Compound number are X.Y.Z. X is the profile number. Y is a variation number that can 

be neglected. And Z is added to compose a unique number.) 
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4.16  Supplementary Data  
 

- Supplementary Data 1 : https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 2: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 3: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 4: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 5: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 6: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 7: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 8: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 9: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 10: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 11: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

- Supplementary Data 12: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

 

4.17  Source data 

Source Data: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

 

4.18  Reporting Summary  

Reporting summary: https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6 

 

 

 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41467-019-11875-6/MediaObjects/41467_2019_11875_MOESM3_ESM.xlsx
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%202
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%203
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%204
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%205
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%206
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%207
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%208
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%209
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%2010
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%2011
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://udemontreal-my.sharepoint.com/personal/besma_benredjem_umontreal_ca/Documents/These%20opioides%202021/Supplementary%20Data%2012
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41467-019-11875-6/MediaObjects/41467_2019_11875_MOESM16_ESM.xlsx
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41467-019-11875-6/MediaObjects/41467_2019_11875_MOESM15_ESM.pdf
https://doi.org/10.1038/s41467-019-11875-6


184 

 

5 Chapitre 5 : Caractérisation du potentiel analgésique des 

phytocannabinoïdes dans un modèle de neuropathie 

diabétique (Article III) 
 

Bien que les agonistes du MOR soient la première ligne de traitement pour les douleurs 

aiguës sévères, l’efficacité et l’innocuité de leur utilisation pour le soulagement des douleurs 

chroniques non cancéreuses, telles que les douleurs neuropathiques, sont des sujets controversés 

(112). D’un autre côté, des observations précliniques et cliniques semblent suggérer un potentiel 

aux médicaments à base de cannabis pour soulager ce type de douleurs (66-68, 382, 439, 440, 523).   

Le THC est un phytocannabinoïde qui a des effets analgésiques démontrés dans plusieurs 

études précliniques (385, 386, 439, 440, 524-528). Il est néanmoins le principal responsable des 

effets psychoactifs du cannabis (159, 161, 386, 472). À l’inverse, le phytocannabinoïde CBD ne 

produit pas ces effets psychoactifs et est associé à des effets analgésiques, anti-inflammatoires et 

anxiolytiques (379, 384, 411). De plus, CBD pourrait contrecarrer les effets psychoactifs du THC 

(378-380, 412). C’est pourquoi, les recommandations et les lois actuelles régulant la prescription 

et la commercialisation du cannabis médical sont basées sur la présomption que le contenu en THC 

et les ratios THC:CBD de ces produits naturels permettraient de prédire leur activité biologique 

(445, 446). Or, les extraits commerciaux peuvent contenir jusqu’à 23 phytocannabinoïdes et de 

nombreux autres composés chimiques. Décrire les médicaments à base de cannabis uniquement 

selon leurs contenus en THC et en CBD ne permet donc pas de prendre en compte les interactions 

potentielles qui peuvent arriver entre ces autres composants de la plante, et qui peuvent aboutir à 

des effets cliniques différents (378). Nous nous sommes donc intéressés dans l’article qui suit à 

évaluer s’il y avait réellement une équivalence entre l’activité biologique d’un extrait de cannabis 

et sa composition en THC et en CBD. Nous avons alors comparé l’efficacité analgésique du THC, 

du CBD, de leur combinaison THC:CBD et d’un extrait de cannabis dans un modèle préclinique 

de douleur neuropathique. Nous avons trouvé que les contenus relatifs en THC et en CBD n’étaient 

pas de bons descripteurs de l’activité analgésique d’un extrait de cannabis et que les différents 

cannabinoïdes testés engageaient différemment les cibles moléculaires. Nous sommes à notre 

connaissance les premiers à avoir ainsi caractériser de façon exhaustive le profil analgésique des 

différents traitements phytocannabinoïdes testés dans un modèle de douleur neuropathique. 
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5.1 Abstract 

Background and purpose: Cannabis extracts are increasingly being used to mitigate chronic pain. 

This and other medicinal applications of cannabinoids currently rely on information such as extract 

content in Δ9-tetrahydrocannabinol (THC) and Cannabidiol (CBD) to guide prescription. Here we 

wanted to determine the extent to which THC content and THC:CBD ratios can be considered 

reliable descriptors of cannabinoid extracts’ and mixes’ potential to produce a desired outcome 

such as analgesia. 

Experimental approach: To address the question we used a rat model of diabetic neuropathy and 

compared anti-allodynic responses elicited by intrathecal injection of pure THC, a 1:1 mix of 

THC:CBD and a balanced chemotype II cannabis extract. Selective antagonists for the CB1 

receptor (AM251), for the CB2 receptor (AM630) and the TRPV1 channel (capsazepine) were 

used to identify main endocannabinoid targets mediating analgesic actions of the different 

treatments.   

Key results: Analgesic responses induced by an equivalent amount of THC administered in its 

pure form, as a THC:CBD mixture or as balanced cannabis extract were distinct, as was the 

engagement of CB1, CB2 receptors and TRPV1 channels by each treatment. Moreover, there was 

considerable mismatch in the analgesic profile and the endocannabinoid targets mediating 

analgesic actions of the 1:1 THC:CBD mixture and the balanced extract.  

Conclusion and implications: The analgesic profile and the pharmacodynamic targets engaged 

by a cannabis extract or a THC:CBD mix cannot be simply inferred from THC and CBD contents. 

Evaluation of their biological activity at major endocannabinoid targets should prove more 

informative for guiding prescription.     

 

Keywords: Cannabinoids, Pain, Analgesia, CB1R, CB2R, TRPV1 
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5.2 Abbreviations 

CB1R : Cannabinoid 1 receptor subtype 

CB2R : Cannabinoid 2 receptor subtype 

TRPV1 : Transient receptor potential vanilloid 1 

TRP : Transient Receptor Potential 

THC : Δ9-tetrahydrocannabinol 

CBD: Cannabidiol 

CBN: Cannabinol  

CBC: Cannabichromene   

CBG: Cannabigerol  

CPZ: Capsazepine 

STZ: Streptozotocin  

AUC: Area under the curve  

Δ AUC: Delta area under the curve 

nmoles : nanomoles 
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5.3 Introduction   

Cannabis extracts have been used for centuries to treat diverse medical conditions (1). They 

contain a complex mixture of more than 400 chemical compounds with ~120 phytocannabinoids 

and over 100 aromatic terpenes and flavonoids (2), that are thought to interact synergistically in 

producing the pharmacological effects of these products (3). Amongst the major 

phytocannabinoids, Δ9-tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) are the most 

exhaustively studied and have been shown to have therapeutic effects (4, 5). THC is also the major 

psychotropic component in cannabis responsible for the “high” effects of marijuana whereas CBD 

does not have these effects and has even been shown to mitigate some of THC’s psychoactive 

actions (6, 7). Because of these distinct psychoactive profiles, cannabis strains have been divided 

in three main chemotype groups on the basis of their relative content of THC and CBD: Type I 

(high THC, low CBD), Type II (high contents of THC and CBD) and Type III (low THC, high 

CBD) (8). Laws and guidelines that constitute the foundations for prescription, regulation, and 

commercialization of medical cannabis worldwide, are currently based on chemotype classification 

(9, 10). The tacit assumption underlying this practice is that the quantity of THC and the THC:CBD 

ratios in a Cannabis extract are reliable descriptors of the potential of plant products to induce 

desired and undesired effects. Given the extensive use of this practice, we were interested in finding 

out the extent to which THC content and THC:CBD ratios could be used to infer the analgesic 

effects of an extract or a THC:CBD mix with balanced ratios.  

Indeed, the most frequently reported use of medical cannabis is for chronic pain relief (11). 

More specifically, synthetic and natural phytocannabinoids have both been associated with 

neuropathic pain relief in patients (12, 13). These observations place phytocannabinoids as 

therapeutic alternatives to current pain relief interventions, which have proven ineffective in almost 

50% of patients (14).  

Emerging data suggest that cannabinoids can activate multiple endogenous targets to elicit 

their analgesic actions including G-protein coupled receptors and transient receptor potential 

channels (15, 16). In particular, the cannabinoid 1 and 2 receptors (CB1R and CB2R) and the 

TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) channel are not only the main targets for 

endocannabinoids (15, 17) but are also among the most studied signaling targets for pain relief (16, 

18). Moreover, preclinical studies have shown that these three targets are upregulated in 
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neuropathic pain conditions (5, 19, 20). Amongst such conditions, diabetic neuropathy is one of 

the most common presentations of neuropathic pain in the population and is associated with the 

development of hyperalgesia, hypoalgesia and allodynia (21, 22). Streptozotocin-induced diabetic 

animal models not only display these algetic manifestations, but have also been associated with an 

upregulation of CB1R, CB2R and TRPV1 expression in the DRG and dorsal horn (23, 24). 

Modulation of these targets by the administration of cannabinoids can restore mechanical 

thresholds in diabetic rats (23-25). We therefore used an animal model of streptozotocin-induced 

diabetic neuropathy to assess and compare analgesia induced by pure Δ9-THC and CBD, a mixture 

of both pure compounds in a 1:1 ratio and a balanced Type II extract. We further sought to identify 

the main targets mediating the responses of these products. We found that THC content and the 

THC:CBD ratios are not accurate descriptors of the analgesic responses of the cannabis extract. 

We also established that the different treatments distinctively engaged CB1R, CB2R and TRPV1 

targets to produce their analgesic effects.  

 

5.4 Methods  

5.4.1 Materials 

WIN 55,212-2, Δ9-tetrahydrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD), the cannabinoid 2 

receptor antagonist AM630 (6-iodo-2-methyl-1-[2-(4-morpholinyl)ethyl]-1H-indol-3-yl](4-

methoxyphenyl)methanone), the cannabinoid 1 receptor antagonist AM251 (N-(piperidin-1-yl)-5-

(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1H-pyrazole-3-carboxamide) and the TRPV1 

antagonist capsazepine were purchased from Cayman Chemicals (Burlington, Canada). Stock 

solutions of the drugs were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) for WIN 55,212-2 (25mM); 

in ethanol 100% for CBD (100mM), THC (100mM), AM251 (18mM) and capsazepine (26mM); 

and in dimethylformamide (DMF) for AM630 (20mM). The cannabis extract that was used in the 

study was a kind gift of Canopy Growth (Smiths Falls, Ontario, Canada) and was provided in a 

stock solution of 100% ethanol containing THC at a 230 mM concentration. The cannabinoid 

content of the extract was quantified by HPLC (High-performance liquid chromatography). The 

percent w/w content of THC and CBD was of 38% and 55% respectively (1:1.45 ratio), 

corresponding to a chemotaxonomy type II profile where THC and CBD are considered balanced 
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(8). The extract also contained small amounts of cannabinol (CBN), cannabichromene (CBC) and 

cannabigerol (CBG) with w/w contents of 1.50, 3.27 and 1.24% respectively. The extract used did 

not contain volatile terpenes or flavonoids. Streptozotocin (STZ) was purchased from Cayman 

Chemical (Burlington, Canada) and dissolved in citrate buffer (10mM, pH 4.5). 

Preparation of treatment solutions 

WIN 55,212-2, THC, CBD, AM630, AM251 and capsazepine were diluted in 

corresponding vehicles and injected via intrathecal (i.t.) route. Supplementary Table1 shows 

vehicles and injection volumes used for agonist treatments and Supplementary Table2 shows 

vehicles and injection volumes used for injection of antagonists. When the cannabis extract was 

injected, it was administered to deliver equivalent amounts of THC as when this cannabinoid was 

administered in its pure form. For the THC:CBD combination, CBD and THC were dissolved 

together into a single solution at a 1:1 ratio and administered by a single injection. The THC in the 

1:1 mixture was dissolved in equivalent amounts as when this cannabinoid was administered in its 

pure form. Control animals were injected with matching vehicle for corresponding treatment and 

dose as indicated in Supplementary Table1.  

 

5.4.2 Animals  

Adult male Sprague Dawley (SD) rats, weighing 235‐250 g, were purchased from Charles 

River laboratories and housed in a controlled environment on a 12‐hour light/dark cycle with free 

access to food and water. All experimental methods and animal care procedures were approved by 

the Animal Care Committee of University of Montreal (CDEA protocol 19-108 and 20-092), in 

accordance with the guiding principles as enunciated by the Canadian Council on Animal Care. 

Following experimentation, all rats were euthanized by CO2 asphyxiation and decapitation. Sexual 

dimorphism in the analgesic response to cannabinoids is a well-known fact (26). The focus on male 

animals was determined as an effort to control budget and number of animals used.    

 



192 

 

5.4.3 Intrathecal (i.t.) injections  

Injections were carried out as previously described (27). Briefly, rats were put under light 

anesthesia using 4% isoflurane inhalation in a 1:1 mixture of oxygen and air until a loss of the 

righting reflex was observed (about 3 minutes). The rat was then shaved on the lower back to help 

visualize the lumbar region and placed in a nose cone for continued isoflurane administration 

during the procedure. A 27G × ½ needle attached to a 50 μL Hamilton syringe was inserted at mid‐

lumbar level into the subarachnoid space. A quick movement of the tail indicated that the needle 

entered the subarachnoid space and the solution was slowly injected (30 μL for agonists and 20 μL 

for antagonists). The animals were allowed to recover for 15 minutes before mechanical thresholds 

were determined. Threshold measures were obtained every 15 minutes until the analgesic response 

disappeared or until 150 minutes after injection elapsed.  

 

5.4.4 Mechanical allodynia  

Induction of diabetic neuropathic pain 

Type I diabetes was induced by systemic injection of streptozotocin (STZ, 60 mg·kg−1 , 

i.p.) according to a standardized methodology, which allows development of persistent diabetic 

neuropathy after the first week of treatment (27, 28). One week after STZ injection, diabetes was 

confirmed by determining blood glucose levels in blood samples taken from tail veins, using a 

glucometer (Accu‐Chek Aviva; Roche Diagnostics).  Rats with blood glucose levels between 20 

and 28 mmol/L were considered diabetic and included into the study (29, 30). Supplementary 

Figure 1 shows increases in glycemia after injection of STZ and a marked reduction in the rate of 

body weight compared to vehicle citrate buffer (10mM) treatment, consistent with STZ-induced 

diabetes (31). STZ‐induced diabetes also displays clear sensory abnormalities mimicking human 

neuropathy such as mechanical allodynia (30). Moreover, the model that has been successfully 

applied for characterizing pharmacodynamic determinants of spinal analgesia by opioid receptor 

ligands (25, 27) and was shown to respond to cannabinoids (24, 25, 32). 
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Assessment of mechanical allodynia 

In the second week following the injection of STZ, mechanical allodynia was evaluated 

using Von Frey filaments as previously described (27, 33). Briefly, rats were accustomed for 15 

min on a metal mesh floor under an inverted plastic box (20 × 10 × 10 cm) in a quiet room. After 

habituation, the plantar surface of the right and left hind legs was alternately touched (6‐8 seconds) 

by applying calibrated filaments from underneath the cage through openings in the mesh floor to 

the hind paw. A series of von Frey filaments of progressively wider diameter (4, 6, 8, 10, 15 and 

26g) were used to find the threshold of pressure required to produce withdrawal. Brisk withdrawal 

or paw flinching was considered a positive response. In the absence of a response at a pressure of 

26 g, animals were assigned to this cutoff value. The mechanical threshold response was obtained 

by consigning the pressure in grams that would result in withdrawal of the paw in 50% of 10 trials. 

A normal rat responds to tactile pressures of 12‐15 g whereas neuropathic rats respond to pressures 

Of 4‐6 g (34). 

 

5.4.5 Pharmacological treatments 

Rats were randomized to their treatment groups at the beginning of each week, and 

treatments were codified so that the experimenter was blinded to treatment conditions during 

behavioural testing. Each group of rats received only one ligand and a single dose per day. Animals 

that received more than one treatment were allowed to recover for 7 days before an injection was 

repeated. Sample sizes were n = 5-8 rats per group. Size was chosen from similar studies in the 

literature (27, 35, 36). An exception to the latter were antagonism experiments in which a second 

dose of antagonist was tested with the same agonist to corroborate observations. In such cases 

sample size was n=3-4 and no statistics were carried out on these observations. 

In a first series of experiments, we examined dose‐dependence of analgesia induced by 

WIN 55,212-2, THC, CBD, THC:CBD (1:1) mixture and the cannabis extract. This was done by 

monitoring anti-allodynic responses prior to treatment and responses elicited by intrathecal (i.t.) 

injection of increasing doses for each treatment, adjusting vehicle as required. Data presented in 

Table1 highlights the fact that all treatments were injected in concentration ranges where the 

vehicle was without effect of its own.  
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In a second series of experiments either a CB1R antagonist (AM 251, 10-20 nmoles), CB2R 

antagonist (AM 630, 10-20 nmoles) or a TRPV1 channel blocker (capsazepine, 12.5-50 nmoles) 

were administered i.t. 30 min prior to the delivery of the agonists. Von Frey tests were taken prior 

to agonist injection and then every 15 min after the administration of active cannabinoids for the 

next 150 min. Doses of the CB1R, CB2R and TRPV1 antagonists that were used in the study were 

based on the literature (37-39), and chosen in a pilot study where we ensured that they did not 

modify basal withdrawal thresholds in neuropathic animals. Supplementary Figure 2 shows that, 

at the doses used, the different antagonists did not modify withdrawal thresholds. 

 

5.4.6  Data analysis 

Following acquisition of the time course of withdrawal thresholds the response was 

integrated from the time of the first measure until analgesic effect disappeared or after 150 min 

elapsed. Analgesia by different treatments and different doses had distinct time courses and the 

integration of the response over time allowed for comparison across treatments. Time courses are 

also shown and noteworthy differences are highlighted in the results section The values of the 

analgesic response over time were consigned as area under the curve (AUC). Moreover, in order 

to fully isolate the analgesic effect of each treatment from any possible influence of vehicle, the 

AUC of the corresponding vehicle group was subtracted from the AUC value of each treatment to 

obtain delta AUC (ΔAUC) values. The standard error of mean for ΔAUC values at each dose were 

computed as the square root of the sum of the squares of the two SEMs:  

SEM Δ AUC = √(SEM treatment)2 + (SEM vehicle) 2 

Data analysis was performed using GraphPad 7 (GraphPad Software). Significance for all 

statistical tests was set at P < 0.05. Statistics are specified in text or corresponding Figures.  
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5.5  Results  

5.5.1  STZ-induced mechanical allodynia  

The current framework guiding prescription, regulation, and commercialization of medical 

cannabis products is based on quantification of THC contents and ratios of THC:CBD present in 

these products (9, 10). Here we wanted to determine whether the adoption of such practice in the 

context of therapeutic applications is supported by pharmacodynamic evidence. To start addressing 

the question we compared anti-allodynic responses and targets mediating analgesic actions of pure 

THC, pure CBD, a 1:1 mix of these compounds and a balanced chemotype II extract. To do so we 

used a diabetic neuropathy pain model that has previously allowed us to identify pharmacodynamic  

mediators of opioid analgesic response and tolerance (27). In this model, neuropathic pain is 

induced by a single injection of streptozotocin (STZ).  Hence, in a first series of experiments, we 

verified whether administration of STZ modified the basal paw withdrawal threshold.  

