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RESUME

Les opioides sont les analgésiques les plus efficaces mais leur utilisation est limitée
par la tolérance, un processus lié en partie a la désensibilisation des récepteurs. Le
role de la présente étude était de mieux caractériser le processus de désensibilisation
des récepteurs et plus particulierement, d’étudier le réle de la tyrosine kinase Src sur
la régulation de la signalisation des récepteurs delta opioides. Nos résultats
démontrent que I'inhibition pharmacologique avec PP2 (a faible concentration : 20-
40uM) ou encore l'inhibition moléculaire de la kinase avec de faibles concentrations
d’ADN d’un mutant dominant inactif de Src (0,2pg/ml) potentialise 'amplitude et la
durée de l'activation de la cascade ERK lorsqu’un agoniste, DPDPE (1uM; 5 min), se
lie aux récepteurs. Nous avons également démontré que de fortes concentrations
d’inhibiteurs de Stc (80 et 100uM de PP2 ou lpg/ml ’ADN du mutant dominant
négatif) bloquent la cascade des MAPK suivant la stimulation de DOR par 'agoniste
DPDPE. Ces observations indiquent que Src a un effet biphasique sur Pactivité de
ERK : I'inhibition compléte de Src inhibe 'activité de la cascade MAPK alors qu’une
inhibition modérée potentialise cette méme cascade. Nous pensons aussi que de
fortes concentrations des bloqueurs de Src interférent avec Iactivation de ERK alors
que de faibles concentrations interférent avec la désensibilisation des récepteurs.
Cette possibilité a été testée a 'aide d’essais d’accumulation d’AMPc qui visaient a
évaluer Peffet des bloqueurs de Src (PP2, 20 uM; 1h) sur la désensibilisation induite
par un agoniste. L'activation de DOR par DPDPE inhibe la production d’AMPc,
préalablement stimulée par du forskolin, de facon dose-dépendante. Le maximum
d'inhibition observé est de 61%, mais lors d’un prétraitement au DPDPE (1 uM, 30
min) linhibition maximale estréduite a 72% de Ilinhibition initiale observée.
Cependant, un prétraitement des cellules au PP2 (20uM pendant 1 heure) avant
d’effectuer la désensibilisation protége contre cette désensibilisation. L’effet
protecteur des bloqueurs de Stc n’entralne pas de changement au niveau de
Iinternalisation des DOR mais Daltération de leur internalisation via un mutant
tronqué du DOR ou via un milieu sucré hypertonique (0.4M de saccharose) réduit
cette protection. Ces données suggérent alors que linternalisation optimale du
récepteur est nécessaire pour que leffet protecteur prenne place. Nous concluons
donc que Src contribue a la désensibilisation de DOR apres que I'internalisation du
DOR soit survenue.
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Désensibilisation, récepteur mutant delta opioide tronqué (DOR344T), Src, 4-amino-
5-(4-chlorophényl-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d|pyrimidine (PP2), D-Per-2,5-enkephaline
(DPDPE), internalisation, tolérance, kinase activant les protéines mitogéniques
(MAPK), kinase régulatrice de signaux extracellulaires (ERK), adénosine
monophosphate (AMPc)



iv

ABSTRACT

Opiloids are the most effective analgesics available but their use is limited by
tolerance. Tolerance is related, at least in part, to receptor desensitization. Hence, the
role of the present study was to better characterize the desensitization process, in
particular concerning the role of the tyrosine kinase Src on regulation of delta opioid
receptor signalling. Our results show that pharmacological inhibition with PP2
(administered at low concentration: 20-40uM) or molecular inhibition of the kinase
with low expression levels of a dominant negative mutant of Src (0,2ug of DNA)
potentiate the magnitude and duration of agonist-dependent (DPDPE; 1uM; 5 min)
activation of the ERK pathway. We also showed that higher concentrations of Src
inhibitors (80 and 100pM of PP2 or 1ug/ml of dominant negative mutant DNA)
block the MAPK cascade following DOR stimulation by DPDPE. These
observations indicate that Src has a biphasic effect on ERK activity, respectively
potentiating or inhibiting agonist stimulation of the MAPK cascade at low and high
levels of Src inhibition. We reasoned that high levels of Src blockers were interfering
with ERK activation mechanism while low levels of inhibition were interfering with
receptor desensitization. This possibility was tested by using cAMP accumulation
assays to evaluate the effect of Src blockers (PP2, 20 uM; 1h) on agonist-induced
desensitization. DOR stimulation by DPDPE inhibited forskolin stimulated cAMP
production in a dose dependent manner with a maximal reduction of 61%. This
inhibitory response was reduced by 72% following pre-exposure to DPDPE (1 uM,
30 min), an effect that was blocked by pre-treating cells with PP2 (PP2, 20 uM; 1 h)
before desensitization. The protective effect of Src blockers did not involve changes
in DOR internalization but interfering with internalization by using an
internalization-deficient DOR mutant or hypertonic medium (0.4M sucrose) reduced
this protection, indicating the need for optimal internalization in order for the
protective effect of Src blockers to take place. Based on the latter observation it was
possible to conclude that Src contribution to DOR desensitization is post-endocytic.

KEYWORDS

Desensitization, truncated mutant delta opioid receptor (DOR344T), Src, 4-amino-5-
(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4,d]pyrimidine (PP2), D-Per-2,5-Enkephalin
(DPDPE), internalization, tolerance, mitogen-activated protein kinase (MAPK),
Extracellular ~ Signal-Regulated  Protein  Kinase (ERK), cyclic adenosine
monophosphate (cAMP)
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1. INTRODUCTION

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) forment une grande famille
de molécules de surface cellulaire impliquées dans la transmission de signaux "*. Ces
récepteurs sont constitués de 7 domaines transmembranaires qui font saillis a
I'intérieur et a Pextérieur de la cellule et qui sont liés entre eux par des boucles intra-
et extracellulaires. LLes RCPG prennent part a divers processus physiologiques °, ce
qui les rend trés important pharmacologiquement. En fait, les RCPG sont la cible de
plus de 70% d’agents thérapeutiques présentement sur le marché * et environ 80%

. . ’5 :
des hormones et neurotransmetteurs connus 1nteraglssent avec eux 7.

1.1. Récepteurs opioides’ et impact biologique

Les récepteurs opioides appartiennent a la grande famille des RCPG. 1Is
constituent la cible principale des substances opioides telles la morphine et certains
peptides endogénes comme la f-endorphine, la met- et la leu-encéphalines ainsi que
la dynorphine. Ces substances agissent en modifiant l'activité d’un systéme endogene
qui comprend trois types de récepteurs connus sous les vocables p (mi), & (delta) et
K (kappa) °. Un tel systéme permet le controle de plusieurs fonctions physiologiques
importantes notamment la nociception, le systéme nerveux autonome, la perception
sensorielle, les émotions, la cognition, ainsi que la réponse immunitaire ". Parmi les
fonctions autonomes régulées par le systéme endogéne, on retrouve la respiration °,

1

la thermorégulation ’ et la motilité gastro-intestinale . On remarque ainsi une

altération de ces fonctions lors d’un usage abusif ou a fortes doses d’opioides '""*. En

° On constate généralement une utilisation assez indifférenciée des termes gpivide et gpiacé dans la documentation spécialisée. A
l'otigine, gpivide était le terme réservé a la désignation des composés synthétiques a effet semblable a celui de la morphine. On
Putilise maintenant pour désigner les alcaloides de I'opium, les peptides opioides endogénes ainsi que les composés semi-
synthétiques et synthétiques dont l'effet est semblable a celui de la morphine. Certains auteurs utilisent le terme gpiacé en ce sens,
bien que ce dernier, au sens strict, signifie « substance qui contient de 'opium ou une préparation d'opiumy.



plus de véhiculer les effets des opioides endogenes, ces récepteurs sont la cible de
nombreux ligands exogenes ayant diverses propriétés thérapeutiques. Notamment, ils
agissent sur les émotions via des récepteurs localisés dans le circuit limbique " mais
surtout, ils ont la capacité de controler la nociception et certains sont efficaces pour

contrer la diarrhée et la toux ™.