As shown in Table1A and consistent with previous studies by our laboratory and others (27, 

40), a single injection of STZ induced mechanical hindpaw hypersensitivity. Indeed, one-way 

ANOVA followed by Sidaks’s post-hoc test showed that STZ injection significantly reduced the 

paw withdrawal threshold compared to naïve animals (p<0.05). In contrast, citrate buffer, the 

vehicle in which STZ was dissolved, was without effect (p > 0.05). These observations indicate 

that STZ administration induced mechanical allodynia, a frequent manifestation of neuropathic 

pain (41). 

 

5.5.2 Effect of WIN 55, 212-2, THC and CBD on STZ-induced mechanical 

sensitivity  

In a second series of experiments, we sought to assess how pure THC and pure CBD 

modified allodynic responses that had developed in STZ-treated rats. Their effects were compared 

to those of the synthetic cannabinoid WIN 55,212-2 (42). Because our focus is on the 

pharmacodynamic aspects of the response, we wanted to avoid pharmacokinetic confounders 

associated with systemic administration. Thus, treatments were administered via an intrathecal 

route and we focused on spinal analgesia.  
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For each of the treatments of interest, corresponding vehicles were first tested to determine 

if any of them significantly modified STZ-induced hypersensitivity. One-way ANOVA 

comparison between non-injected STZ rats and STZ rats injected with vehicle indicated that none 

of the vehicles used had a significant effect on basal withdrawal thresholds (Table1B).  Actually, 

the time course of withdrawal thresholds obtained in STZ rats that were injected with vehicles for 

WIN 55,212-2 (5% DMSO), THC (24 and 31.7% ethanol) and CBD (24 and 31.7% ethanol) all 

revealed as a flat line indicating no effect of vehicle over the time course of the experiment 

(Supplementary Figure 3A).  

We next assessed the analgesic effects of the different agonists. Panels A, C and E in Figure 

1 show the integrated analgesic response elicited by WIN 55,212-2, THC and CBD corrected for 

vehicle effect (i.e.: AUC values that were calculated as described in methods). Delta AUC values 

were plotted as a function of the dose administered and significance of the effect of each dose as 

compared to withdrawal thresholds obtained in the absence of treatment was established by one-

way ANOVA. This test indicated a significant effect for the three treatment groups (p≤0.0001) and 

subsequent comparisons using Dunnett’s test revealed that each dose of WIN 55, 212-2 induced 

significant analgesia until reaching a plateau at ~20 nmoles (Figure 1A). Significant analgesic 

responses for THC started at higher doses than WIN 55, 212-2, producing a biphasic dose-related 

attenuation of STZ-induced mechanical sensitivity (Figure 1C). Finally, CBD’s analgesic response 

was only evident at higher doses than both WIN 55, 212-2 and THC (Figure 1E).  

Figure 1, panels B, D and F show the time courses of mitigation of mechanical allodynia 

by WIN 55, 212-2, THC and CBD in the STZ-rats. As described above, all three ligands produced 

a dose‐dependent increase in the pressure that was necessary to evoke mechanical allodynia but 

there were differences in the duration and the time to attain maximal response. To better investigate 

time course of response, we examined the time to get to the peak response for each dose of WIN 

55, 212-2 or THC that produced a significant analgesic response (Supplementary Figure 4). For 

WIN 55, 212-2, the graph shows that the time to peak response was dose dependent reaching its 

maximum ~30 min after injection (Supplementary Figure 4A). In the case of THC, the response 

was biphasic with lower concentrations (250 nmoles) eliciting an early peak at 45 min and higher 

concentrations (≥ 750 nmoles) attaining their maximum 60 min after injection (Supplementary 

Figure 4B). Finally, only the higher doses of CBD had significant analgesic actions but a time to 

peak could not be clearly defined (Figure 1F). 
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5.5.3 Effects of THC:CBD (1:1) mixture and balanced type II cannabis extract 

on STZ-induced mechanical sensitivity  

In a third series of experiments, we sought to assess how THC:CBD mixed in a 1:1 ratio 

and a cannabis extract characterized by a “balanced” THC:CBD ratio modified allodynic responses 

in STZ-treated rats. 

Again, corresponding vehicles were first tested to determine if any of them significantly 

modified STZ-induced hypersensitivity. One-way ANOVA showed that none of the vehicles used 

had a significant effect on withdrawal thresholds of STZ-rats (Table1B).  Furthermore, the time 

course of withdrawal thresholds obtained in STZ rats that were injected with vehicles for the 

mixture and the cannabis extract all revealed as a flat line, indicating no effect of vehicle over the 

time course of the experiment (see Supplementary Figure 3A).  

Then, using the same procedure as above, we used time course of anti-allodynic responses 

to calculate AUC values and plotted them as a function of the dose tested (Figure 2A and C). To 

facilitate the interpretation and comparison of data, withdrawal thresholds for the THC:CBD 

mixture and for the extract were plotted as a function of the quantity of THC (nmoles) administered 

with each of these treatments.  

One-way ANOVA analysis of the dose response curve for THC:CBD indicated a significant 

effect of treatment (p≤0.0001), and Dunnett’s multiple comparisons test showed that antiallodynic 

actions became significant at 480 and 725 nmoles of THC equivalent doses (Figure 2A). For the 

cannabis extract, one-way ANOVA (p≤0.0001) followed by Dunnett’s test indicated that 

significant analgesia started at doses as low as 95 nmoles and remained so across all higher 

concentrations tested (Figure 2C). This overall response was more reminiscent of that of THC than 

the response of the THC:CBD mixture.  

Figure 2, panels B and D show the time course of mitigation of mechanical allodynia by 

the THC:CBD mixture and by the cannabis extract in the STZ-rats. Despite their very distinct 

pattern of response at low concentrations, at the highest doses tested, the mixture and the cannabis 

extract both produced a peak analgesic response that were achieved 45-60 minutes after treatment 

administration. 
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5.5.4 Comparative assessment of analgesic responses elicited by THC, CBD, 

their 1:1 mixture and a “balanced” cannabis extract  

Medicinal applications of cannabis products currently rely on quantification of THC 

contents and THC:CBD ratios to guide prescription (9, 10). We were therefore interested to find 

out the extent to which THC content is a good descriptor of analgesic response under the different 

forms it was administered, namely: pure THC, THC in a 1:1 mix with CBD and THC in the form 

of a balanced chemotype II extract. We additionally examined similarities and differences in the 

analgesic response elicited by the mixture of pure THC:CBD and the chemotype II extract. To do 

so we compared analgesia elicited by the different treatments at the doses where differences 

amongst them were the most evident.  

Panels A-C of Figure 3 show ΔAUC values calculated for THC, CBD and their mix at doses 

of 250, 480 and 725 nmoles. Treatment effects were analyzed by two-way ANOVA, which 

revealed an effect of treatment (p≤0.0001), an effect of dose (p≤0.0001) and an interaction 

(p≤0.0001). Tukey’s post-hoc test was then used to compare treatment effects at each of the doses 

selected. At the lowest dose considered (250 nmoles), the analgesic response elicited by THC was 

significantly higher than that of an equivalent amount of THC administered in the form of the mix 

and of a similar dose of CBD (Figure 3A), neither of which produced a measurable response at this 

concentration (Figures 1C and 2A). Interestingly, the response elicited by 250 nmoles THC was 

comparable to that induced by the synthetic CB1R/CB2R agonist WIN 55,212-2 when it reached 

its maximal response at 20 nmoles (Compare panels A and C in Figure 1).  

At a concentration of 480 nmoles THC and THC:CBD both produced significant analgesia 

(Figure 1C and Figure 2A). Their responses were not different from each other but were 

significantly higher than the response of CBD (Figure 3B), which was with no effect at this 

particular dose (Figure 1E). At the highest concentration considered (725 nmoles), all treatments 

produced significant responses (Figure 1C, 1E and 2A), although the mixture was more effective 

than THC or CBD by themselves, which in turn did not differ from one another (Figure 3C). It is 

of interest to note that at this highest concentration, the effects of THC and CBD seemed additive 

as indicated by the fact that the summation of their ΔAUCs is similar to ΔAUCs values obtained 

for the mixture:  ΔAUC mixture= 506.73 ± 29.11 and ΔAUC THC + ΔAUC CBD = 562.63 ± 35.17 

(ΔAUC THC= 314.30 ± 29.17; ΔAUC CBD = 248.33 ± 21.65).                                                 
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Finally, we were interested in finding out if there was an equivalence in analgesic responses 

elicited by the 1:1 THC:CBD mixture and the balanced chemotype II cannabis extract. We used 

the afore-mentioned doses to compare the analgesic efficacy of the extract to that of the mixture 

and of an equivalent amount of pure THC (Figure 3D-F). Statistical significance of agonist-induced 

changes in mechanical allodynia was part of the two-way ANOVA described above. Tukey’s post-

hoc comparisons showed noticeable differences between treatments at specific doses. At 250 

nmoles, the measured analgesic response of the extract was significantly higher than that of the 

mixture but lower than that of pure THC (Figure 3D). At higher concentrations all three treatments 

produced effective analgesia (Figure 1C, 2A and 2C) although some differences were evident 

depending on the dose. At 480 nmoles, analgesia by all three treatments was similar (Figure 3E) 

while at 725 nmoles, the extract was more efficacious than either the mixture or pure  THC (Figure 

3F). 

 

5.5.5 Contributions of the CB1 and CB2 receptors and TRPV1 channels to 

analgesia induced by different cannabinoids 

CB1R, CB2R and TRPV1 channels are primary targets for endocannabinoids and multiple 

studies show their upregulation in spinal cord and DRGs in neuropathic pain models (5, 19, 20), 

including diabetic neuropathy (23, 24). There is also considerable evidence linking these targets to 

analgesic effects of different types of cannabinoids (24, 43, 44). Hence, in this final set of 

experiments, we sought to assess if and how the different treatments engaged the CB1 or CB2 

receptors as well as TRPV1 channels. To this end, CB1R antagonist AM251, CB2R antagonist 

AM630, TRPV1 antagonist capsazepine (37-39) or corresponding vehicles were intrathecally 

injected 30 minutes before active treatments and mechanical allodynia was measured as described 

before.  

Since antagonists were injected to determine if they prevented the effect of different 

agonists, for each pair of antagonist/agonist of interest we tested whether the successive injection 

of their vehicles (Vehicle antagonist + Vehicle agonist) significantly modified STZ-induced 

hypersensitivity. One-way ANOVA comparisons between non-injected STZ-rats and rats injected 

with different vehicle combinations indicated that none of them had a significant effect on basal 
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withdrawal thresholds (Supplementary Table 3). Moreover, the time course of withdrawal 

thresholds obtained in STZ rats that were injected with these combinations all revealed as a flat 

line, indicating no effect of vehicle treatments over the time course of the experiment 

(Supplementary Figure 3B). Finally, it is also worth noting that at the doses used none of the three 

antagonists by themselves had a significant effect on basal paw withdrawal threshold of STZ-rats 

(Supplementary Figure 2).  

 

Targets mediating anti-allodynic effects of WIN 55,212-2 

Since WIN 55,212-2 has been described as a CB1R/CB2R mixed agonist (42), we started 

by testing the implication of these targets in the anti-allodynic response of this synthetic 

cannabinoid. The maximal analgesic effect of WIN 55,212-2 was already evident following 

administration of 20 nmoles (Figure 1A), so this dose was used to evaluate engagement of the 

different targets.  

Hence, in this initial series of experiments, STZ-rats that were pre-injected with specific 

CB1R, CB2R or TRPV1 antagonist or vehicle were subsequently administered the chosen dose of 

WIN 55,212-2. The time course of anti-allodynic responses was then consigned for each group. 

Using the same procedure as above, time course data was used to calculate AUC values for WIN 

55,212-2 responses. AUC values obtained in presence of antagonists were then normalized to the 

effect induced by WIN 55,212-2 in the absence of pre-treatment (Figure 4), to be able to compare 

relative effects of the different blockers on the agonist’s response. Significance of the effect of each 

antagonist on WIN 55,212-2 responses was established by one-way ANOVA. This test indicated a 

significant effect of antagonist treatments (p≤0.0001) and subsequent comparisons using Dunnett’s 

test revealed that pretreatment with either the selective CB1 receptor antagonist AM251 (10 

nmoles) or the selective CB2 receptor antagonist AM630 (10 nmoles) blocked the antinociceptive 

effect of WIN 55,212-2 on STZ-induced mechanical allodynia by 97% or more. On the other hand, 

pretreatment with the TRPV1 antagonist capsazepine (CPZ) at the highest dose tested (50 nmoles) 

did not significantly affect WIN 55,212-2 analgesia.  
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Targets mediating anti-allodynic effects of THC 

For THC, we tested the implication of the afore-mentioned targets at a dose of 250 nmoles 

which produced a peak response by this treatment (Figure 1C), and at 480 nmoles, an intermediate 

dose corresponding to a range where analgesic actions of this cannabinoid seemed to remain stable.  

At 250 nmoles, statistical analysis with one-way ANOVA indicated a significant effect of 

antagonist treatments on THC analgesia (p≤0.0001) and subsequent comparisons using Dunnett’s 

test revealed that both cannabinoid receptor antagonists AM251 (10 nmoles) and AM630 (10 

nmoles) significantly blocked the antinociceptive effect of THC on STZ-induced mechanical 

allodynia by ~90% (Figure 5A). Pretreatment with 12.5 nmoles of the TRPV1 antagonist CPZ on 

the other hand did not have a significant effect, while doubling of the CPZ dose to 25 nmoles 

produced a partial 35% decrease in THC anti-allodynic actions.  

Figure 5B shows that despite increasing the THC dose to 480 nmoles, pretreatment with 10 

nmoles AM630 still blocked its analgesic response, although at this higher dose of THC inhibition 

by AM630 only amounted to ~60%, with no apparent greater effect achieved by increasing the 

dose of antagonist to 20 nmoles. Observations were somewhat different for CB1R-mediated 

response where 10 nmoles of AM251 did not significantly modify THC analgesia at this higher 

dose and only 20 nmoles of this CB1R antagonist seemed to reduce the effect of THC. Finally, 25 

nmoles of the TRPV1 antagonist CPZ blocked 76% of the antiallodynic effects of this higher dose 

of THC. Statistical comparison using a Student’s t-test revealed that antagonism of 480 nmoles of 

THC by 25 nmoles of CPZ was significantly more effective than antagonism produced by the same 

dose of CPZ on 250 nmoles of THC (Figure 5B).  

Targets mediating anti-allodynic effects of CBD 

For CBD, the different antagonists were tested at the most effective dose assessed, namely 

725 nmoles (Figure 6). One-way ANOVA analysis indicated a significant effect of antagonist 

treatments (p≤0.0001), and Dunnett’s multiple comparisons revealed an effect of CB2R and 

TRPV1 but not of CB1R blockers. In particular, while a dose of 20 nmoles of the CB1R antagonist 

AM251 was without effect on CBD analgesia, 20 nmoles of the CB2R antagonist AM630 enhanced 

the anti-allodynic effects of CBD analgesia by 77%.  On the other hand, 25 nmoles of the TRPV1 

antagonist CPZ blocked 60% of CBD analgesia and 50 nmoles of this antagonist abolished this 

response.  
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Targets mediating anti-allodynic effects of the THC:CBD mixture   

The analgesic targets involved in analgesia induced by the 1:1 THC:CBD mixture were 

evaluated at its lowest effective dose, namely 480 nmoles THC equivalent (see Figure 2A) . One-

way ANOVA analysis indicated a significant effect of antagonist treatments (p≤0.0001) and 

Dunnett’s multiple comparisons test showed that the CB2R antagonist AM630 (10 nmoles) 

significantly decreased by ~60% the analgesic response of the mixture (Figure 7). In contrast, a 

similar dose of the CB1R antagonist AM251 was without effect. These observations are 

comparable to those previously obtained with 480 nmoles THC (compare Figure 7 and Figure 5B). 

However, while doubling of the dose of CB1R antagonist AM251 seemed to reduce THC’s 

analgesic actions, 20 nmoles of AM251 appeared without effect on the THC:CBD mixture. Finally, 

the anti-allodynic response of the THC:CBD mixture was unaffected by pretreatment with 25 

nmoles of the TRPV1 antagonist CPZ but was abolished by doubling its dose to 50 nmoles (Figure 

7). This behavior is in contrast with that observed for a similar dose (480 nmoles) of pure THC, 

where 25 nmoles of CPZ had significantly blocked analgesia by 76% (Figure 5B).  

 

Targets mediating anti-allodynic effects of chemotype II Cannabis extract 

Like THC, the cannabis extract produced effective analgesia at a lower concentration range 

than CBD and the THC:CBD mixture. Hence, targets mediating anti-allodynic responses of the 

extract were first assessed at 250 nmoles equivalent THC (Figure 8A). One-way ANOVA analysis 

indicated a significant effect of antagonist treatments (p≤0.0001) and Dunnett’s multiple 

comparisons revealed a profile of antagonists’ effects that was similar to that for THC at this same 

concentration. Indeed, pretreatment with CB1R or CB2R antagonists AM251 (10 nmoles) and 

AM630 (10 nmoles), significantly decreased the anti-allodynic effect of low doses of the cannabis 

extract by 66 and 88% respectively. Interestingly, while 10 nmoles of CB1R (91% decrease) and 

CB2R (88% decrease) antagonists similarly abolished analgesia by 250 nmoles pure THC (Figure 

5A), only the CB2R antagonist blocked the analgesic effect of the extract (88% decrease). On the 

other hand, the CB1R antagonist only partially interfered (66% decrease) with the extract’s 

analgesia (Figure 8A). Finally, pretreatment with 12.5 nmoles of the TRPV1 antagonist CPZ did 

not have a significant effect on the extract’s response, and doubling of the CPZ dose to 25 nmoles 

was needed to produce a 60% decrease of its allodynic effect. This pattern of response is also 

reminiscent of that of 250 nmoles THC (Figure 5A).  
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At 480 nmoles THC equivalent, the anti-allodynic effect of the extract was significantly 

reduced by pretreatment with 10 nmoles of the CB2R antagonist AM630 (53% reduction), but not 

with 10 nmoles of AM251. However, doubling the dose of the CB1R antagonist allowed to reduce 

the extract’s response (Figure 8B). As above, the pattern of response modification by CBR 

antagonists is reminiscent of that seen at with a similar dose of pure THC (Figure 5B). On the other 

hand, the pattern of antagonism of the extract’s responses by CPZ was more reminiscent of the 1:1 

THC:CBD mixture than that of pure THC. In effect, pretreatment with 25 nmoles of this TRPV1 

antagonist did not have a significant effect of the extract’s response, and only doubling the dose to 

50 nmoles of CPZ effectively decreased its analgesic actions (compare Figure 7 and Figure 8B).  