1.1.1. Caractéristiques structurales et sous-types de récepteurs

Les récepteurs opioides appartiennent a la classe A (Rhodopsine) de la famille
des RCPG. Les membres de cette classe possedent un domaine N-terminal
extracellulaire, sept domaines hélicoidaux transmembranaires liés les uns aux autres
par des domaines intra- et extracellulaires (ou boucles), ainsi qu’une queue C-
terminale intracellulaire. Entre ecux, les récepteurs opioides sont relativement
homologues puisqu’ils présentent une séquence d’acides aminés identiques a 60%. La
plus grande homologie se retrouve a l'intérieur des domaines transmembranaires (73-
76% de similitude) et des régions intracellulaires qui sont le site de liaison des
protéines G et des effecteurs (63-66% de similitude) alors que les régions
extracellulaires — qui constituent le site d’interaction des ligands pour moduler la

liaison, la sélectivité et lactivation '

— divergent considérablement (34-40% de
similitude) '*"". Une différence notable a été notée par Whistler ¢z 2/ "* au niveau de la
queue C-terminale des récepteurs mu et delta. Ce groupe a identifié une protéine qui
se lie préférentiellement a la queue cytoplasmique des DOR ; il s’agit d’'une GASP
(pour «GPCR-associated sorting protein») qui entraine une dégradation rapide des
DOR alors que les MOR ne subissent pas cette dégradation, il sont plutét recyclés a

la surface cellulaire”. En revanche, les MOR possédent une séquence signal de 17

. P . P < . 9 ,
acides aminés qui dirige leur recyclage a la membrane cytoplasmique '’; une séquence



absente des autres récepteurs opioides. A lintérieur de cette séquence, les résidus

9

LENLEAE semblent essentiels pour un recyclage efficace .

Au niveau de la composition des récepteurs opioides, on retrouve des sites de
glycosylation des asparagines dans le domaine N-terminal, ces derniers pourraient
avoir un role dans les voies de maturation des récepteurs . Plusieurs résidus
cystéines se retrouvent dans la séquence des récepteurs et possedent des roles clés :
on en retrouve dans les premicre et deuxieme boucles extracellulaires pour la
formation de ponts disulfures; d’autres, 1 ou 2 selon le sous-type de récepteur, se
localisent dans la région proximale du domaine C-terminal pour la palmitoylation ***'.
Ce phénomene prendrait part au transport du récepteur a la surface cellulaire ainsi
que dans la transduction de signaux suivant la liaison d’un agoniste en retardant la

16,21,22 .
>*2%2 . Au niveau des boucles

phosphorylation du récepteur par certaines kinases
intracellulaires et de la queue C-terminale, les récepteurs opioides ont en commun
plusieurs résidus susceptibles d’étre phosphorylés par des kinases : dans la premiére
boucle intracellulaire, on retrouve 1 résidu tyrosine et 3 thréonines; dans la seconde,
1 sérine, 1 thréonine et 1 tyrosine; dans la troisieme, 3 sérines et 1 tyrosine; et enfin
dans le domaine C-terminal, 2 tyrosines et 1 sérine '°. En fait, la phosphorylation des
résidus contenus dans la troisieme boucle intracellulaire ainsi que dans le domaine C-
terminal est impliquée dans le mécanisme de désensibilisation '* (sera vu plus loin en
détail). De plus, les tyrosines contenues dans les 17 et 2™ boucles régulent Pactivité
des KOR et MOR **. Aussi, un motif hautement conservé des RCPG se trouve
dans les récepteurs opioides, le motif «D/ERY». Il est contenu entre le troisiéme
domaine transmembranaire et la seconde boucle intracellulaire et joue un rdle critique

. . , . . . . 2526
dans Pactivation du récepteur en le maintenant dans une conformation inactive =



Enfin, un autre motif, le motif NPXXY, est campé a linterface membrane — 7°
domaine transmembranaire afin de maintenir la structure du récepteur et comme le
motif D/ERY, il pourrait contribuer a D'activation du récepteur *'. ’ensemble des

propriétés structurales des récepteurs delta opioides est représenté a la figure 1.

Figure 1. Représentation schématique de la séquence du récepteur delta opioide de rat. Les
acides aminés sont représentés par leur code a une lettre. Les lignes horizontales représentent la
membrane cytoplasmique. Les domaines transmembranaires sont numérotés de I a VII et les boucles
sont déterminées par les lettres IL et EL selon leur emplacement (IL — intracellular loop ; EL —
extracellular loop). Les acides aminés conservés entre les différents sous-types de récepteurs sont
représentés dans les cercles noirs et gris. Les sites de N-glysosylation sont étalés dans la queue N-
terminale et identifiés par un « Y ». Un des deux sites de palmitoylation est indiqué dans la queue C-
terminale. Un pont disulfure est représenté entre les cystéines des boucles EL-I et EL-II. Le motif
D/ERY est situé dans la boucle IL-IT et le motif NPXXY est retrouvé dans le domaine VII. Les
résidus sérines, tyrosines et thréonines sont représentés respectivement par les lettres S, T et Y.
Soutce : http:/ /www.opioid.umn.edu/intro2.html