 

5.6 Discussion  

In the present study, we sought to determine the extent to which THC content and 

THC:CBD ratios are reliable descriptors of the potential of cannabinoids to induce analgesia. To 

answer this question, we compared the analgesic effects of an equivalent amount of THC that was 

administered either in its pure form, as part of a 1:1 THC:CBD mixture or as part of a balanced 

chemotype II extract. We found that the analgesic effects produced by the same amount of THC 

delivered via these different formulations were not the same. We further established that despite 

producing their analgesic effects via endocannabinoid targets like CB1R, CB2R and TRPV1 

channels, these targets were distinctively engaged by the three treatments. In particular, lower 

concentrations of THC and the extract were more effective at engaging CB1/CB2 receptors than 

the THC:CBD mixture, which in fact lacked analgesic actions within the lower dose range. On the 

other hand, higher concentrations of the mixture and the extract were similarly susceptible to the 

TRPV1 channel blocker capsazepine but differed from pure THC in this respect. Taken together 

these observations indicate that describing cannabis products in terms of THC content and 

THC:CBD ratios as currently done (9, 10) does not accurately describe their potential to produce 

biological responses such as analgesia.       

In a first series of experiments, we compared analgesia induced by pure THC and CBD, by 

the THC:CBD mixture and by the cannabis extract. The synthetic cannabinoid WIN 55, 212-2, 

whose analgesic response via CBRs is well documented (32, 36, 45) was used as a reference. 
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Differences in the analgesic profiles of the different cannabinoids were remarkable in terms of the 

doses at which analgesia was induced and, in some cases, the time course of response was also 

distinct for the different treatments evaluated. Starting with the mixed CB1R/CB2R agonist WIN 

55,212-2 its anti-allodynic response appeared at very low doses (2 nmoles) and reached a plateau 

at concentrations as low as 20 nmoles. In contrast, analgesia by pure THC appeared at much higher 

doses (180 nmoles) than those producing maximal effect by WIN 55,212-2. Such differences in 

the doses that were required to produce analgesia by the two treatments is consistent with the 

distinct signaling properties of THC and WIN 55,212-2 at CB1R and CB2R. Indeed, while WIN 

55, 212-2 was shown to behave as a potent full agonist in G-protein activation by these receptors, 

THC behaves as a low potency partial agonist (46, 47). Consistent with its signaling profile (46, 

47), analgesia by CB1R/CB2R agonist WIN 55, 212-2 was blocked by both the CB1R antagonist 

AM251 and the CB2R antagonist AM630, but was unaffected by capsazepine. With respect to 

THC, all three targets assessed were engaged in its analgesic actions, but in a differential way 

depending on the dose used.  

At lower doses (250 nmoles), similar to WIN 55,212-2, THC analgesia was practically 

abolished by 10 nmoles of CB1R or CB2R antagonists, pointing to a considerable contribution by 

these receptors. Nonetheless, a small proportion of the low dose response (35%) was also sensitive 

to 25 nmoles of TRPV1 antagonist capsazepine.  

At the higher dose of 480 nmoles, GPCRs remained involved in THC analgesia. In 

particular, almost two-thirds (60%) of the THC response was still susceptible to the lowest dose of 

AM630 (10 nmoles). On the other hand, the CB1R response was susceptible to 20 but not 10 

nmoles of AM251, also pointing to the involvement of this receptor. Finally, the engagement of 

TRPV1 channels was more pronounced than for the lower dose of THC since 25 nmoles of 

capsazepine blocked as much as 76% of the 480 nmoles analgesic effect, while it only reduced low 

dose analgesia by 35%. Analgesic effects of cannabinoids at TRPV channels have been attributed 

to channel desensitization (48-50). In the case of CBD this desensitization takes place after channel 

activation (48, 51, 52); in the case of cannabichromene and tetrahydrocannabinolic acid, 

desensitization does not require activation of the channel  (48). In vitro studies carried out with 

human and rat TRPV1 channels expressed in HEK293 indicate that THC does not produce TRPV1 

activation (48, 53). Together these observations are consistent with a scenario where the portion of 

THC analgesia that was blocked by TRPV1-selective capsazepine doses of 25 nmoles (54-56) 
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could be mediated via direct desensitization of the channel. Alternatively, TRPV1 activation and 

desensitization mechanisms may differ between neurons and HEK cells, explaining why THC 

produces TRPV1-dependent analgesia in vivo while it fails to activate the channel in vitro.      

Interestingly, the dose response to THC was quite atypical with a peak at 250 nmoles 

followed by a plateau that preceded a second increase in analgesia at a much higher dose. The time 

course of mitigation of mechanical allodynia by THC also pointed to its biphasic effect. Biphasic 

effects of cannabinoids and even triphasic effects of THC have been reported in other animal 

models (57-60). The specific mechanism(s) underlying these multiphasic effects need to be further 

examined, but one possible explanation could be the progressive involvement of different effectors 

such as GPCRs and TRPV channels (16).  

The analgesic response of pure CBD (725 nmoles) appeared at a higher dose than that of 

THC and its time course showed an extended response with no clearly discernable peaks. This 

response was greatly reduced by 25 nmoles of capsazepine (70% reduction), which is consistent 

with our knowledge that CBD desensitizes TRPV1 channels (17, 49). On the other hand, although 

50 nmoles of this antagonist abolished CBD analgesia, the use of this higher dose does not allow 

us to rule out contribution of other TRP channels (61, 62). Our results further indicate that CBD 

also had a pro-algetic effect that was revealed by the administration of the CB2R antagonist 

AM630. The presence of a CB2R-dependent pain response in rats treated with CBD suggests 

possible inverse efficacy of the cannabinoid at this target, a type of pharmacodynamic response 

that has been previously described for CBD at CB2Rs (63, 64). Finally, CB1Rs had no apparent 

contribution to CBD’s response, an observation that is also consistent with previous reports (43, 

57). 

The analgesic responses of pure THC and pure CBD were different from those elicited by 

their 1:1 combination. Particularly, and similar to CBD, the mixture lacked the antiallodynic effect 

elicited by pure THC within the 180-250 nmole dose range, suggesting CBD may interfere with 

THC analgesia at these lower concentrations. In contrast, at the highest doses tested (725 nmoles 

THC equivalent), the analgesic effect of the mixture was greater than that of either pure compound. 

Comparison of analgesic responses integrated over time (ΔAUC) pointed to an additive effect of 

THC and CBD at this concentration. The latter observation differs from previous reports showing 

synergistic interactions when THC and CBD were combined for mitigation of pain (57, 58). Two 
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main factors may explain the differences between studies: the type of chronic pain model and the 

route of administration that were used in the different studies. Indeed, pathophysiological 

mechanisms and changes to endocannabinoid targets may differ between the model of diabetic 

neuropathy that was used in this study and chemotherapy and CCI pain models used in previous 

reports. As for the route of administration, herein the drugs were locally administered into the 

subarachnoid space whereas previous reports used systemic administration. In the latter case, 

interactions between THC and CBD may have happened at supraspinal level or may have involved 

pharmacokinetic aspects that were not at play in the present study.  

Finally, at 480 nmoles THC equivalent the effect of the THC:CBD mixture was mediated 

via both TRPV1 channels and CB2R. In particular, at this concentration the effects of pure THC 

and the mixture were similarly blocked by AM630 at 10 and 20 nmoles, pointing to comparable 

engagement of this effector by both treatments. In contrast, and unlike pure THC or CBD, 25 

nmoles of capsazepine were ineffective in blocking the mixture’s response, which required 

doubling of the blocker’s dose to prevent analgesia by THC:CBD. This observation is consistent 

with an additive effect of CBD and THC at the level of the TRPV1 channel analgesia, although 

contribution of other TRP channels cannot be excluded at 50 nmoles of capsazepine that were 

required to produce antagonism (61, 62). Similar to CBD and contrary to THC, we saw no 

contribution of CB1R to the analgesic effects of the mixture.  

Pure cannabinoids and the THC:CBD mixture were then compared to the cannabis extract 

where dose dependent differences in analgesic actions and in the targets engaged were also 

revealed. At the lower doses assessed (95 – 250 nmoles THC equivalent), the chemotype II extract 

effectively elicited analgesia where the 1:1 THC:CBD mixture failed to do so. Moreover, the 

analgesic effect of the extract became evident at lower concentrations than pure THC as indicated 

by the fact that only the extract had antiallodynic effects when tested at 95 nmoles THC equivalent. 

On the other hand, pure THC had a peak response at 250 nmoles that was not present for the extract. 

Finally, at the highest dose tested (725 nmoles THC equivalent) the extract was more efficacious 

than pure THC as well as the THC:CBD mixture, suggesting an effect at play that is not provided 

through CBD,THC or their interaction. Taken together, these observations suggest that analgesic 

effects of low and high doses of the tested chemotype II extract are not completely described by its 

balanced content in THC and CBD. Incongruence between the analgesic response induced by an 

extract and a mixture of similar THC:CBD ratio have also been described for chemotype III extract 
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(65), but this was not the case for a chemotype I extract and pure THC (66). Another line of 

evidence in support of the notion that the extract and the THC:CBD mixture tested herein do not 

have equivalent biological responses is given by the distinct pattern of analgesic effectors they 

engaged. At lower doses (250 nmoles THC equivalent), the extract engaged the CB1R and CB2R 

targets similar to THC, whereas at higher doses (480 nmoles THC equivalent) it engaged the 

TRPV1 channels in a similar manner as the THC:CBD mixture. However, a major distinction 

between the extract and the mixture was that CB1R had no contribution to the mixture’s response 

while this same target was effectively engaged by the extract. Differences between the extract and 

the mixture can be reasonably attributed to an ‘entourage effect’ provided by minor cannabinoids 

present in the extract but absent from the mixture. The concept of entourage suggests that the 

multiple components of the cannabis extract interact synergistically to produce more than additive 

actions (3). The chemotype II extract used in our study has a THC:CBD ratio of approximatively 

1:1  but also contains other constituents such as CBN, CBC and CBG (see methods for details). 

These three minor phytocannabinoids have been described to have analgesic efficacy in rodent 

models of pain through similar targets as THC and CBD (67-71). Hence, it is plausible that THC, 

CBD and minor cannabinoids may interact to distinctively modify target activation, thus explaining 

the differences in analgesic responses between the extract and the THC:CBD mixture.  

In summary, the study provides evidence that the analgesic profile and the 

pharmacodynamic targets engaged by a cannabis extract and mixes of cannabinoids cannot be 

simply inferred from their THC and CBD contents. Although medicinal use of cannabis products 

currently relies on knowledge of composition for therapeutic applications, evaluation of biological 

activity at major endocannabinoid targets should prove more informative for guiding and validating 

the use of phytocannabinoids in pain treatment.     
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5.8 Tableaux 

 

Table1. Effect of citrate buffer, STZ and vehicle treatments on mechanical sensitivity in 

neuropathic (STZ) rats.  

 

Baseline measurement of mechanical sensitivity was assessed in naïve Sprague Dawley rats (n=6), 

rats that were administered Citrate buffer (n=6) or STZ (50.0 mg·kg−1 per rat, n=7). Mechanical 

sensitivity was measured again 1 week following injection of different treatments. Statistical 

significance of changes in mechanical allodynia induced by STZ or citrate buffer as compared to I 

rats was evaluated by One-way ANOVA (p<0.01) followed by Dunnett’s multiple comparison test, 

which showed an effect of the STZ treatment (*p<0.05). B) Baseline measurement of mechanical 

sensitivity was obtained in STZ-treated rats 15 to 75 minutes after the injection of indicated vehicle 

treatment groups. The mean withdrawal threshold value (± SEM) between 15 and 75 minutes was 

A. 
    

 Paw Withdrawal Threshold (g) Comparison vs naive 

Treatments Mean SEM Significance p value 

Naive (n=6) 15.75 3.73   

Citrate buffer (n=6) 17.62 3.77 ns 0.48 

Streptozotocin (n=7) 3.41 0.14 * 0.014 

     

B.     

 Paw Withdrawal Threshold (g) Comparison vs STZ 

Treatments Mean SEM Significance p value 

Streptozotocin (n=6) 3.37 0.15     

Vehicle (5% DMSO / 5% Cremophor) (n=5) 3.66 0.26 

ns 

p=0.60 

Vehicle (11.6% Ethanol / 7.5% Cremophor) (n=5) 3.26 0.11 

Vehicle (24% Ethanol / 7.5% Cremophor) (n=6) 3.33 0.14 

Vehicle (31.7% Ethanol / 7.5% Cremophor) (n=5) 3.26 0.11 

Vehicle (48% Ethanol / 7.5% Cremophor) (n=5) 3.40 0.17 
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calculated for each vehicle and compared to the mean value obtained in STZ-treated rats. Statistical 

significance of vehicle induced changes in mechanical allodynia was evaluated by one-way 

ANOVA (p=0.60) which showed no effect of vehicle on STZ thresholds after post hoc analysis 

using Dunnett’s multiple comparisons test. P values for the different comparisons are given in the 

table.
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5.9 Figures 
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Figure 1. Time course and dose-dependent anti-allodynic effects of WIN 55, 212-2, Δ9-

tetrahydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) in STZ rats.  

One week after STZ administration, rats received i.t. injections of (A, B) WIN 55, 212-2, (C, D) 

THC or (E, F) CBD at the indicated doses. Mechanical thresholds were assessed prior to treatment 

administration and then every 15 min after injection until return to baseline. Results in A, C and E 

correspond to AUC values (mean ± SEM) that were plotted as a function of dose (nmoles). AUC 

values were calculated by subtracting AUC values for the vehicle in which agonist was dissolved 

from AUC values of the corresponding treatment series. Doses that induced a significant analgesic 

response as compared to no treatment administration are indicated in the figure and were 

established using one-way ANOVA followed by Dunnett’s test multiple comparison test (details 

in text). * p< 0.05, ** p<0.01 and ****p<0. 0001.Time course of paw withdrawal thresholds 

(grams) following injection of (B) WIN 55, 212-2, (D) THC and (F) CBD are shown. Results 

correspond mean ± SEM of 5-7 rats per concentration point as indicated in the figure.  
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Figure 2. Time course and dose-dependent anti-allodynic effects of the THC:CBD (1:1) 

mixture and of the extract in STZ rats.  

One week after STZ administration, rats received i.t. injections of (A, B) the THC:CBD (1:1) 

mixture or (C, D) the cannabis extract at the indicated doses. Mechanical thresholds were assessed 

prior to treatment administration and then every 15 min after injection until return to baseline. 

Results in A and C correspond to AUC values (mean ± SEM) that were plotted as a function of 

dose (nmoles). AUC values were calculated by subtracting AUC values for the vehicle in which 

treatments were dissolved from AUC values obtained in each treatment series. Doses that induced 

a significant analgesic response as compared to no treatment administration are indicated in the 

figure and were established using one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison 

test. ** p<0.01 and ****p<0. 0001.Time courses of paw withdrawal thresholds following injection 

of (B) the THC:CBD (1:1) mixture and (D) the cannabis extract are shown. Results correspond to 

mean ± SEM of 5-6 rats per concentration point as indicated in the figure.  
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Figure 3. Comparison of the anti-allodynic effects of THC, CBD, THC: CBD (1:1) mixture 

and extract in STZ rats.  

(A-C) ΔAUC values derived from the time course of anti-allodynic responses elicited by pure THC 

and pure CBD are compared to ΔAUC values generated with the THC:CBD (1:1) mixture. (D-F) 

ΔAUC values derived from the time course of analgesic responses elicited by pure THC and the 

THC:CBD mixture are compared to ΔAUC values obtained with the cannabis extract. Doses for 

the (THC:CBD) mixture and the extract are given as the quantity (nmoles) of THC administered 

with each of these treatments. The number of animals per treatment and dose appear within 

corresponding histogram bars. Statistical significance of the comparisons was evaluated by two-

way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test (details in text). * p<0.05, ** p<0.01, 

*** p<0.001 and ****p<0.0001.   
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Figure 4. Contributions of CB1R, CB2R and TRPV1 channels to the anti-allodynic effect of 

WIN 55,212-2.  

One week after STZ administration and 30 min before i.t. administration of WIN 55,212-2 (20 

nmoles, red bar), rats were pre-injected (i.t.) with the selective CB1R antagonist AM251 (gray bar), 

the selective CB2R antagonist AM630 (orange bar) or the selective TRPV1 channel blocker 

capsazepine (sky blue bar), at doses indicated in the figure. Results correspond to integrated anti-

allodynic responses (ΔAUC values, mean ± SEM) normalized to WIN 55,212-2 response in the 

absence of antagonist pre-treatment. Statistical comparisons were carried out using one-way 

ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test. **** p < 0.0001 comparing antagonist 

vs no antagonist pretreatments. The number of animals tested per treatment is indicated in the 

figure.  
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Figure 5. Contributions of CB1R, CB2R and TRPV1 channels to the anti-allodynic effect of 

THC.  

One week after STZ administration and 30 min before i.t. administration of (A) 250 nmoles or (B) 

480 nmoles THC (black bars), rats were pre-injected (i.t.) with the selective CB1R antagonist 

AM251 (gray bar), the selective CB2R antagonist AM630 (orange bar) or the selective TRPV1 

channel blocker capsazepine (sky blue bar), at doses indicated in the figure. Results correspond to 

integrated anti-allodynic responses (ΔAUC values, mean ± SEM) normalized to THC response in 

the absence of antagonist pre-treatment. Statistical comparisons were carried out using one-way 

ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and 

**** p < 0.0001 comparing antagonist vs no antagonist pretreatments. Statistical comparisons 

between the effect of 25 nmoles CPZ in animals receiving 250 nmoles and 480 nmoles THC were 

carried out using Student’s t-test. # p< 0.01. The number of animals tested per treatment is indicated 

in the figure. 
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Figure 6. Contributions of CB1R, CB2R and TRPV1 channels to the anti-allodynic effect of 

CBD.  

One week after STZ administration and 30 min before i.t. administration of CBD (725 nmoles, 

dark blue bar), rats were pre-injected (i.t.) with the selective CB1R antagonist AM251 (gray bar), 

the selective CB2R antagonist AM630 (orange bar) or the selective TRPV1 channel blocker 

capsazepine (sky blue bar), at doses indicated in the figure. Results correspond to integrated anti-

allodynic responses (ΔAUC values, mean ± SEM) normalized to CBD response in the absence of 

antagonist pre-treatment. Statistical comparisons were carried out using one-way ANOVA 

followed by Dunnett’s multiple comparison test. ** p<0.01 and **** p < 0.0001 comparing 

antagonist vs no antagonist pretreatments. The number of animals tested per treatment is indicated 

in the figure.  
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Figure 7. Contributions of CB1R, CB2R and TRPV1 channels to the anti-allodynic effect of 

the THC:CBD (1:1) mixture.  

One week after STZ administration and 30 min before i.t. administration of the (THC:CBD) 

mixture at 480 nmoles THC equivalent (purple bar), rats were pre-injected (i.t.) with the selective 

CB1R antagonist AM251 (gray bar), the selective CB2R antagonist AM630 (orange bar) or the 

selective TRPV1 channel blocker capsazepine (sky blue bar), at doses indicated in the figure. 

Results correspond to integrated anti-allodynic responses (ΔAUC values, mean ± SEM) 

normalized to the response of the mixture in the absence of antagonist pre-treatment. Statistical 

comparisons were carried out using one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison 

test. **** p < 0.0001 comparing antagonist vs no antagonist pretreatments. The number of animals 

tested per treatment is indicated in the figure.  
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Figure 8. Contributions of CB1R, CB2R and TRPV1 channels to the anti-allodynic effect of 

chemotype II cannabis extract.  

One week after STZ administration and 30 min before i.t. administration of the cannabis extract at 

(A) 250 nmoles or (B) 480 nmoles THC equivalent (green bars), rats were pre-injected (i.t.) with 

the selective CB1R antagonist AM251 (gray bar), the selective CB2R antagonist AM630 (orange 

bar) or the selective TRPV1 channel blocker capsazepine (sky blue bar), at doses indicated in the 

figure. Results correspond to integrated anti-allodynic responses (ΔAUC values, mean ± SEM) 

normalized to extract response in the absence of antagonist pre-treatment. Statistical comparisons 

were carried out using one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test. * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and **** p < 0.0001 comparing antagonist vs no antagonist 

pretreatments. The number of animals tested per treatment is indicated in the figure.  
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5.10  Supplementary information  

 

 

 



227 

 

Supplementary Figure 1. Evolution of non-fasting glycemia and body weight in type 1 

diabetic rats. (A) Non-fasting glycemia was measured before (black circles, n=6), 1 week (red 

squares, n=6) and 2 weeks (blue triangles, n=6) after the injection of vehicle (Citrate buffer) or 

Streptozotocin (STZ), as indicated. Statistical significance of STZ-induced changes in blood 

glucose levels was evaluated by two-way ANOVA, which showed an effect of treatment 

(p<0.0001), an effect of time (p<0.0001) and an interaction (p<0.0001). Sidaks’s post-hoc test 

showed a significant increase in glucose levels following STZ injection (p<0.0001). (B) Body 

weight was evaluated before (black circles, n=6), 1 week (red squares, n=6) and 2 weeks (blue 

triangles, n=6) after vehicle (Citrate buffer) or Streptozotocin (STZ) treatments, as indicated. 

Statistical significance of STZ-induced changes in body weight was evaluated by two-way 

ANOVA, which showed an effect of treatment (p= 0,001), an effect of time (p<0.0001) and an 

interaction (p<0.0001). Sidaks’s post-hoc test showed a significant increase in body weight 

following injection of both citrate buffer (p<0.01) and STZ (p<0.01) 1 week following the 

treatment. At week 2, the citrate buffer treatment group (p<0.0001) continued to show a significant 

increase in body weight compared to week 1, but this was not the case for the STZ treatment group 

(p=0.65). 
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Supplementary Figure 2. Time course and effect of antagonist treatment on mechanical 

sensitivity in neuropathic (STZ) rats.  

One week after STZ administration, rats received i.t. injections of indicated doses of (A, B) CB1R 

antagonist AM251, (C, D) CB2R antagonist AM630, (E, F) TRPV1 antagonist capsazepine or 

corresponding vehicles. Mechanical thresholds were assessed prior to treatment and then every 15 

min after injection of vehicle or antagonist. Time course of AM251, AM630 and capsazepine 

analgesic are respectively shown in A, C and E. The response to 250 nmoles of THC is provided 

for comparison. Results correspond to paw withdrawal threshold (mean ± SEM). Withdrawal 

threshold shown in A, C and E were integrated over time to generate AUC values (mean ± SEM) 

respectively shown in B, D and F. One-way ANOVA was used to compare AUC values generated 

in vehicle-injected rats to AUC values obtained in rats that received AM251 (p =0.006), AM630 

(p= 0.18) and capsazepine (p= 0.24). Post-hoc comparisons using Dunnett’s test corroborated no 

significant effect of AM251 at either of the doses tested (p= 0.19 for 10 nmoles; p=0.09 for 20 

nmoles). The number of animals per condition is provided in corresponding histograms.  
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Supplementary Figure 3. Time course of the hind paw withdrawal response to von Frey 

filaments after intrathecal administration of vehicles for cannabinoids and antagonists used 

in the study.  

 (A) One week after STZ administration, rats received i.t. injections of the following vehicles in 

which active cannabinoid treatments were dissolved: Vehicle 1 (5% DMSO / 5% Cremophor) n=5; 

Vehicle 2 (11.6% Ethanol / 7.5% Cremophor) n=5; Vehicle 3 (24% Ethanol / 7.5% Cremophor) 

n=6; Vehicle 4 (31.7% Ethanol / 7.5% Cremophor) n=5 or Vehicle 5 (50% Ethanol / 7.5% 

Cremophor) n=5. (Matches between active treatments and their corresponding vehicles are 

provided in Supplementary Table 1). Mechanical thresholds were assessed prior to and then every 

15 min after vehicle injection. Results correspond to paw withdrawal threshold (mean ± SEM). The 

response to 250 nmoles of THC is provided for visual comparison. Statistical comparisons between 

vehicle and non-injected STZ rats are provided in Table 1. 

(B) One week after STZ administration, rats received i.t. injections of vehicles that were used for 

administration of specific antagonists (VhAntag) and 30 min later they received a second i.t. injection 

corresponding to the vehicle of the active treatment (VhTreat) for which antagonism was intended. 

Six different combinations of VhAntag + VhTreat were used in the study. Vehicle combination 1: 

((VhAntag (2.5% DMF/ 5% Cremophor) + VhTreat (5% DMSO / 5% Cremophor)) n=5; Vehicle 

combination 2: ((VhAntag (5% Ethanol / 5% Cremophor) + VhTreat (5% DMSO/ 5% Cremophor)) 

n=5; Vehicle combination 3: ((VhAntag 5% DMF / 5% Cremophor) + VhTreat (24 % Ethanol / 7.5% 

Cremophor)) n=6; Vehicle combination 4: ((VhAntag 5% Ethanol / 5% Cremophor) + VhTreat (24 % 

Ethanol/ 7.5% Cremophor)) n=6;  Vehicle combination 5: (VhAntag (5% DMF/ 5% Cremophor) + 

VhTreat (31.7 % Ethanol/ 7.5% Cremophor)) n=6 or Vehicle combination 6: (VhAntag (5% Ethanol/ 

5% Cremophor) + VhTreat (31.7 % Ethanol/ 7.5% Cremophor)) n=6. Mechanical thresholds were 

assessed every 15 min after VhTreat administration. Results correspond to paw withdrawal threshold 

(mean ± SEM). The response to 250 nmoles of THC is provided for comparison. Statistical 

comparisons between vehicle and non-injected STZ rats are provided in supplementary Table 3. 

Matches between active treatments and their corresponding vehicles are provided in 

Supplementary Table 1. Matches between antagonist treatments and their corresponding vehicles 

are provided in Supplementary Table 2. 
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Supplementary Figure 4. Time necessary to get to the peak analgesic response. The time (min) 

to reach maximal analgesic response was plotted as a function of dose (nmoles) for (A) WIN 

55,212-2 or (THC). Only the doses that induced a significant response as compared to vehicles 

were considered (see Figure 1). 
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Supplementary Table 1. Summary of agonist treatment groups for experimental 

procedures. 

Doses, compositions and volumes of the injected treatments are indicated in the table.   

Part I. Agonist experiments    

Agonists Dose (nmoles)  % DMSO/ethanol and Cremophor 
Volume per 
rat (μL, i.t.) 

WIN 55, 212-2 0.2- 60 5% DMSO, 5% Cremophor 30 

Δ9-tetrahydrocannabinol 
(THC)  

95-480 15% ethanol, 7.5% Cremophor 30 

725 24% ethanol, 7.5% Cremophor 30 

955 31.7 % ethanol, 7.5% Cremophor 30 

Cannabidiol (CBD) 

95-480 15% ethanol, 7.5% Cremophor 30 

725 24% ethanol, 7.5% Cremophor 30 

955 31.7 % ethanol, 7.5% Cremophor 30 

THC:CBD mixture  (1 :1) 
95-480 (nmoles of THC) 31.3 % ethanol, 7.5% Cremophor 30 

725 (nmoles of THC) 48 % ethanol, 7.5% Cremophor 30 

Cannabis extract (1 :1.45) 

30-250 (nmoles of THC) 11.6 % ethanol, 7.5% Cremophor 30 

480-725 (nmoles of 
THC) 

27 % ethanol, 7.5% Cremophor 30 

 

 

Supplementary Table 2. Summary of antagonist treatment groups for experimental 

procedures. 

Doses, compositions and volumes of the injected treatments are indicated in the table.   

Part II. Antagonist 
experiments 

   

Antagonists Dose (nmoles)  % DMF/ethanol and Cremophor 
Volume per rat (μL, 

i.t.) 

Capsazepine 

12.5 1.25% ethanol, 5%Cremophor  20 

25 2.5 % ethanol, 5%Cremophor  20 

50 5 % ethanol, 5%Cremophor  20 

AM630 
10 2.5% DMF, 5%Cremophor  20 

20 5 % DMF, 5%Cremophor  20 

AM251 
10 2.5% ethanol, 5%Cremophor  20 

20 5% ethanol, 5%Cremophor  20 
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Supplementary Table 3. Effect of vehicle treatments used in antagonism experiments on 

mechanical paw withdrawal thresholds in STZ rats.  

 Paw Withdrawal Threshold 
(g) 

Treatments Mean SEM 

STZ (n=6)   3.14 ° 0.12 

VhAnt (2.5% DMF) + VhTreat (5% DMSO) (n=5) 3.10 0.03 

VhAnt (5% Ethanol) + VhTreat (5% DMSO) (n=5) 3.19 0.03 

VhAnt (5% DMF) + VhTreat (24 % Ethanol) (n=6) 3.04 0.02 

VhAnt (5% Ethanol) + VhTreat (24 % Ethanol) (n=6) 3.18 0.06 

VhAnt (5% DMF) + VhTreat (31.7 % Ethanol) (n=6) 3.04 0.02 

VhAnt (5% Ethanol) + VhTreat (31.7 % Ethanol) 
(n=6) 3.24 0.03 

° p=0.13, One-way anova STZ vs vehicles    
 

Baseline measurement of mechanical sensitivity were taken 1 week following the injection of 

Streptozotocin (STZ, 50 mg·kg−1 per injection, n=6). Rats then received i.t. injections of 

vehicle for different antagonists (VhAnt) and 30 min later the vehicle for different active 

treatments (VhTreat). Mechanical thresholds were assessed every 15 min after VhTreat 

administration. The mean withdrawal threshold value (± SEM) was calculated for each vehicle 

pair and compared to the mean value of STZ rats. Statistical significance of vehicle induced 

changes in mechanical allodynia as compared to non-injected STZ rats was evaluated by one-

way ANOVA, which showed no effect of treatment.  
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6 Chapitre 6 : Discussion 

Les travaux inclus dans cette thèse avaient comme but, d’une part, de mieux comprendre la 

relation entre les profils signalétiques des agonistes opioïdes et leurs effets indésirables observés 

en clinique et, d’autre part, de caractériser les propriétés analgésiques des phytocannabinoïdes et 

les cibles pharmacodynamiques impliquées dans cette réponse. 

Pour répondre à ces objectifs, nous avons dans un premier temps développé une méthode 

basée sur l’utilisation de l’apprentissage non supervisé par clustering qui permet de classifier les 

ligands du récepteur MOR humain en des catégories pharmacodynamiques qui contemplent une 

panoplie de signaux. Cette classification s’est faite à l’aide des paramètres Log(τ)-Emax-

Log(τ/KA). Nous avons par la suite pu associer ces différentes catégories pharmacodynamiques 

avec différentes fréquences de rapport d’effets indésirables d’opioïdes cliniques au programme de 

pharmacovigilance de la FDA. Nous avons par ailleurs appliqué l’analyse de clustering à d’autres 

types et sous-types de RCPG afin de démontrer, dans un premier temps, que cet outil pouvait 

permettre de comparer les profils signalétiques entre différents sous-types de récepteurs (MOR et 

DOR de rat et d’humain) ; et, dans un second temps, qu’il était possible d’associer les catégories 

pharmacodynamiques à des effets indésirables d’un autre type de RCPG que le MOR (récepteur 

β2-adrénergique qui est couplé à la protéine Gαs). Nous avons ainsi pu corréler les catégories 

pharmacodynamiques des agonistes du β2-adrénergique avec des effets sympatholytiques 

rapportés pour ces derniers (il n’existe pas d’agonistes du DOR en clinique et nous n’avons donc 

pas pu faire de corrélations pour ce récepteur).  

Dans un second temps, nous avons démontré que des agonistes cannabinoïdes avaient des 

effets anti-allodyniques dans un modèle de neuropathie diabétique chez les rats. Les effets 

analgésiques du THC étaient différents entre son administration sous forme pure, sous forme d’un 

mélange THC:CBD (1 :1) ou sous forme d’un extrait de cannabis de chémotype II. De plus, ces 

différents traitements engageaient les cibles CB1R, CB2R et TRPV1 de façon distincte selon les 

cannabinoïdes et les doses et testés.    

Ensemble ces travaux apportent des éléments pertinents pour le processus de criblage de 

nouveaux opioïdes avec un profil d’effets secondaires plus tolérable, et pour la caractérisation plus 

efficace d’analgésiques cannabinoïdes pour le traitement des douleurs chroniques.  
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6.1  La sélectivité fonctionnelle des agonistes du MOR  

Dans notre première étude (article II), nous avons caractérisé les réponses de 25 agonistes 

du MOR à travers 10 voies de signalisation qui monitorent l’activation des protéines G (Gαi1 Gαi2, 

Gαo, Kir3 et AMPc) et le recrutement de β-arrestines (β-arrestine 1, β-arrestine 2 en présence ou 

absence de GRK2, 5 et 6) par méthode de BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer). 

Nous avons ensuite analysé les courbes dose-réponse générées afin d’extraire les paramètres 

logistiques Emax, EC50 et les paramètres opérationnels Log(τ) et Log (τ/KA). En utilisant la 

combinaison de paramètres Emax-Log(τ)-Log(τ/KA), nous avons appliqué une méthode 

d’apprentissage non supervisée de clustering par k-means afin de générer trois clusters qui 

permettent de distinguer les différents ligands selon leurs similarités de signalisation pour les 10 

voies testées. Nous avons trouvé que la classification des agonistes du MOR était principalement 

médiée par une diversité dans les réponses de β-arrestines, mais que les réponses médiées par les 

protéines G avaient également contribué à la classification. Les paramètres d’efficacité Emax et τ 

avaient le plus de poids dans la ségrégation des agonistes comparativement au Log(τ/KA). La 

méthode de clustering décrite dans nos recherches est donc basée non seulement sur le type, mais 

également sur la magnitude des réponses. Elle permet ainsi d’apprécier les préférences 

signalétiques des agonistes du MOR de façon multidimensionnelle. 

   

6.1.1 Les clusters pharmacodynamiques peuvent être corrélés avec les effets 

indésirables des opioïdes  

Des études initiales de souris KO de β-arrestines 2 ont observé que ces souris avaient une 

analgésie augmentée après injection de morphine et présentaient des effets de dépression 

respiratoire et de constipation grandement diminués (247, 262). Ces observations ont mené à 

l’hypothèse que les mécanismes dépendants de la β-arrestine 2 seraient responsables des effets 

indésirables des opioïdes. Exploitant la sélectivité fonctionnelle des agonistes du MOR, des 

recherches poussées furent menées afin de développer des agonistes dits « biaisés » qui ne 

recruteraient pas ou très faiblement la β-arrestines 2 et qui activeraient préférentiellement les 

protéines G. L’olicéridine (TRV 130), PZM21 (PZM) et SR-17018 (SR) représentent les exemples 

les plus notables de ligands opioïdes avec un biais rapporté pour les protéines G (239, 308, 311).  
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Étant donné que, dans notre étude, les clusters pharmacodynamiques des agonistes du MOR 

dépendent de leur diversité de signalisation à travers les réponses médiées par les protéines G et 

par les β-arrestines, nous nous sommes intéressés à voir si ces clusters pouvaient nous informer sur 

les potentiels effets indésirables cliniques des opioïdes. En particulier, nous nous sommes 

intéressés aux 6 opioïdes de prescription : morphine, oxycodone, fentanyl, buprénorphine, 

lopéramide et tramadol. Nous avons ainsi trouvé une association entre la position de ces derniers 

dans la matrice de similarité signalétique Log(τ)-Emax-Log(τ/KA) et les fréquences de rapport 

d’effets GI, de dépression respiratoire et de somnolence, tous des effets indésirables typiques de la 

thérapie aux opioïdes. Comme les paramètres Emax et Log(τ) jouaient un rôle plus important dans 

le clustering des agonistes, nous nous sommes ensuite demandé si des clusters générés seulement 

avec ces paramètres pouvaient également être associés à des effets indésirables. De façon 

intéressante, nous avons trouvé que non seulement les corrélations précédemment obtenues avec 

les paramètres Log(τ)-Emax-Log(τ/KA) étaient conservées, mais qu’il y avait en plus davantage 

d’associations avec d’autres effets indésirables. Ceci suggère que même si l’affinité fonctionnelle 

apportée par le coefficient de transduction Log(τ/KA) permet une meilleure distinction entre les 

agonistes, cette dernière agit comme un facteur confusionnel lorsqu’on essaye de corréler les 

clusters avec les effets indésirables. Un autre argument en faveur de cette conclusion est que 

lorsque les paramètres Log(τ)-Emax sont utilisés pour générer des clusters définis uniquement par 

des réponses β-arrestines ou uniquement par des réponses protéines G, les deux types de réponses 

étaient corrélées avec la fréquence de rapport de fécalome; à l’inverse, lorsque le paramètre 

log(τ/KA) était introduit, la corrélation entre les réponses protéines G et le fécalome était perdue. 