De fortes évidences pharmacologiques indiquent lexistence de différents
sous-types de récepteurs. Il existe trois types de récepteurs opioides, soit mu, delta et
kappa, et ces derniers sont codés par des genes différents. De ces trois types, le
récepteur mu demeure le plus étudié par son important pouvoir analgésique et par
son implication dans I'abus de drogues. Des études de liaison ont proposé Pexistence
d’environ 21 sous-types pharmacologiques de mu qui répondraient différemment aux
ligands *. Les plus étudiés se dénomment pl, u2 et M6G *. Ces études pré-cliniques
permettent de faire la correspondance avec les différences cliniques notées au sein
des réponses variables aux analgésiques des patients. Cependant, puisque un seul
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gene MOR, Opmz, a été identifié =, la présence de différents sous-types
pharmacologiques pourrait étre attribuable a I'épissage alternatif * ou encore a la
formation d’hétérodimeéres avec d’autres récepteurs *'. Pour les DOR, malgré les
différents sous-types identifiés pharmacologiquement, il n’y a aucune évidence que
ces sous-types résultent de I’épissage alternatif '". I’explication la plus vraisemblable
pour leur différence pharmacologique serait imputable a I’hétérodimérisation avec
d’autres DOR, MOR ou encore KOR *'. Finalement, 3 différents sous-types de KOR
existeraient, mais il n’est pas clair §’il s’agit de variants dus a épissage alternatif > ou
de Ieffet de 'hétérodimérisation avec d’autres classes de récepteurs.
1.1.2. Distribution et rdle physiologique : douleur et récompense

Les récepteurs opioides sont distribués dans tout le systeme nerveux a
différents niveaux d’expression selon les régions et les types de récepteur °. Au niveau
des structures du systeme nerveux, le cortex, le thalamus, I’hypothalamus et
Pamygdale sont les régions les mieux connues pour moduler lintégration de

I'information dans la perception de la douleur ainsi que de la réponse autonomique

qui accompagne la perception douloureuse. Ces différentes régions contiendraient



une quantité importante de récepteurs opioides *. Le tronc cérébral, la matiére grise
périaqueducale (PAG) et le bulbe rostroventral (RVM) contiennent également des
récepteurs opioides **. D’autres récepteurs se situent au niveau spinal, ce qui permet
d’inhiber le réflexe spinal nocicepteur et d’inhiber les afférences spinothalamiques.

16
. Selon

Ces récepteurs se retrouvent dans les lamina I a V de la substantia gelatinosa
Stein et Yassouridis *°, les opioides seraient également capables d’inhiber les
décharges d’afférences nociceptives en périphérie et plus particulierement lors de
l'inflammation, car les récepteurs opioides seraient plus fortement exprimés dans ces
conditions. De facon résumée, la modulation de la douleur s’effectue de la facon
suivante (voir aussi figure 2) : ’hypothalamus, 'amygdale et le cortex envoient des
influx aux neurones du PAG et au noyau réticulé paragigantocellulaire (NRPG),
lesquels projettent en retour au RVM incluant le noyau du raphé magnus. De 1a, des
neurones 5-HT se dirigent vers la substantia gelatinosa de la corne dorsale de la
moelle épiniere pour y exercer une influence inhibitrice sur les afférences
nociceptives par I'intermédiaire d’interneurones relachant 'encéphaline, un opioide
endogene. Le RVM projette également au locus coeruleus (LLC), lequel envoie des
projections noradrénergiques a la corne dorsale de la moelle épiniére. En fait, c’est a
niveau que se situent les terminaisons nerveuses des fibres A8 et C * et par
conséquent, c’est a ce niveau que linhibition survient par les interneurones
opioidergiques. Globalement, il y aurait présence de récepteurs opioides sur les
afférences primaires neuronales produisant de la substance P (substance responsable
de lhyperalgésie) ainsi que sur les neurones spinothalamiques qui constituent les
seconds neurones de la voie afférente de la douleur. I’analgésie survient, entre autre,
suite a l'inhibition par les opioides du relachement de la substance P et suite a