Cette perte d’association était due au fait que la buprénorphine, un agoniste du MOR avec une 

efficacité très partielle à activer les réponses des protéines G et une fréquence de rapports de 

fécalome basse, avait un coefficient log(τ/KA) similaire à celui d’agonistes hautement efficaces tels 

que le fentanyl qui, eux, avaient une fréquence de rapports de fécalome élevée. La buprénorphine 

a une très forte affinité pour le MOR (529) et le coefficient de transduction Log(τ/KA) n’a donc pas 

pu distinguer entre cet agoniste à basse efficacité-haute affinité et des agonistes plus efficaces. 

Nous avons d’ailleurs trouvé que les valeurs de Log(τ/KA) des agonistes du MOR corrélaient 

fortement avec celles des valeurs de puissance (EC50), ce qui expliquerait la confusion entre ces 

agonistes avec des efficacités de signalisation aussi différentes. Ceci était également le cas pour les 

effets respiratoires et de somnolence (données non publiées, voir Annexe I). De façon similaire, 
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lorsque nous avons utilisé l’essai d’inhibition aiguë de la contractilité de l’iléon (une réponse qui 

est médiée par une signalisation dépendante des protéines G des MOR du plexus digestif, voir 

section 1.2.3.2.2), les fréquences de rapports de fécalome ont de nouveau pu être corrélées avec les 

Log(τ), mais pas avec les Log(τ/KA) de l’inhibition de contractilité de l’iléon.  

Ces observations démontrent donc que l’utilisation du Log(τ/KA) tel que proposé par les 

Dr. Kenakin et Christopoulos est un facteur confusionnel qui diminue le pouvoir prédictif de notre 

modèle. Ce paramètre consolide à la fois l’information reliée à efficacité des agonistes (τ) et celle 

associée à l’affinité (KA). Or, KA est une mesure d’affinité conditionnelle calculée à partir de 

l’ajustement des courbes dose-réponse et ne tient pas en compte de l’affinité de liaison du ligand 

au récepteur. Cette utilisation du modèle opérationnel avec KA est controversée et a également été 

remise en question par d’autres auteurs tels que les Dr. Rajagopal, Costa et Onaran (304). Ces 

derniers proposent plutôt de dériver les valeurs de KA en utilisant les valeurs de Ki déterminées 

pour chaque ligand par des expériences de radio-liaison (300, 304, 305).  Néanmoins, lorsque nous 

avons essayé d’utiliser les données d’affinité Ki pour nos différents ligands, nous n’avons pas 

obtenu un ajustement adéquat des courbes dose-réponse des agonistes. Il y avait un décalage entre 

les courbes ajustées en fixant les valeurs de KA à celles de Ki et les données expérimentales réelles 

(Données non publiées, voir Annexe II).  C’est pourquoi nous avons décidé de ne pas utiliser le 

modèle opérationnel tel que proposé par les Dr. Rajagopal, Costa et Onaran (304) mais plutôt celui 

proposé par les Dr. Kenakin et Christopoulos qui permettait de mieux caractériser l’ensemble des 

données expérimentales de l’étude. Il est toutefois important de garder en tête les limitations d’un 

point de vue pharmacologique de ce modèle : avoir un paramètre Log(τ/KA) qui décrit un agoniste 

sans pouvoir discriminer entre son efficacité et son affinité est un paramètre limité. Cette faiblesse 

devient évidente dans le cas des agonistes à basse efficacité-haute affinité, telle que la 

buprénorphine, pour lesquels le Log(τ/KA) devient un paramètre confusionnel qui ne permet pas 

de distinguer entre les agonistes à basse efficacité-haute affinité et les agonistes à haute efficacité, 

tel que discuté plus haut.   
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6.1.1.1  Les coefficients de transduction Log(τ/KA) ne sont pas des outils fiables pour la 

quantification du biais et la prédiction des effets indésirables des agonistes du 

MOR 

Comme discuté ci-dessus, nous avons démontré que l’utilisation des facteurs de 

transduction Log(τ/KA) était un facteur confusionnel pour une bonne corrélation des clusters avec 

les effets indésirables des opioïdes. Or la méthode la plus acceptée et la plus couramment utilisée 

pour la détection et la quantification du biais pour le MOR repose sur le calcul de ΔΔLog(τ/KA)  

(303) (voir section 1.2.4.2). L’avantage proposé de ce modèle est la possibilité de contrecarrer les 

effets qui dépendent du système biologique utilisé (tels que la quantité de récepteurs, d’effecteurs 

ou de protéines de régulations qui peuvent différer d’un système cellulaire à l’autre) en normalisant 

les Log(τ/KA) des différents agonistes relativement à un agoniste de référence (299, 303). Cette 

méthode n’est cependant pas très pratique en présence de facteurs confusionnels tels que différentes 

cinétiques de liaison du ligand (530) (comme pour la buprénorphine) ou lorsqu’il existe des 

différences d’amplification entre les deux systèmes mesurés (317, 461). Ceci est particulièrement 

vrai dans les analyses de biais des agonistes du MOR qui comparent des essais d’activation de 

protéines G à ceux de recrutement de β-arrestines, et où l’on compare un système hautement 

amplifié avec un système faiblement amplifié.  

Un facteur confusionnel fréquent qui empêche la mesure adéquate des efficacités pour les 

voies amplifiées telles que les protéines G est la présence de récepteurs de réserve (531). Des 

agonistes vont alors produire une réponse complète alors que seulement une fraction des récepteurs 

disponibles sont occupés. Ceci est dû au fait que le système de protéine G soit un système amplifié 

où un seul récepteur activé peut catalyser l’activation de protéines G menant à la modulation en 

aval de plusieurs effecteurs et seconds messagers pour induire l’effet désiré (461). À ceci se rajoute 

le fait que le réservoir d’effecteurs est plus limité que celui des récepteurs (surtout dans des 

systèmes de surexpression des récepteurs) ce qui entraîne une saturation de l’effet (461). Dû à cette 

haute expression des récepteurs et à une amplification du système de signalisation, il y aura une 

apparition d’un « effet plafond » où la plupart des agonistes atteignent la même réponse maximale 

quelles que soient leurs efficacités intrinsèques réelles (461, 521, 531). Dans ces conditions, il 

devient impossible de connaître les efficacités relatives des agonistes. Ceci expliquerait pourquoi 

dans notre étude, les réponses d’accumulation d’AMPc n’ont pas significativement contribué à la 

ségrégation des agonistes du MOR en contraste avec les réponses β-arrestines qui étaient capables 
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de distinguer les différentes efficacités des agonistes. Par ailleurs, même si les agonistes n’ont pas 

encore complètement atteint l’effet maximal du système, des petites erreurs dans l’ajustement des 

courbes doses-réponse peuvent produire de grandes erreurs dans l’estimation des efficacités 

opérationnelles et mener à des estimations de biais faussées (461, 462). Or il est à noter que dans 

toutes les études décrivant les principaux agonistes présumés biaisés du MOR (239, 308, 311), les 

essais d’accumulation d’AMPc et de liaison de GTPγS (guanosine 5’-[γ-thio]triphosphate) étaient 

utilisés pour décrire et quantifier les réponses reliées à l’activation des protéines G. Ces deux essais 

présentent des effets plafonds (532) et ne sont donc pas de bons outils pour quantifier l’agonisme 

biaisé. Une solution pour corriger cette haute amplification de système est de diminuer le nombre 

de récepteurs réserves par leur inactivation irréversible à l’aide d’antagonistes irréversibles. Ceci 

va réduire l’effet maximal des agonistes au-dessous de l’effet plafond de l’essai et permettra la 

distinction et la quantification des efficacités intrinsèques réelles des agonistes (531, 532). Par 

ailleurs, le développement récent de nanocorps sélectifs (31) et de protéines G solubles miniatures 

(533) a démontré qu’il était possible d’étudier l’activation et le recrutement des protéines G avec 

des niveaux d’amplification similaires à ceux des essais de β-arrestines (317).  

Pour ce qui est des réponses médiées par les β-arrestines, il n’y a pas d’étape d’amplification 

entre le récepteur et l’effet quantifié puisque l’effet désiré est la formation du complexe récepteur-

β-arrestine. De plus, les essais de β-arrestines peuvent avoir un seuil de détection dynamique limité 

ce qui aboutit à un « effet plancher » voulant dire que des agonistes qui ont des efficacités au-

dessous d’un certain seuil ne donneront pas de réponses détectables (461, 521). De ce fait, des 

agonistes de basse efficacité vont produire des réponses très petites ce qui rend la quantification de 

l’effet difficile et l’exactitude de l’ajustement des courbes dose-réponse diminue rapidement. Or, 

les estimations du modèle opérationnel dépendent entièrement des processus d’ajustement de 

courbes ; il faut donc faire preuve de prudence lorsqu’on génère des estimés d’agonisme biaisé 

avec des réponses aussi basses (301, 461, 521). Une façon de contourner ces limitations consiste à 

augmenter l’amplification du signal, comme nous l’avons fait dans notre étude, en surexprimant 

les GRK afin de permettre à la plupart des agonistes de produire des réponses quantifiables. Ceci 

permet aussi de tenir en compte le fait que les cellules HEK293 (qui sont souvent utilisées pour 

quantifier les réponses signalétiques des agonistes du MOR) ont des niveaux d’expression de GRK 

endogènes plus bas que ceux des neurones (534). Ceci pourrait entraîner une sous-estimation du 

recrutement réel de β-arrestines engendré par les agonistes du MOR dans les neurones sensoriels. 
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À titre d’exemple, les agonistes du cluster 2 dans notre étude étaient des agonistes partiels au niveau 

des protéines G et avaient des réponses mesurables pour les β-arrestines seulement lorsqu’on 

surexprimait les GRK. Ceci suggère qu’une absence observée de réponses β-arrestines pourrait être 

due à une faible efficacité des agonistes à activer le récepteur et non à une signalisation biaisée. À 

ce propos, dans des essais où les facteurs confusionnels d’amplifications ont été corrigés (par 

exemple par l’utilisation de mini protéines G, l’inactivation des récepteurs ou la surexpression des 

GRK), les composés PZM, olicéridine et SR n’étaient pas significativement biaisés vers la 

signalisation des protéines G par rapport à la β-arrestine (316, 317, 535). De façon intéressante, 

lorsque le biais était calculé en utilisant seulement les GRK endogènes du système cellulaire 

(HEK293), les profils de biais étaient différents. Bien que non significatifs, maintenant l’olicéridine 

et PZM présentaient une tendance de biais vers les voies d’activation de la protéine G. Ceci 

démontre que l’identification précédente d’un agonisme biaisé pour les agonistes du MOR était 

fortement influencée par des paramètres du système et n’était pas due à de nouvelles 

caractéristiques des ligands. 

 

6.1.1.2  Les facteurs de biais ne corrèlent pas avec l’incidence des effets indésirables  

Nous avons calculé les ΔΔlog(τ/KA) entre différentes combinaisons des voies de protéines 

G vs β-arrestines (données non publiées, voir Excel « matériel complémentaire ») et nous n’avons 

pas pu établir d’associations entre ces derniers et les fréquences de rapports des effets respiratoires, 

gastro-intestinaux et de somnolence que nous avions précédemment pu établir avec la matrice 

signalétique. Ces données suggèrent que le biais tel que mesuré par les facteurs de biais (10 ΔΔlog 

(τ/KA)) n’est pas indicatif des effets indésirables des opioïdes. Dans le même ordre d’idées, les 

agonistes présumés « biaisés » vers la protéine G par rapport à la β-arrestine induisaient tout de 

même des effets indésirables (252, 536). En effet, dans les modèles précliniques, contrairement 

aux données initiales, l’administration d’olicéridine et de PZM a été associée à des effets de 

constipation, de dépression respiratoire, de tolérance analgésique, de dépendance physique et 

d’effets de renforcement (252, 316, 317). En clinique, l’olicéridine induisait de la constipation et 

de la dépression respiratoire, bien qu’elle eût une fenêtre thérapeutique légèrement améliorée 

comparativement à celle de la morphine (314, 537, 538). 
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Schmid et al. Ont suggéré que la simple observation d’un biais n’était pas assez pour prédire 

la fenêtre thérapeutique d’un composé, mais que le degré du biais était aussi crucial (239). Ainsi, 

plus le facteur de biais est élevé pour la voie de la protéine G et plus la fenêtre thérapeutique serait 

grande. Ils ont généré une série de composés dérivés de la pipéridine dont le SR-17018 (SR) qui 

est le composé qui était décrit comme ayant le biais le plus élevé vers la protéine G. Les facteurs 

de biais du SR étaient associés à une fenêtre thérapeutique plus large que la morphine où le SR 

produisait très peu de dépression respiratoire. Une étude subséquente a néanmoins trouvé que ce 

dernier entraînait une dépression respiratoire significative (bien que l’effet fût moindre en 

comparaison à la morphine ou le fentanyl) et que les facteurs de biais n’étaient pas prédictifs de sa 

fenêtre thérapeutique (317). Ces données contradictoires sont dues aux défis associés avec la 

quantification des Log(τ/KA) discutés plus haut (section 6.1.1.1) et qui n’ont pas été adressés par 

Schmid et al (239). En effet, ces derniers ont trouvé que le fentanyl, un agoniste du MOR 

responsable d’un grand nombre de surdoses létales par dépression respiratoire (539), était biaisé 

vers la β-arrestine 2 (par rapport à la protéine G) et que cela expliquerait sa tendance à induire des 

dépressions respiratoires sévères (239). Cependant, les modèles récents des souris KO en β-

arrestines 2 et des souris knock-in des récepteurs MOR mutés, ont montré que le fentanyl induisait 

tout de même de la dépression respiratoire chez ces animaux (248, 249). De plus, nos données de 

BRET de cette présente étude (article II) démontrent que le fentanyl n’est pas un agoniste biaisé 

vers la β-arrestine 2. Une analyse plus minutieuse des données de Schmid et al. Montre que le 

fentanyl révélait un biais vers la β-arrestines 2 seulement lorsque le recrutement de β-arrestines 

était comparé avec l’essai de liaison au GTPγS, mais pas lorsque l’inhibition de l’AMPc était 

utilisée comme signal d’activation de la protéine G. Ceci est contradictoire avec des études 

précédentes qui ont montré que le fentanyl n’avait pas de biais entre le recrutement de β-arrestines 

et la liaison au GTPγS (540, 541). Une autre explication pour les données faussées de Schmid et 

al. Est que les essais de GTPγS et de β-arrestine 2 étaient réalisés sur différents systèmes 

biologiques (membranes de cellules CHO vs cellules U2OS respectivement). Or, comme discuté 

dans l’article I, des variations importantes au niveau de la magnitude, mais également au niveau de 

la direction du biais sont observées entre différentes lignées cellulaires (463). Le degré de biais que 

Schmid et al. Ont associé à la fenêtre thérapeutique des composés SR était donc probablement une 

conséquence des conditions expérimentales et du système biologique utilisé. Ceci souligne 

l’importance d’utiliser des méthodes rigoureuses pour la détermination de l’agonisme biaisé. À ce 
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propos, notre méthode de classification pharmacodynamique discutée dans cette thèse pourrait être 

une bonne alternative au calcul du biais puisqu’elle permet de prendre en compte les préférences 

signalétiques des agonistes de façon multidimensionnelle, contrairement aux comparaisons 

dichotomiques des facteurs de biais. Elle a aussi pour avantage d’être moins susceptible d’être 

influencée par des paramètres propres au contexte cellulaire puisqu’elle utilise des mesures de 

changements conformationnels entre les différents partenaires signalétiques (voir article I). 

 

6.1.2 Les réponses médiées par les β-arrestines ne sont pas essentielles pour les 

effets indésirables des agonistes du MOR   

Nos observations que les deux types de réponses médiées par les protéines G et par les β-

arrestines sont associés à la fréquence de rapport des effets GI, respiratoires et de somnolence 

suggèrent qu’il n’y a pas de distinction entre les voies des protéines G et des β-arrestines dans 

l’association avec les effets indésirables des opioïdes. Ceci ne soutient pas l’hypothèse initiale que 

seulement la β-arrestine 2 serait responsable des effets indésirables des opioïdes (qui a été formulée 

après des observations de Raehal et. Al chez des souris KO en  β-arrestine 2) (247). Conformément 

à nos résultats, cette hypothèse a aussi récemment été remise en question par des modèles 

génétiques qui démontrent que la constipation et la dépression respiratoire du fentanyl et de la 

morphine persistent chez des souris knock-in exprimant des récepteurs MOR dont tous les sites de 

phosphorylation du C-terminal étaient mutés en Alanine (et qui ne peuvent donc ni être 

phosphorylés, ni recruter de β-arrestine 2) (249). Par ailleurs, les résultats de Raehal et. Al (247) 

n’ont pas pu être reproduits par plusieurs laboratoires indépendants chez des souris KO en β-

arrestine 2 (248, 252). De plus, il n’y a pas d’évidences physiologiques directes démontrant que la 

β-arrestine 2 est responsable des effets indésirables des opioïdes. Enfin, comme discuté dans la 

section 1.2.3.2, de nombreuses évidences démontrent un rôle primordial d’une signalisation 

dépendante des protéines G dans les mécanismes de dépression respiratoire et de constipation, 

parmi d’autres (236, 243-245, 251). Ensemble, ces données sèment un doute sur la plausibilité 

qu’un biais vers les protéines G par rapport à la β-arrestine soit une stratégie efficace pour le 

développement d’agonistes du MOR plus sécuritaires et tolérables. 
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6.1.3 La basse efficacité intrinsèque des agonistes du MOR et non l’agonisme 

biaisé est responsable de leur fenêtre thérapeutique améliorée 

Dans notre clustering, la ségrégation des agonistes du MOR était principalement 

dépendante des paramètres d’efficacité. Ainsi, les représentations graphiques des profils des 

différents ligands ont montré que les réponses maximales reliées aux β-arrestines et aux protéines 

G diminuaient d’un cluster à l’autre, mais à des étendues différentes. Ainsi, alors que les réponses 

médiées par les β-arrestines ont graduellement disparu, celles des protéines G ont graduellement 

diminué, mais sans toutefois disparaître. Comme discuté plus haut, ces deux systèmes ont des 

niveaux d’amplification différents et une absence de réponses de β-arrestines peut simplement 

indiquer la présence d’un faible agonisme partiel et non pas celle d’un biais. Par ailleurs, des études 

utilisant des systèmes non amplifiés ont confirmé que, contrairement à ce qui était initialement 

décrit, les principaux agonistes « biaisés » olicéridine, PZM et SR étaient en réalité des agonistes 

partiels du MOR (31, 317, 535). Étant donné que nous avons trouvé que les effets indésirables des 

opioïdes corrélaient avec les paramètres d’efficacité, nous étions à notre connaissance les premiers 

à émettre l’hypothèse que les agonistes dits « biaisés » du MOR avaient un profil d’effets 

indésirables amélioré dû à une faible efficacité à stimuler le récepteur et non pas dû à la présence 

d’un biais vers les protéines G. Ceci a par la suite été confirmé par les travaux de Gillis et.al (317). 

Ainsi, dans leur récente étude, Gillis et.al (317) ont trouvé que les efficacités intrinsèques 

de différents agonistes du MOR pour différents essais d’activation des protéines G et de régulation 

du récepteur (incluant le recrutement de β-arrestines) étaient fortement corrélées. En d’autres 

termes, les agonistes ne démontraient pas de biais entre les différentes réponses du récepteur 

testées. Ces agonistes incluaient les trois agonistes dits biaisés, PZM, SR et TRV qui avaient tous 

une activité similaire au niveau de l’activation des protéines G et du recrutement de β-arrestines 2. 

L’étude a été menée dans des conditions où les facteurs confusionnels d’amplification de système 

ont été corrigés comme discuté plus haut (section 6.1.1.1). Dans ces conditions, PZM, SR et TRV 

avaient des efficacités τ basses comparativement à celle de la morphine, qui était elle-même un 

agoniste partiel. L’ordre d’efficacités des différents agonistes était en accord avec nos données et 

était comme suit : DAMGO = fentanyl = méthadone > morphine = oxycodone > olicéridine = 

PZM21 ≥ SR-17018 ≥ buprénorphine. Les auteurs ont par la suite démontré qu’il y avait une 

relation inverse entre l’efficacité τ à activer la voie des protéines G et la fenêtre thérapeutique 



246 

 

observée in vivo chez des souris. Ainsi, les composés avec une grande efficacité tels que fentanyl 

avaient une très petite fenêtre thérapeutique; alors que la buprénorphine, l’agoniste qui avait 

l’efficacité la plus basse, avait une fenêtre thérapeutique beaucoup plus large. La morphine, qui est 

moins efficace que le fentanyl et plus efficace que la buprénorphine, avait un profil de sécurité 

intermédiaire. Ces observations sont en accord avec notre présente étude où nous avons trouvé une 

association entre une efficacité réduite des agonistes du MOR, dont la buprénorphine, et des 

fréquences de rapports d’effets indésirables plus petites. Les données d’études cliniques semblent 

également appuyer ces conclusions. En effet, la buprénorphine a un effet « plateau » de dépression 

respiratoire (elle n’induit pas d’effets additionnels au-delà des doses thérapeutiques (242)) et est 

impliquée dans moins de surdoses mortelles que celles des autres opioïdes (542). Cet effet 

« plateau » a été attribué à sa faible efficacité intrinsèque à activer le MOR. Cet agonisme partiel 

ne semble néanmoins pas affecter l’efficacité analgésique de la buprénorphine puisqu’une récente 

méta-analyse comparant 24 études cliniques a conclu que cette dernière induisait une analgésie 

équivalente ou supérieure à celle de la morphine, du fentanyl et de l’oxycodone dans 23 sur les 24 

études considérées, incluant pour des douleurs sévères (543). Par ailleurs, le meptazinol, un autre 

agoniste à faible efficacité appartenant au même cluster que la buprénorphine dans notre étude, a 

été rapporté comme entraînant moins de dépression respiratoire (sauf, pour des raisons méconnues, 

lorsqu’il est utilisé chez des patients anesthésiés et en préopératoire), d’inhibition de la motilité 

gastro-intestinale et de potentiel d’abus que la morphine (209-211). Ce dernier n’a pas été pris en 

compte dans les corrélations avec les effets indésirables car ce n’est pas un médicament approuvé 

par la FDA (voir section 1.2.2.1.9), mais ceci vient encore une fois appuyer le fait que les clusters 

pharmacodynamiques basés sur les paramètres d’efficacité peuvent être de bons prédicteurs des 

effets indésirables des agonistes du MOR.  

 Enfin, Gillis et.al (317) ont rapporté que les agonistes du MOR « supposés biaisés » avaient 

des efficacités τ et des fenêtres thérapeutiques y associées qui se situaient ente celles de la morphine 

et de la buprénorphine. De plus, similairement à nos résultats (voir Excel « matériel 

complémentaire »), l’utilisation des facteurs de biais calculés entre les voies des protéines G et des 

β-arrestines 2 n’a pas pu prédire les fenêtres thérapeutiques d’aucun des agonistes utilisés.  De ce 

fait, conformément à notre hypothèse énoncée plus haut, le profil amélioré d’effets indésirables des 

agonistes présumés « biaisés » serait donc bien dû à leur basse efficacité τ à activer le MOR et non 

à un biais vers les protéines G. 
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6.2 Les clusters signalétiques et structurels donnent des 

informations complémentaires sur les effets indésirables des agonistes 

du MOR  

Les données structurelles sont souvent utilisées pour classifier les différents candidats-

médicaments et pour essayer de prédire la réponse thérapeutique et les effets indésirables y associés 

(544). Des modifications dans la structure chimique d’un composé de référence permettent de 

changer les propriétés pharmacocinétiques de ce dernier et de moduler ses effets 

pharmacodynamiques (545). Par exemple, la molécule d’héroïne consiste en un ajout de deux 

groupements acétyles à la molécule initiale de morphine; ce changement permet à la molécule 

d’héroïne de pénétrer plus rapidement à travers la barrière hématoencéphalique et donc d’avoir un 

effet plus rapide que la morphine (546). Cela lui donne également un potentiel d’abus plus élevé 

(546). Dans notre étude, nous avons classifié les agonistes du MOR selon la similarité de leurs 

structures chimiques. Les clusters obtenus étaient assez différents de ceux obtenus avec la matrice 

de similarité signalétique. De façon similaire, les clusters structurels ont corrélé avec des effets 

indésirables différents de ceux obtenus avec les clusters pharmacodynamiques. Comme la 

pharmacocinétique des ligands est en partie déterminée par leur structure chimique, il n’est pas 

surprenant que les clusters structurels fussent principalement associés avec des fluctuations dans 

les effets du médicament et des symptômes de manque. De façon intéressante, nous avons 

également obtenu des corrélations entre l’effet indésirable de prurit, un effet commun de la thérapie 

aux opioïdes (547), et les clusters structurels (mais pas avec les clusters signalétiques). Ceci 

pourrait être dû à la contribution du récepteur aux opiacés atypique MRGPRX2 comme facteur 

confusionnel. En effet, il a été montré que ce récepteur, qui n’a pas été testé dans notre étude, 

pouvait être impliqué dans les effets de prurit de la morphine et des analgésiques avec une structure 

similaire (alors que les opioïdes n’ayant pas d’activité sur ce récepteur n’engendrent pas de prurit) 

(548, 549). Les informations de similarité de structures chimiques utilisées dans notre étude 

pourraient donc être en train de capturer l’affinité des ligands pour cette cible secondaire (off 

target). Ensemble, ces observations suggèrent que les structures chimiques et les profils 

signalétiques apportent des informations complémentaires. Il serait donc plus pertinent d’utiliser 

ces deux types de données afin d’avoir une meilleure vue d’ensemble des potentiels effets 

indésirables d’un composé d’intérêt et de développer des outils prédictifs plus sensibles.  
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Dans le même ordre d’idée, il y a eu dans les dernières années une tendance à vouloir aller 

au-delà des simples informations structurelles et à les complémenter avec les données des cibles 

moléculaires et des voies de signalisation impliquées dans les effets indésirables d’intérêt (550). 

Ces cibles et voies de signalisation peuvent être identifiées à partir de données expérimentales 

connues ou bien à partir de prédictions in silico (551-553). Ces nouvelles méthodologies de 

regroupement basées sur les réseaux d’interaction hors cible (off target) ont pour avantage de 

pouvoir révéler des potentielles associations insoupçonnées entre l’effet indésirable et différentes 

autres entités telles que des petites molécules, des protéines et des voies de signalisation (550). 

Elles peuvent alors permettre de générer des hypothèses mécanistiques pour ces effets d’intérêt. 

Par exemple, tel que mentionné dans la section 1.1.3.1.1.2, il existe également une signalisation 

indépendante des protéines G et des β-arrestines des récepteurs opioïdes et il serait intéressant 

d’appliquer ces méthodes afin de voir si des associations additionnelles peuvent être obtenues entre 

cette signalisation et les effets indésirables des opioïdes. 

 

6.3 Le contenu en THC et les ratios THC:CBD ne décrivent pas 

l’activité biologique des cannabinoïdes dans un modèle de douleur 

chronique neuropathique  

Bien qu’ils soient la première ligne de traitement pour les douleurs aiguës sévères, les effets 

indésirables des agonistes du MOR compliquent leur utilisation pour traiter les douleurs 

chroniques. De plus leur efficacité pour le soulagement des douleurs chroniques non cancéreuses, 

telles que les douleurs neuropathiques, fait face à des incertitudes considérables (112). C’est 

pourquoi, nous nous sommes également intéressés dans cette thèse à caractériser les effets 

analgésiques des agonistes cannabinoïdes qui seraient des candidats prometteurs pour le 

soulagement des douleurs chroniques, et en particulier des douleurs neuropathiques (61, 371, 373).  

Le cannabis médical désigne des médicaments à base de Cannabis Sativa qui sont 

approuvés par les autorités régulatrices et qui ont des contenus de THC et des ratios THC:CBD 

standardisés. Des exemple types de ces médicaments sont le THC synthétique (nabilone), et le 

Sativex (nabiximols) qui est un extrait de cannabis dont les principaux constituants sont le THC et 

le CBD à ratio ≈ 1 :1 (441). Les lois régulant le cannabis médical sont basées sur la présomption 
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que les quantités de THC (considéré comme étant le principal composant analgésique de la plante) 

et les ratios THC:CBD permettraient de prédire l’activité biologique (les effets thérapeutiques et 

les effets  indésirables) de ces produits naturels (445, 446) (voir section 1.3.3.3.1). Nous avons 

donc testé dans notre deuxième étude (article III) si la composition en THC et en ratio THC:CBD 

d’un extrait de cannabis était bien prédictive de son effet analgésique in vivo. Pour ce faire, nous 

avons caractérisé les effets analgésiques des cannabinoïdes purs THC et CBD, d’une combinaison 

THC:CBD à ratio (1 :1) et d’un extrait de cannabis de chémotype II (avec un ratio THC:CBD ≈ 

1 :1). Nous avons utilisé un modèle de douleur neuropathique chez des rats (la neuropathie 

diabétique étant la forme de neuropathie la plus répandue dans la population) et avons comparé 

l’efficacité des différents traitements à réduire l’allodynie mécanique induite.  Il est à noter que la 

neuropathie diabétique chez les rats STZ peut également être associée à l’apparition d’hyperalgésie 

mécanique et thermique ainsi que d’allodynie thermique (554, 555). Nous avons choisi d’étudier 

l’allodynie mécanique car c’est un modèle que nous avons optimisé dans le laboratoire et qui nous 

a permis de distinguer les propriétés analgésiques de différents agonistes du DOR (522). De plus, 

de nombreuses évidences dans la littérature démontrent une implication des cibles cannabinoïdes 

d’intérêt de notre étude (à savoir : CB1, CB2 et TRPV1. Voir section 6.4 plus bas) pour le 

soulagement de l’allodynie mécanique en neuropathie diabétique (155, 156, 360, 419, 499).  

Nous avons trouvé que tous les traitements soulageaient de façon significative la douleur, 

mais qu’ils différaient en termes de puissances, d’efficacités et de cinétiques temporelles. Ainsi, le 

THC avait une courbe dose-réponse biphasique avec un effet analgésique significatif à partir de 

180 nmoles alors que l’effet du CBD était significatif à des doses quatre fois plus élevées. De 

même, l’effet anti-allodynique du mélange THC:CBD à ratio 1 :1 apparait à des doses plus élevées 

que celles du THC seul, suggérant que l’ajout de CBD interfère avec l’analgésie du THC aux basses 

doses. A l’inverse, aux plus hautes doses testées, l’effet analgésique de la combinaison THC:CBD 

était supérieur à celui de THC ou du CBD seuls et suggérait une interaction additive entre les deux 

cannabinoïdes. Il a été montré que l’influence du CBD sur les effets comportementaux et 

analgésiques du THC varie selon l’effet en question et dépend de nombreux facteurs tels que 

l’espèce, le mode d’administration, la durée d’administration et les ratios de cannabinoïdes utilisés 

(379, 413, 436). La plupart des études précliniques ont été menées sur des modèles de douleur 

aiguë et ont démontré que des doses moyennes à élevées de CBD pouvaient augmenter le potentiel 

analgésique du THC, alors que des doses plus basses et inefficaces de CBD ne le faisaient pas (556-
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558). Très peu d’études ont examiné l’interaction entre le THC et le CBD dans un modèle de 

douleur neuropathique (439, 440). Dans l’une de ces études, de basses doses de la combinaison 

THC:CBD entraînaient un effet anti-allodynique plus faible que le THC seul dans un modèle de 

CCI ; alors qu’à de hautes doses, la combinaison avait une réponse plus élevée que le THC seul 

(440). Notre étude semble donc confirmer les observations des modèles de douleurs aiguës et 

neuropathiques selon lesquelles de hautes doses de CBD interagiraient avec le THC pour 

augmenter son activité analgésique. 

Nous avons également trouvé que l’extrait de cannabis de chémotype II induisait une 

réponse analgésique à des doses auxquelles le THC seul, le CBD seul et la combinaison THC:CBD 

(1 :1) n’avaient pas d’effets (95 nmoles). Il est à noter qu’il existe une légère différence de ratio 

THC:CBD entre l’extrait et la combinaison THC:CBD utilisés (1 :1.45  vs 1:1). Nous ne pensons 

toutefois pas que les résultats observés soient dus à cette différence de ratios. En effet, nous avons 

fait une étude pilote comparant les mélanges THC:CBD à ratios (1:1) et (1 :1.45) et les réponses 

analgésiques des deux traitements étaient superposables (Annexe III). Ensemble ces observations 

démontrent que l’effet de l’extrait provient de l’interaction de composants autres que le THC et le 

CBD. À ce propos, l’extrait contient les phytocannabinoïdes mineurs CBN, CBC et CBG. Ces 

derniers ont des activités variables au niveau des récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2, des canaux 

TRP et au niveau d’autres RCPG via lesquels ils ont tous démontré des activités analgésiques dans 

des modèles précliniques (voir section 1.3.3.2) (383, 408, 422, 425, 427). Par ailleurs, il a été 

observé que l’administration de CBC pouvait potentialiser la réponse analgésique du THC et que 

la puissance analgésique du CBG était supérieure à celle du THC (422, 427). CBN, CBC et CBG 

pourraient donc intervenir dans la réponse analgésique à basses doses de l’extrait que nous avons 

observée dans notre étude. Cette hypothèse est également appuyée par le fait qu’aux hautes 

concentrations testées, l’extrait de cannabis (ratio THC:CBD ≈ 1 :1) était plus efficace que la 

combinaison THC:CBD (1 :1). Ceci confirme la possibilité d’une interaction entre THC, CBD et 

les cannabinoïdes mineurs dans l’effet analgésique de l’extrait, un effet communément appelé 

« d’entourage » (378). Des observations similaires ont été rapportées dans des modèles murins de 

douleur neuropathique (382, 523). Par exemple, à des doses équianalgésiques, un extrait de 

cannabis de chémotype III contenait 20% de moins de THC qu’un extrait de chémotype I (523). 

Comme ces deux types de chémotypes ont des ratios THC:CBD différents (Figure 13), cette 
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observation met en évidence l’importance d’autres constituants de la plante que ces deux 

phytocannabinoïdes dans la réponse analgésique équivalente de ces deux extraits de cannabis.  

 

6.3.1 Une caractérisation plus exhaustive des extraits de cannabis est nécessaire afin 

d’évaluer leur potentiel thérapeutique  

Ensemble, les résultats discutés ci-dessus démontrent que les contenus en THC et les ratios 

THC:CBD ne peuvent pas adéquatement prédire les effets biologiques des extraits de cannabis 

puisque les réponses anti-allodyniques du THC pur, du mélange THC:CBD et de l’extrait ne sont 

pas équivalentes. Cette conclusion concorde avec des observations comportementales de la 

consommation de cannabis chez l’humain (67). Ainsi, les souches de Cannabis Sativa sont 

considérées comme étant euphoriques et énergisantes alors que celles du Cannabis Indica sont 

considérées comme étant relaxantes et sédatives. Ces effets distincts ne sont pas dus aux ratios 

THC:CBD puisque ces derniers ne sont pas significativement différents entre les deux souches de 

cannabis. Ils seraient donc probablement médiés par différents ratios d’autres phytocannabinoïdes, 

terpènes et (ou) composants chimiques de la plante (67). Dans le même ordre d’idées, les données 

cliniques démontrent des différences d’efficacité analgésique entre des traitements avec du THC 

pur ou avec l’extrait de cannabis Sativex. Ainsi, Sativex a des effets analgésiques démontrés dans 

le soulagement de certains types de douleurs neuropathiques et de douleurs cancéreuses réfractaires 

aux opioïdes, alors que l’administration du THC seul dans ces douleurs n’a pas d’effets significatifs 

ajoutés (61, 66, 68, 379, 442, 559). Ces différentes évidences mettent l’accent sur le fait qu’il soit 

plus adéquat d’étudier les propriétés pharmacodynamiques des extraits entiers de cannabis (et non 

pas seulement celles du THC et (ou) du CBD) afin de bien caractériser leurs effets analgésiques. 

Or, la plupart des études précliniques actuelles utilisent des combinaisons des phytocannabinoïdes 

THC et de CBD à des ratios définis pour essayer de modéliser les effets d’extraits de cannabis, en 

particulier celui du Sativex (439, 440). Une meilleure validation préclinique des cannabinoïdes est 

donc nécessaire afin de bien inférer leurs potentiels effets biologiques.  