I'inhibition des neurones spinothalamiques.
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Figure 2. Représentation mécanistique et anatomique du systéme de contréle descendant
endogene de la douleur, montrant les endroits ciblés par les opioides exogenes. Le cortex, le
thalamus ou I’hypothalamus, au méme titre que les opioides exogenes, activent la substance grise
périaqueducale. Cette derniére envoie des efférences au noyau du raphé magnus (NRM). Ce dernier
projette a la corne dorsale de la moelle épiniére pour inhiber les afférences nociceptives. L’inhibition
se fait par le biais d’interneurones opioidergiques (non montré sur la figure). Les opioides peuvent
également agir sur le noyau paragigantocellulaire (NRPG) pour exercer cet effet inhibiteur sur les
afférences nociceptives. Les opioides exogenes agissent en outre directement au niveau de la corne
dorsale ainsi qu’au niveau périphérique. Le locus coeruleus (LC) projette a la corne dorsale via des
neurones noradrénergiques pour y produire un effet antinociceptif. Source: a gauche, adapté de
Pharmacology %7; a droite, tiré de la revue Le c/inicien 3.

En plus d’¢tre situés dans les voies inhibitrices de la douleur, les récepteurs
opioides se retrouvent dans laire tegmentale ventrale (ATV), le noyau accumbens
(NAcc), le noyau raphé * et dans plusieurs structures du systéme limbique. Certaines
de ces régions prennent part au complexe circuit de récompense et a la réponse
motivée. Les centres de controle prépondérants du circuit de récompense sont l'aire
tegmentale ventrale, le noyau accumbens ainsi que leurs projections au cortex
préfrontal et a certains noyaux thalamiques. Ce circuit fonctionne de la fagon

suivante : le signal de récompense active ’ATV, laquelle projette dans le NAcc, dans



le septum, dans 'amygdale, dans les noyaux thalamiques et dans le cortex préfrontal
pour y libérer de la dopamine. La portion centrale (ou «core») du NAcc prend part au
controle moteur de la récompense, le cortex préfrontal intervient dans Iattention et
la sélection des comportements tandis que la portion externe (ou «shell») du NAcc
participe a la composante hédonique de la récompense *. Comme la libération de
DA dans le circuit de récompense est controlée en partie par le systeme opioide, ce
dernier a le pouvoir de renforcer la réponse de récompense. Selon Nestler *, certains
interneurones gabaergiques de ATV et du NAcc seraient munis de récepteurs
opioides dont le role serait important dans la régulation du circuit. Sous Iaction
d’agonistes opioides, Iinhibition de ces interneurones sur PATV est levée,
désinhibant les projections dopaminergiques en direction du NAcc ou en direction
de d’autres cibles pour produire la réponse de récompense *'. Cette derniére peut étre
indépendante du systéme dopaminergique puisqu’il y a également des récepteurs

opioides dans le NAcc (voir figure 3).
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Figure 3. Simplification de I'action des opioides sur 1'aire tegmentale ventrale et le noyau
accumbens. On constate que l'inhibition d’un interneurone GABA du VTA par les opioides permet
aux afférences glutamatergiques de la méme région de stimuler la libération de DA. Cette libération
produit la réponse de récompense dans le NAc. Les opioides peuvent également stimuler directement
la réponse de récompense par la présence de récepteurs dans le NAc. VTA — aire tegmentale ventrale,

DA — dopamine, NAc — noyau accumbens et GABA — acide y-aminobutyrique. Source : Nestler 2005
42

1.1.3. Récepteurs opioides et cibles pharmacologiques pour les analgésiques.

Les analgésiques exogénes agissent de la méme fagon que les substances
endogenes pour empécher la douleur : ils modulent l'algésie en inhibant les canaux
calciques voltage-dépendants pour empécher la libération de neurotransmetteurs (i.e.
substance P) et/ou ouvrent les canaux potassiques pour hyperpolariser les neurones,
un effet garant de linhibition de Pexcitation neuronale *. Les substances opioides
capables d’activer les récepteurs delta ont un pouvoir antalgique plus faible que celles
qui agissent sur les récepteurs mu. Toutefois, les agonistes delta ne provoquent que
peu ou pas d’effets secondaires comparés aux agonistes mu, c’est-a-dire qu’ils
induisent moins de dépression respiratoire, de constipation et de dépendance
physique **. Ainsi, les agonistes DOR deviennent des cibles attrayantes pour le
traitement des douleurs séveres. Plusieurs hypotheses sont énoncées quant a leur

pouvoir analgésique limité. Par exemple, a I'état d’équilibre, seulement une faible
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proportion est présente sur la membrane plasmique des neurones, la majorité étant
retenue dans le cytoplasme . Par contre, dans le cas de douleur chronique ou lors
d’administration de morphine prolongée, les DOR peuvent étre recrutés a la surface

cellulaire, ce qui accentue Peffet pharmacologique des agonistes ***"*,

1.2. Signalisation des DOR

Les récepteurs monomeres delta, nommés ainsi pour vas deferens car ils ont
été découverts dans cette région pour la premiére fois ¥, sont couplés négativement a
I'adenylate cyclase via la protéine de transduction Goi/o sensible a la toxine
pertussique (voir section suivante pour plus de détails). Ils exercent alors un controle

16,50
~". En outre,

inhibiteur sur la voie AMPc dépendante lors d’une stimulation aigué
ces récepteurs sont directement couplés a des canaux calciques et potassiques
voltage-dépendants par Iintermédiaire des sous-unités By des protéines G *'. Ainsi,
leur stimulation par un agoniste influence directement Dactivité électrique des
neurones en réduisant leurs décharges neuronales par hyperpolarisation de leur
potentiel de membrane et par la réduction de la libération calcium-dépendante de

52,53
neurotransmetteurs >

. Les DOR activent également la voie ERK, voie autrefois
reconnue comme exclusive aux récepteurs a tyrosines kinases (RTK). Les récepteurs
delta ont la capacité de former des oligomeres avec d’autres DOR ou méme avec les
autres membres de la famille des récepteurs opioides, ce qui modifie en partie leur
signalisation. Lorsqu’ils sont jumelés avec un autre DOR, leur profil de signalisation
ne se modifie pas. Par contre, I'’hétéro-oligomeére MOR-DOR se couple a des
protéines G insensibles a la toxine pertussique et la liaison de ligands pour chaque

type de récepteur entraine des effets synergiques '. I’ hétéro-oligomére DOR-KOR

amene un effet synergique sur les cascades AMPc et MAPkinase.
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1.3. Protéines G

1.3.1. Familles et structure

Les protéines G constituent un hétérotrimere, lequel est formé des sous-
unités alpha, beta et gamma. Plusieurs sous-types de chacune des ces sous-unités ont
¢été clonés et la myriade de combinaisons entre chacun des sous-types de sous-unité
leur attribue des effets différents sur la neurotransmission . Par convention, elles
sont classifiées en 4 familles selon le type de protéine alpha : on reconnait les G, les
G/, auxquelles sont couplées les DOR, les G y; ainsi que les Gyy/45. Les familles
G,, et G, ont des effecteurs tres bien définis, soit 'adénylate cyclase (AC) et la
phospholipase C-8 (PLC- ) respectivement *. La signalisation de la famille d’intérét,
Gi/o//» €St plus complexe car elle se fait a la fois par les sous-unités a et les 3/y (ils

agissent en pair) . Enfin, les fonctions régulées par la famille G,,,,; sont diverses.

Au niveau de leur structure, les protéines Go contiennent 2 domaines : un
domaine GTPase impliqué dans la liaison et hydrolyse du GTP et un domaine
hélicoidal qui ensevelit le GTP a lintérieur du cceur de la protéine . Ce méme
domaine hélicoidal pourrait également avoir le role de diriger la spécificité du
récepteur envers le bon effecteur couplé aux protéines G. En fait, 'interaction entre
le récepteur et la protéine G se fait majoritairement au niveau de la 3° boucle
intracellulaire du récepteur pour la spécificité, alors que la 2° boucle du récepteur est
déterminante dans Defficacité. Decaillot ¢z o/ > ont démontré que la queue C-
terminale du récepteur constitue un site important d’interaction puisque des
mutations a ce niveau peuvent compromettre linteraction récepteur — protéines G.
Cependant, certains affirment que la spécificité récepteur — protéine G n’est pas

définie par une seule caractéristique structurale de la sous-unité « de la protéine G ou
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du récepteur. Cela résulterait plutdét d’'un réseau de contacts spécifiques entre le
récepteur et les protéines G, un réseau qui différe pour chacun des types de protéines
o et pour chacun des types de récepteurs, ce qui entraine une multitude de

. . . , . ., 56
combinaisons possibles responsables de la spécificité ™.