Par ailleurs, un problème de caractérisation des extraits de cannabis se pose également au 

niveau clinique. En effet, de nombreuses études cliniques ont montré des effets bénéfiques du 

cannabis fumé ou vaporisé dans différents types de douleurs chroniques, en particulier 

neuropathiques (64, 67). Cependant, la majorité de ces études rapportent seulement les 

pourcentages de THC contenus dans le cannabis administré et ne donnent pas d’informations quant 
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aux restes des composants de la plante. Ceci est aussi le cas de médicaments régulés et approuvés 

tels que Sativex dont les ratios THC:CBD sont standardisés (≈1 :1), mais dont on ignore la liste et 

la concentration exacte des autres cannabinoïdes, terpènes et flavonoïdes de l’extrait (379). Ce 

manque d’information ne permet pas d’évaluer la contribution de ces autres composants aux effets 

analgésiques des extraits, et ne permet pas de caractériser l’influence de différentes compositions 

chimiques de l’extrait sur les effets du THC et du CBD pour un type de douleur donné. Ceci soulève 

la question de savoir si les conclusions des méta-analyses qui ne confèrent pas d’efficacité aux 

cannabinoïdes à soulager certains types de douleurs (476, 478, 479, 560) sont dues à une réelle 

inefficacité de ces derniers, ou bien si elles sont dues à une présomption erronée d’équivalence 

d’activité biologique entre le THC (et/ou le CBD) pur et le THC contenu dans les extraits de 

cannabis ? En effet, ces méta-analyses qui ne rapportent pas d’effets analgésiques significatifs 

comparent pour la plupart l’efficacité analgésique du THC et (ou) de ses dérivés et analogues 

synthétiques (ex : nabilone, dronabinol) et assument que les résultats obtenus reflèteraient le 

potentiel thérapeutique des médicaments à base de cannabis. À l’inverse, les revues qui ont pris en 

compte Sativex et des extraits de cannabis entiers ont conféré un effet analgésique à ces derniers 

(62, 67). De plus, comme discuté plus haut, des pourcentages similaires de THC et (ou) de CBD 

entre différents extraits de cannabis ne se traduisent pas forcément par des effets biologiques 

similaires puisque les compositions en autres constituants chimiques (tels que d’autres 

phytocannabinoïdes et terpènes) peuvent varier. Par exemple, un extrait de cannabis avec un 

pourcentage de THC donné pourrait ne pas avoir d’effet analgésique pour un type de douleur ; mais 

un autre extrait avec un chémotype similaire (ratio THC:CBD similaire) lui pourrait en avoir. Par 

ailleurs, comme discuté dans la section 1.3.4.1.1, des différences d’effets thérapeutiques peuvent 

apparaître selon le mode d’administration des cannabinoïdes. Pris ensemble, ces facteurs 

confusionnels peuvent expliquer les résultats mitigés d’efficacité analgésique rapportés pour les 

traitements cannabinoïdes.  

 

6.4 Les cibles impliquées dans l’analgésie des cannabinoïdes sont 

recrutées de façon différentielle 

Tel que vu dans la section 1.3.4.2.2.1, dans les douleurs neuropathiques, la sensibilisation 

des neurones afférents primaires et des neurones de la corne dorsale de la moelle épinière entraîne 
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une régulation à la hausse des principales cibles du système cannabinoïdes (167-169, 185, 357-

360, 495, 506, 512, 518). Les cannabinoïdes peuvent agir sur ces cibles afin de réduire ou 

supprimer la douleur induite par différentes atteintes au système somato-sensoriel (156, 157, 165, 

166, 186, 384, 387, 499, 501, 506). En neuropathie diabétique, il y a une régulation à la hausse 

significative des récepteurs CB1, CB2 et du canal TRPV1 (499, 519). C’est pourquoi nous nous 

sommes intéressés à évaluer l’implication de ces cibles dans la réponse analgésique des différents 

traitements cannabinoïdes de notre étude suivant leur injection intrathécale. Similairement à ce que 

nous avions observé pour les effets analgésiques, des différences de recrutement des cibles étaient 

évidentes entre les différents cannabinoïdes, mais également entre les différentes doses testées.  

La réponse analgésique du THC aux petites doses était principalement médiée par les 

récepteurs CB1 et CB2. À des doses plus élevées de THC, ces deux RCPG étaient encore 

impliqués, mais nous avons également observé qu’il y avait un ajout d’une composante analgésique 

importante médiée par le canal TRPV1, suggérant une désensibilisation de ce canal par le THC. 

Cette observation était surprenante étant donné que le THC n’active pas le canal in vitro (404, 561). 

Néanmoins, comme discuté dans l’article III, d’autres phytocannabinoïdes tels que le précurseur 

du THC (acide tétrahydrocannabinolique THCA) et le CBC sont capables de désensibiliser les 

canaux TRPV sans les activer (404). Par ailleurs, il se pourrait que la désensibilisation du TRPV1 

par THC se fasse de façon hétérologue via l’activation de ce canal et sa désensibilisation 

subséquente par un autre récepteur qui, lui, serait modulé par THC. Le mécanisme derrière cette 

désensibilisation reste à être élucidé.  

Le CBD, qui avait un effet seulement aux hautes doses testées, avait une réponse 

analgésique essentiellement médiée par les canaux TRPV1. Ceci concorde avec la forte capacité 

du CBD à désensibiliser le canal TRPV1 (404) et concorde avec d’autres études démontrant le rôle 

du TRPV1 dans l’analgésie du CBD (384, 387). De façon intéressante, lorsque le THC et le CBD 

étaient testés en combinaison THC:CBD (1 :1), il a fallu doubler la dose d’antagoniste de TRPV1 

nécessaire pour bloquer l’effet analgésique du mélange comparativement à une dose équivalente 

de THC pur. Cette observation est en accord avec un effet additif du THC et du CBD aux hautes 

doses, comme discuté plus haut.  

Enfin, l’extrait de cannabis aux basses doses engageait les récepteurs cannabinoïdes et le 

canal TRPV1 de façon similaire au THC pur alors qu’à des doses plus élevées il engageait le 
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TRPV1 de façon comparable au mélange THC:CBD. Néanmoins, l’extrait et le mélange 

engageaient différemment les réponses CB1. Ces différences démontrent encore une fois que le 

profil d’actions des extraits de cannabis ne peut pas être déduit à partir de sa composition en THC 

et en CBD.  

L’Annexe IV résume de façon schématisée les différents résultats des prétraitements avec 

les antagonistes discutés plus haut. Dans l’ensemble, nos données suggèrent qu’il existe un 

recrutement progressif des cibles moléculaires par les cannabinoïdes. Dans notre modèle de 

neuropathie diabétique, les basses doses de cannabinoïdes engageraient principalement les RCPG 

(récepteurs CB1, CB2) alors que les hautes doses engageraient progressivement les canaux 

TRPV1. Une observation soutenant cette hypothèse est le fait qu’in vitro, de basses concentrations 

(nanomolaires) de l’agoniste mixte WIN activent les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2, alors 

que de très hautes concentrations (micromolaires) de WIN sont capables de désensibiliser le canal 

TRPV1 (454, 455). Ces observations pourraient être dues à des cinétiques de liaison du ligand-

récepteur différentes ; alors que le site de liaison au niveau des récepteurs CB1 et CB2 est 

extracellulaire et facilement accessible aux agonistes (562), il est possible que le site de liaison aux 

canaux TRP soit plus difficile d’accès. Par ailleurs, similairement à nos résultats, l’injection 

intrathécale du cannabinoïde endogène anandamide dans un modèle de CCI a eu des effets anti-

allodyniques qui étaient médiés par le récepteur CB1 à basses doses alors qu’à des doses plus 

élevées, la réponse de l’anandamide était également sensible à l’antagoniste du TRPV1 (505).  

Alors que de nombreuses études ont caractérisé de façon exhaustive les effets analgésiques 

des agonistes synthétiques du CB1 et CB2, très peu d’études précliniques ont étudié les effets dose-

réponse des phytocannabinoïdes THC, THC:CBD ou des extraits dans des modèles de douleur 

neuropathique (439, 440, 563). Nous sommes, à notre connaissance, les premiers à avoir comparer 

l’implication des cibles moléculaires dans les effets analgésiques du THC et de l’extrait de cannabis 

à hautes et à basses doses. Ces informations sont importantes puisqu’elles permettent de mieux 

comprendre le mécanisme d’action de différents phytocannabinoïdes et de leurs combinaisons. À 

titre d’exemple, le recrutement progressif des cibles RCPG puis TRPV que nous avons observé 

pourrait être une explication derrière les courbes dose-réponse biphasiques du THC obtenues dans 

notre étude et dans d’autres études précliniques (439, 564, 565).  
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De plus, les informations sur les cibles moléculaires impliquées permettraient de comparer 

les mécanismes derrière l’analgésie des cannabinoïdes entre différents modèles de douleur. À titre 

d’exemple, nous avons observé que le récepteur CB2 était fortement impliqué dans l’analgésie de 

la haute dose de THC ; alors qu’une étude par Casey et al. (440) a trouvé une implication du 

récepteur CB1, mais pas celle du CB2, dans un modèle de douleur neuropathique par CCI. Cette 

même étude a aussi rapporté qu’à des doses élevées d’une combinaison THC:CBD (1 :1), les 

récepteurs CB1 (mais pas CB2) étaient impliqués dans l’analgésie du mélange ; alors qu’à des 

petites doses de la combinaison, les récepteurs cannabinoïdes n’étaient pas engagés. Ces deux 

observations sont à l’inverse de ce que nous avons rapporté dans notre étude. Mise à part la 

différence du modèle de douleur utilisé entre les deux études (les cibles pourraient être modulées 

différemment entre les deux modèles, voir section 1.3.4.2.2.1), un autre facteur à tenir en compte 

est le fait que nous avons injecté nos agonistes de façon intrathécale et que l’analgésie que nous 

voyons est donc une analgésie qui est essentiellement au niveau spinal. Or il a été démontré que 

l’activation des microglies au niveau spinal joue un rôle essentiel dans le développement de 

l’allodynie mécanique en neuropathie diabétique et que les agonistes du récepteur CB2 sont 

capables de prévenir cette activation (51, 164, 187, 188, 566) (voir section 1.3.4.2.2.1). Nous 

pensons donc que la forte implication des récepteurs CB2 que nous observons dans notre étude 

pourrait s’interpréter par leur activation au niveau des microglies spinales et par l’inhibition 

conséquente de l’activation exacerbée de ces dernières. Dans le cas de l’étude de Casey et al. (440), 

les auteurs ont étudié l’effet d’une injection systémique des cannabinoïdes. Ce mode 

d’administration sollicite également l’intervention d’une analgésie au niveau supraspinal où le 

récepteur CB1 a une localisation prédominante (138, 141) (voir section 1.1.3.2.1.1). De plus, des 

études ont montré que l’injection systémique de CBD permet d’augmenter les taux de THC au 

cerveau et donc d’augmenter l’activation des récepteurs CB1 (436). Ceci pourrait expliquer 

l’implication unique du CB1 dans la réponse analgésique du THC et du THC:CBD dans l’étude de 

Casey et al. (440), mais pas dans la nôtre. Ensemble, ces données suggèrent qu’il y aurait des 

mécanismes divergents impliqués dans l’induction, la transmission ou la perception de la douleur 

entre ces différents modèles précliniques ; et qu’il existerait également des divergences dans les 

modes d’action des cannabinoïdes entre différents modèles de douleur. Les données cliniques vont 

dans le sens des observations. En effet, le Sativex est efficace à réduire les douleurs neuropathiques 

périphériques et les douleurs associées à la sclérose en plaques ; mais d’autres études montrent 
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qu’il est moins efficace à soulager les douleurs associées à des lésions du plexus brachial et les 

données pour le soulagement des douleurs cancéreuses sont mitigées (61, 67-69, 567). Ces résultats 

soulignent l’importance d’étudier les profils pharmacologiques des cannabinoïdes dans différents 

modèles en termes d’effets analgésiques et en termes de cibles recrutées. Ceci permettrait de mieux 

comprendre les mécanismes d’actions des cannabinoïdes et les meilleures combinaisons à utiliser 

selon le type de douleur et le mode d’administration d’intérêts.  

 

6.4.1 Corrélations entre profils signalétiques et effets in vivo  

Malgré leurs bénéfices ajoutés en matière d’effets analgésiques et d’amélioration de la 

qualité de vie (67-69, 567), l’administration des extraits de cannabis en clinique est fréquemment 

associée à des effets indésirables de somnolence, de nausées et d’étourdissement (68, 442). De 

plus, les inquiétudes de survenue d’effets psychotropes majeurs reliés à l’activation du récepteur 

CB1 (71, 159, 161, 162, 386, 472, 475) limitent l’utilisation des cannabinoïdes en tant 

qu’analgésiques (voir section 1.3.4.1.2).  

L’étude de Casey at al. (440) mentionnée plus haut a montré que les effets 

comportementaux indésirables engendrés par un mélange THC:CBD (1 :1) sont largement médiés 

par le THC et que la présence de CBD n’a pas d’effets sur ces derniers. Néanmoins, les basses et 

les hautes doses de la combinaison THC:CBD avaient des effets différents. Ainsi, les basses doses 

avaient une fenêtre thérapeutique améliorée, mais des effets anti-allodyniques plus bas que ceux 

du THC seul. À l’inverse, des doses plus élevées avaient une plus grande efficacité, mais une 

fenêtre thérapeutique plus réduite. Tel que discuté plus haut, dans leur étude, les cibles moléculaires 

engagées par la combinaison THC:CBD étaient différentes entre les basses et les hautes doses. Aux 

basses doses, des cibles autres que les récepteurs cannabinoïdes CB1 ou CB2 étaient recrutées 

(cibles non déterminées) alors qu’à des doses plus élevées, les récepteurs CB1 étaient recrutés. Il 

serait donc intéressant d’appliquer une approche similaire à celle que nous avons développée dans 

l’article II (568) et de décrire les cannabinoïdes et leurs combinaisons en termes de leurs effets in 

vitro sur différents effecteurs moléculaires afin de voir s’il serait possible de corréler ces réponses 

pharmacodynamiques avec leurs effets analgésiques et indésirables induits in vivo. Les effecteurs 

in vitro qui devront être caractérisés sont non seulement les récepteurs CB1 et CB2, mais également 

les autres cibles potentielles des différents cannabinoïdes, terpènes et autres constituants des 

extraits de cannabis. Ces autres cibles incluent les différents canaux TRP (TRPA1, TRPV1-
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TRPV4, TRPM8) et d’autres RCPG tels que les récepteurs GPR55 et les récepteurs 

sérotoninergiques 5-HT1A (voir sections 1.3.2.4 et 1.3.3.2).   

Plusieurs lignes d’évidences dans notre étude suggèrent que des données d’activation de 

cibles in vitro sont représentatives du recrutement de ces cibles in vivo. Premièrement, la réponse 

analgésique du THC était apparue à des doses beaucoup plus élevées que celle de l’agoniste 

synthétique WIN 55,212-2. À ces doses, seulement les récepteurs CB1 et CB2 étaient fortement 

impliqués dans la réponse. Or, ces observations concordent avec le fait que le THC est un agoniste 

partiel CB1/CB2 avec une puissance faible in vitro; alors que le WIN est un puissant agoniste 

complet des récepteurs cannabinoïdes. Deuxièmement, le recrutement progressif des cibles 

moléculaires observé dans notre étude concorde avec les observations in vitro que les canaux TRP 

étaient activés à des doses plus grandes que celles nécessaires pour activer les RCPG (voir section 

6.4). Enfin, nous avons observé que CBD avait un effet proalgésique qui était médié par le récepteur 

CB2. Ceci est en accord avec des études in vitro ayant démontré que le CBD est un agoniste inverse 

du récepteur CB2 (415, 456). Ensemble, ces données appuient la supposition que des profils 

signalétiques in vitro des cannabinoïdes pourraient nous aider à inférer leurs effets biologiques in 

vivo.  

 

 

6.4.2  Effet d’épargne en opiacés 

L’analyse des profils pharmacodynamiques des cannabinoïdes permettrait non seulement 

d’identifier des traitements cannabinoïdes plus sécuritaires pour le traitement des douleurs 

chroniques, mais elle permettrait aussi d’augmenter l’effet « d’épargne en opiacés ».  En effet, une 

approche pour augmenter la fenêtre thérapeutique des opioïdes est de les combiner à basses doses 

avec un autre type d’analgésique tel que les cannabinoïdes. L’effet « d’épargne en opiacés » des 

cannabinoïdes a été évalué exhaustivement dans les études précliniques. Ces dernières ont montré 

qu’il y avait un effet analgésique synergique entre les opioïdes et les cannabinoïdes, dont le THC, 

ce qui résulte en une baisse de la dose d'opioïdes requise (569-574). Ainsi, le prétraitement avec 

une dose non-analgésique de THC a augmenté jusqu’à 22 fois les effets analgésiques de la 

morphine (402). Cette augmentation de l’analgésie des opioïdes par les cannabinoïdes a lieu suivant 

une administration orale, intrathécale ou systémique (ce qui est accord avec les mécanismes 

spinaux, supraspinaux et périphériques de ces derniers, voir sections 1.2.3.1 et 1.3.4.2). 
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L’interaction entre ces deux types d’analgésiques serait de nature pharmacodynamique et 

s’expliquerait par la co-localisation des récepteurs cannabinoïdes et des MOR au niveau de 

plusieurs régions du circuit de la douleur et par la convergence de leurs voies de signalisation (voir 

section 1.1.3). Toutefois, les méta-analyses d’études cliniques menées avec du THC oral et du 

Sativex ont obtenu des résultats mitigés (442, 569, 575-577); et bien que ces dernières semblent 

appuyer un effet « d’épargne en opiacés », des études de plus grande ampleur et de meilleure qualité 

nécessitent d’être menées. À ce propos, une étude préclinique par Maguire et al. (573) a démontré 

que des cannabinoïdes avec une haute efficacité à activer les récepteurs cannabinoïdes sont plus 

efficaces à augmenter l’« effet d’épargne des opiacés» que des cannabinoïdes qui ont une efficacité 

partielle à activer les récepteurs tels que le THC. Or, la majorité des essais cliniques qui étudient 

l’effet des combinaisons opioïdes/cannabinoïdes utilisent le THC ou ses analogues (575, 577); 

l’utilisation d’agonistes avec une plus grande efficacité pourrait donc être une avenue intéressante 

à explorer dans les études cliniques. Les auteurs Maguire et al. (573) ont également suggéré qu’une 

combinaison d’un opioïde (tel que la morphine) avec un agoniste cannabinoïde à haute efficacité 

pourrait produire moins de tolérance dû à une plus faible occupation des récepteurs. Une tolérance 

réduite serait particulièrement intéressante pour les traitements des douleurs chroniques qui 

requièrent une administration d’analgésiques de façon prolongée. Il serait donc intéressant de voir 

si des clusters pharmacodynamiques basés sur l’efficacité des cannabinoïdes à activer les 

récepteurs du système endocannabinoïde in vitro pourraient être prédictifs des effets indésirables 

de combinaisons cannabinoïdes/opioïdes tels que la tolérance ou les effets indésirables typiques 

des opioïdes.  

Pour finir, dû à l’existence d’un effet d’entourage et d’une multitude de cibles moléculaires 

sur lesquelles les différents composants des extraits de cannabis peuvent agir, ces derniers sont des 

candidats intéressants à étudier en termes d’effets indésirables, d’effets analgésiques et d’effets 

« d’épargne en opiacés ». Or, un nombre faramineux d’extraits de cannabis avec différentes 

compositions chimiques sont disponibles. C’est pourquoi, une sélection préclinique des candidats 

avec le meilleur profil effets analgésiques/effets indésirables (tel que discuté plus haut) faciliterait 

et accélèrerait grandement le processus d’essais cliniques.
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7  Chapitre 7 : Perspectives  

Dans notre première étude (article II), nous avons pu corréler différents clusters 

pharmacodynamiques d’agonistes du MOR avec la fréquence des effets indésirables rapportés à la 

FDA. Bien que le rôle des β-arrestines dans le développement de tolérance aux opioïdes ait été 

observé (249, 262, 309, 578) (section 1.2.3.2.5), nous n’avons pas pu corréler le recrutement de 

ces protéines régulatrices dans les cellules HEK293 avec les fréquences de tolérance rapportées. 

Ceci suggère que ce modèle cellulaire ne reproduit pas les processus qui mènent à une tolérance 

analgésique suivant l’interaction MOR-β-arrestines dans les neurones sensoriels. C’est pourquoi il 

serait intéressant de quantifier les réponses cellulaires des agonistes du MOR dans des modèles 

neuronaux (par exemple les neurones du DRG) et de voir si ce modèle cellulaire serait plus 

approprié pour prédire la tolérance rapportée. Nous n’avons également pas obtenu de corrélation 

avec la dépendance psychologique (section 1.2.3.2.8) et il serait pertinent de voir si les modèles 

neuronaux pourraient aider à prédire cet effet fortement indésirable. Il est toutefois important de 

ne pas oublier que les données sur les fréquences des effets indésirables sont basées sur des rapports 

par les patients et les professionnels de la santé au programme de pharmacovigilance de la FDA, 

et qu’il existe des biais de rapport et de détection du système AERS (voir section 1.2.3.2.9). Ainsi, 

des facteurs importants tels que la durée et la dose de traitement ne sont pas pris en compte par 

AERS. De plus, les effets de tolérance sont plus difficiles à mesurer en clinique et à différencier de 

la progression de la maladie, comparativement aux effets respiratoires (tels qu’une dépression 

respiratoire) ou GI (tels qu’un fécalome). Pour ce qui est de la dépendance psychologique, un sous-

signalement de cet effet pourrait être en cause : il se pourrait que les patients touchés aient tendance 

à ne pas le rapporter dû à la stigmatisation dont ils font face. C’est pourquoi il serait également 

intéressant de voir si nous pouvons corréler des réponses signalétiques obtenues dans des neurones 

de cerveau ou de corne dorsale de rats, avec le développement de tolérance analgésique et de 

dépendance psychologique chez ces animaux. La tolérance analgésique sera mesurée après des 

injections répétées d’opioïdes (129, 522) et la dépendance psychologique sera modélisée à l’aide 

des tests d’auto-administration intermittente d’opioïdes et de préférence de place conditionnée 

(579-582). 
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Nous avons trouvé que le cluster 1 d’agonistes du MOR était associé avec la fréquence la 

plus basse d’effets indésirables. Ces agonistes, dont la buprénorphine, ont tous une faible efficacité 

à activer le MOR. Ceci n’empêche pas son efficacité analgésique d’être similaire ou supérieure à 

celle des opioïdes utilisés en cliniques tels que la morphine et le fentanyl (543), comme discuté 

plus haut (section 6.1.3). Néanmoins, malgré son profil plus sécuritaire et son potentiel analgésique, 

l’utilité thérapeutique de la buprénorphine est limitée par sa pauvre biodisponibilité et sa 

pharmacologie complexe (529, 583, 584). Nous pensons que les composés Pfizer appartenant au 

cluster 1 pourraient être des candidats alternatifs à la buprénorphine et pourraient présenter des 

avantages dans certains aspects négatifs de cette dernière. Selon les profils pharmacocinétiques 

fournis par la compagnie Pfizer, les composés 3, 4, 11 et 15 ont une bonne absorption et peuvent 

pénétrer à travers la barrière hématoencéphalique. Il serait donc intéressant de poursuivre l’étude 

de ces composés in vivo afin de valider que notre approche permet bien d’identifier de meilleurs 

analgésiques opioïdes avec moins d’effets indésirables, et ce, indépendamment des facteurs de 

biais.  

Nous allons d’abord confirmer l’efficacité analgésique des composés Pfizer dans des 

modèles de douleur aiguë en comparaison à celle de la morphine et de l’olicéridine, le seul ligand 

« supposé biaisé » à avoir été testé en clinique (537, 538). Nous utiliserons pour ce faire, les essais 

de tail-flick et de la plaque chauffante qui permettent d’évaluer l’analgésie au niveau spinal et 

supraspinal respectivement (108-110). Nous allons ensuite évaluer le potentiel de ces nouveaux 

agonistes à induire de la constipation et de la dépression respiratoire. L’évaluation de la capacité 

respiratoire se fera par pléthysmographie qui permet de mesurer l’ensemble des 

volumes pulmonaires (248, 316, 317). L’évaluation de la motilité intestinale, quant à elle, sera 

mesurée par le poids cumulatif du bol fécal suivant l’injection de l’opioïde (248, 252).   

Il est à noter que les composés Pfizer avaient également différentes propriétés signalétiques 

au niveau du DOR (Annexe V). Comme discuté précédemment dans cette thèse, les agonistes du 

DOR sont des candidats prometteurs pour le soulagement de la douleur chronique et ont des 

propriétés analgésiques supérieures à celles des agonistes du MOR (122) (section 1.1.3.1.2). C’est 

pourquoi il serait intéressant de tester également l’efficacité analgésique des composés 3, 4, 11 et 

15 à soulager ce type de douleur. Ceci pourrait être testé chez les souris en utilisant le même modèle 

de neuropathie diabétique utilisé dans l’article III et que notre laboratoire a également utilisé 

précédemment pour caractériser l’analgésie des agonistes du DOR chez des rats STZ (522). Le 
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modèle de souris diabétiques sera induit par une injection unique de STZ à une dose de 200 mg/kg 

(585) et ce dernier a déjà été utilisé pour documenter les propriétés analgésiques des opioïdes, dont 

celles des agonistes du DOR (586-589).  

En se basant sur les magnitudes de réponses signalétiques des agonistes Pfizer au niveau du 

DOR (Annexe V), nous nous attendons à ce que le composé 11 qui a la plus grande efficacité à 

activer le DOR soit celui qui a le plus grand effet analgésique ; alors que le composé 15 qui a une 

efficacité négligeable à activer le DOR aurait très peu ou pas d’effet analgésique dans ce modèle 

de douleur neuropathique. Cependant, le composé 11 est aussi celui qui recrute le plus de β-

arrestines vers le DOR ce qui pourrait engendrer une plus grande tolérance analgésique. De plus, 

il faut également tenir en compte le fait que l’activation des DOR peut augmenter le développement 

de la tolérance analgésique dépendante du MOR (590-592). Il serait donc important de mesurer le 

développement de cette tolérance chez des souris WT et chez des souris KO en DOR afin de 

déterminer si les composés ayant une activité mixte MOR/DOR (composés 3 et 4 et 11) induisent 

plus de tolérance que des composés n’ayant pas d’activité à ce récepteur (composé 15).  

D’autres candidats prometteurs pour le soulagement de la douleur chronique et en 

particulier neuropathique sont les agonistes cannabinoïdes. Dans notre seconde étude (article III), 

nous avons démontré que les extraits de cannabis entiers avaient un profil analgésique différent de 

celui du THC seul ou d’une combinaison THC:CBD. Un point important à noter est que nous avons 

travaillé avec des extraits de cannabis dépourvus de terpènes. Or, une étude récente a démontré que 

les terpènes avaient une activité cannabimimétique et qu’ils pouvaient agir sur différentes cibles 

moléculaires dont des récepteurs autres que les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2 (431). Ceci 

est en accord avec la notion d’«effet d’entourage » (378). Nous nous sommes donc demandé 

comment l’ajout de terpènes modifierait l’effet analgésique de l’extrait de cannabis utilisé dans 

notre étude. Nous avons commencé à effectuer des expériences avec β-carryophyllène (l’un des 

terpènes les plus répandus dans les souches de cannabis (section 1.3.3.2.6)) et avons observé une 

augmentation significative de l’effet analgésique de l’extrait en présence du terpène (Annexe VI). 

Des évidences précliniques rapportent que les effets analgésiques du β-carryophyllène sont 

principalement médiés par les récepteurs CB1 et CB2  (388, 431, 435). Il serait donc intéressant de 

voir comment l’ajout de ce terpène affecte les cibles moléculaires engagées par l’extrait. Nous 

allons ensuite étudier l’interaction de l’extrait de cannabis avec d’autres types de terpènes 
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fréquemment retrouvés dans la plante (tels que myrcène, α-pinène et limonène) (67), et caractériser 

les cibles moléculaires impliquées.   

Conformément à ce qui a été discuté dans la section 6.4.1, il serait intéressant de décrire les 

profils signalétiques des différents traitements cannabinoïdes in vitro et d’essayer de les corréler à 

des effets indésirables in vivo. Les effets in vitro seront mesurés à l’aide d’effecteurs BRET 

(comme dans l’article II) et les effets indésirables et comportementaux seront évalués avec les tests 

de la tétrade (catalepsie, hypothermie, activité locomotrice et antinociception) (163). Notre 

laboratoire a récemment utilisé la méthode de clustering présentée dans l’article II pour identifier 

les profils signalétiques qui sont le plus associés à une adaptation cellulaire responsable de la 

tolérance analgésique des agonistes du DOR (593). Ceci montre encore une fois que notre méthode 

a une capacité prédictive. Nous pourrions donc également l’appliquer pour les cannabinoïdes de 

l’article III afin d’associer leurs profils pharmacodynamiques à leurs profils d’effets indésirables.  

Enfin, des modèles de douleur précliniques chez les rats ont rapporté un plus grand effet 

anti-nociceptif des cannabinoïdes chez les femelles comparativement aux mâles (526, 527, 594). Il 

serait donc intéressant d’étudier si les effets des différents traitements cannabinoïdes et 

l’engagement de leurs cibles moléculaires varient selon le sexe.  
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8 Chapitre 8 : Conclusions  

Les données discutées dans cette thèse ne supportent pas l’hypothèse, datant de plus d’une 

décennie, que les agonistes du MOR biaisés vers la protéine G par rapport à la β-arrestine 

entraîneraient des profils d’effets indésirables grandement améliorés. Ceci renforce le besoin d’une 

meilleure stratégie pour identifier des opioïdes analgésiques mieux tolérés. La méthode de 

classification pharmacodynamique de ligands que nous avons développée pourrait être une 

alternative intéressante puisqu’elle ne dépend pas des facteurs de biais, mais résulte d’une analyse 

multidimensionnelle des différents paramètres décrivant les réponses signalétiques des agonistes. 

De plus, nous avons pu corréler les différents clusters pharmacodynamiques avec différentes 

intensités de rapport d’effets indésirables cliniques des opioïdes. Il serait donc possible d’appliquer 

notre méthode à de nouveaux agonistes du MOR d’intérêt et de déduire, selon le cluster auquel les 

composés appartiendraient, si ces derniers pourront être acheminés aux prochaines phases de 

développement du médicament ou non. Plus globalement, nos données démontrent que la 

similitude des profils signalétiques pourrait être un outil intéressant qui devrait aider à identifier 

les signaux qui sont derrière des effets cliniques d’intérêt d’autres RCPG et pour lesquels il n’y a 

pas encore de mécanismes connus. 

Dans la seconde partie de la thèse, nous avons démontré qu’il ne faut pas présumer l’activité 

biologique des cannabinoïdes, et notamment des extraits de cannabis, uniquement à partir des 

contenus en THC et des ratios THC:CBD. De plus, nous avons trouvé que différents traitements 

cannabinoïdes engageaient les récepteurs du système endocannabinoïde CB1, CB2 et TRPV1 de 

façon différentielle. Il ne faudrait donc pas se concentrer uniquement sur la composition en THC 

et (ou) en CBD d’un extrait de cannabis, mais il faudrait plutôt étudier exhaustivement son profil 

pharmacologique au niveau de différentes cibles moléculaires et de différents types de douleurs. 

Ces informations pourraient également permettre de mieux comprendre la signalisation qui soutient 

l’effet analgésique de différents traitements cannabinoïdes et d’identifier des profils 

pharmacodynamiques d’intérêt pour mieux inférer leurs potentiels effets cliniques tels que 

l’efficacité analgésique ou l’effet d’« épargne en opiacés ».     
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Annexe I. Corrélation de signaux spécifiques aux effets indésirables de dépression 

respiratoire et de somnolence. Des matrices partielles pour lesquelles les agonistes ont été 

classifiés selon des réponses dépendantes des protéines G ou des β-arrestines ont été générées en 

utilisant soit les paramètres Log(τ)-Emax (a) soit les paramètres Log(τ)-Emax-Log(τ/KA) (b). Les 

distances séparant les agonistes dans la matrice complète ou les matrices partielles ont été corrélées 

avec des fréquences de rapport de dépression respiratoire ou de somnolence comme indiqué dans 

la figure. Tout comme pour les rapports de fécalome, dû à la présence de la buprénorphine, l’ajout 

du paramètre Log(τ/KA) ne permet pas d’obtenir une corrélation entre les réponses des protéines G 

et la fréquence de rapports des effets indésirable. 
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Annexe II. Ajustement des courbes dose-réponse avec le modèle opérationnel en utilisant des 

valeurs de KA conditionnelles ou des valeurs de Ki. Des cellules HEK ont été transfectées avec 

les récepteurs hMOR et les membranes ont été isolées. Nous avons ensuite effectué des essais de 

déplacement du radio-ligand [3H] Diprénorphine et les valeurs de Ki pour les différents agonistes 

du MOR ont été mesurées. Nous avons ensuite ajusté les courbes dose-réponse générées avec 

différents biosenseurs BRET soit en utilisant les valeurs de KA dérivées à partir de l’équation du 

modèle opérationnel (303), soit en fixant les valeurs de KA à celles des Ki obtenues par les essais 

de déplacement (304). Nous avons trouvé que, pour un grand nombre de courbe dose-réponses, il 

y avait une inadéquation entre l’ajustement des courbes obtenu avec les valeurs de Ki et les données 

expérimentales réelles. La figure représente certains exemples de ces ajustements inadéquats.  
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Annexe III. Courbes dose-réponse de l’effet analgésique du mélange THC:CBD à ratio 1:1 et 

à ratio 1:1.45. Une semaine après l'administration de STZ, les rats ont reçu des injections 

intrathécales de différentes doses croissantes du mélange THC:CBD à ratio 1:1 (noir) ou à ratio 

1:1.45 (rouge). Les seuils de retrait mécanique ont été évalués avant l'administration du traitement, 

puis toutes les 15 min après l'injection jusqu'au retour à la valeur de base. Les résultats présentés 

correspondent aux valeurs d’aires sous la courbe normalisées par rapport aux véhicules (ΔASC, 

moyenne ± SEM) en fonction de la dose (nmoles d’équivalent de THC), n=2-6 rats.  
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Annexe IV. Résumé des effets des prétraitement par les antagonismes des cibles CB1, CB2 et 

TRPV1 sur les réponses analgésiques des différents traitements cannabinoïdes. 

Une flèche verte indique une diminution significative de la réponse analgésique à la première dose 

d’antagoniste utilisé (nmoles, dose indiquée à l’intérieur de la flèche). La première dose de 

capsazépine (CPZ) diffère entre les concentrations d’agonistes de 250 et de 480 nmoles, où elle est 

de 12.5 et de 25 nmoles respectivement. Une flèche jaune indique une diminution de la réponse 

analgésique à la deuxième dose d’antagoniste utilisé (nmoles, dose indiquée à l’intérieur ou à droite 

de la flèche). La taille des flèches est proportionnelle à l’ampleur de la diminution de la réponse. 

Une croix noire indique qu’il n’y a eu aucun effet du traitement antagoniste, quelle que soit la dose 

testée. Une flèche noire indique une augmentation de la réponse analgésique suivant le 

prétraitement par l’antagoniste. NR : Pas de réponse analgésique du cannabinoïde. NT : Non testé.  
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Annexe V. Profils de signalisation des composés Pfizer 3, 4, 11 et 15 au niveau des récepteurs 

hMOR et hDOR. Les valeurs de coefficients de transduction Log(τ/KA) et d’efficacités Emax sont 

représentées sous la forme de diagrammes en radar. Celles-ci ont été dérivées à partir des courbes 

dose-réponse de ces composés à travers dix différents biosenseurs au niveau des récepteurs MOR 

et DOR humains (hMOR et hDOR). Les coefficients de transduction sont représentés à une échelle 

logarithmique. Les valeurs d’Emax ont été normalisées à la réponse maximale de Met-enképhaline 

(Met-Enk) et sont représentées à une échelle linéaire.  
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Annexe VI. Courbe dose-réponse de l’effet analgésique de l’extrait de cannabis de chémotype 

II en présence ou en absence du terpène β-carryophyllène. Une semaine après l'administration 

de STZ, les rats ont reçu des injections intrathécales de différentes doses croissantes d’extrait de 

cannabis de chémotype II (noir) en présence ou en absence de 245 (rouge) ou 735 (bleu) nmoles 

du terpène β-carryophyllène. Les seuils de retrait mécanique ont été évalués avant l'administration 

du traitement, puis toutes les 15 min après l'injection jusqu'au retour à la valeur de base. Les 

résultats présentés correspondent aux valeurs d’aires sous la courbe normalisées par rapport aux 

véhicules (ΔASC, moyenne ± SEM) en fonction de la dose (nmoles d’équivalent de THC), n=5-7 

rats. Les doses qui ont induit une réponse analgésique significative par rapport à l'administration 

de l’extrait de cannabis seul sont indiquées dans la figure et ont été établies en utilisant le test 

d’ANOVA à sens unique suivi du test de comparaison multiple de Dunnett. * p<0,05, *** p<0,001 

et ****p<0,0001.  
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