1.3.2. Cycle d’activation des protéines G

L’activation du récepteur suivant la liaison d’un ligand facilite arrimage des
protéines G hétérotrimériques aux domaines intracellulaires de ce récepteur. Les
protéines adoptent alors une conformation active qui permet de remplacer un GDP
de la poche de liaison, auparavant lié a la protéine Gu inactive, par un GTP a cette
méme sous-unité devenue active. Cette étape est limitante dans le processus
d’activation des protéines G. L’hétérotrimeére maintenant actif se dissocie pour
activer les effecteurs appropriés : d’une part, le dimére Gy active ses effecteurs et

d’autre part, la Ga active ses effecteurs. Biinemann et a/

ont démontré, a 'aide
d’expériences en FRET («fluorescence resonance energy transfer), que 'activation
des protéines G résultait plutét d’'un changement de conformation des sous-unités
que de leur séparation, mais cela fait toujours objet de nombreuses études.
L’inactivation des protéines G survient a la suite de I’hydrolyse du GTP en GDP,
processus engendré grice au domaine GTPase de la sous-unité o elle-méme.
Cependant, ce processus hydrolytique peut étre accéléré par les protéines activatrices
e ase (nommées comme les régulateurs de la signalisation des protéines
de GTP GAP les régulat de la signalisation des prot
G (RGS). Certains effecteurs des sous-unités «, comme la phospholipase-3,
ladénylate cyclase V ou la sous-unité y de la phosphodiestérase, exercent un rétro-

contréle inhibiteur sur 'amplitude et la durée du signal générés par la sous-unité o

active °. En fait, ces différents effecteurs sont des GAP.
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1.3.3. Effecteurs activés par les protéines Gi/o

Originellement, cette voie fut identifiée par sa capacité a inhiber 'AC et par le
fait méme, la formation ’AMPc . La signalisation via Gai est inhibée par la toxine
pertussique qui PADP-ribosyle, ce qui empéche alors toute interaction avec le
récepteur pour la transduction de signaux. Lorsqu’actif, le complexe GBy provenant
des Gi/o interagit directement avec plusieurs molécules effectrices : il recrute les

GRK (kinase des récepteurs a protéines G) a la membrane; régule la PLC- 81, -2 et -

63-65 66

B3 " ; active les canaux potassiques “**; inhibe les canaux calciques et enfin,
stimule PAC 1I et TV “*® le facteur d’échange Ras ; la protéine kinase Raf-1 " ainsi
que le phosphoinositol-3-kinase (PI3K). Il a également été démontré par Ma et a/ '

que la protéine Ga était capable d’interagir directement avec la tyrosine kinase C-Src,

mais ces observations n’ont été notées que par ce groupe de chercheurs.

1.4. Voies de signalisation intracellulaire liées aux
récepteurs opioides

1.4.1. Inhibition de Padénylate cyclase

L’activation de l'un ou lautre des types de récepteurs opioides entraine des
effets cellulaires communs. Les récepteurs opioides actifs inhibent un effecteur
important, 'AC, par l'intermédiaire de la sous-unité a des protéines G, diminuant
alors la production d’AMPc. Malgré une utilisation expérimentale fréquente par le
passé et encore aujourd’hui de ce phénomene pour étudier le couplage entre les
récepteurs opioides et leurs effecteurs, il reste que la signification physiologique de
cette inhibition ne commence qu’a étre démystifiée. Par exemple, on sait qu’au niveau
du LC, labsence d’inhibition par les opioides améne une augmentation de lactivité
de 'AMPc qui promeut, a son tour, I'activation d’une protéine kinase, la protéine

kinase A (PKA). Cette cascade de signalisation régule de nombreux processus
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cellulaires, comme le relichement de neurotransmetteurs >, et altére Pexpression de
certains genes par la stimulation de différents facteurs de transcription tels que
CREB. Egalement, la baisse AMPc a lintérieur de la cellule module un courant
cationique non-sélectif voltage-dépendant . Normalement, ce courant est activé en
réponse a une hyperpolarisation de la cellule pour rétablir le potentiel membranaire a
la normale. Cependant, ’AMPc intracellulaire régule ce courant: une forte
concentration d’AMPc lactive pour rendre le potentiel peu négatif et une faible
concentration I'inhibe ™. Ainsi, en présence d’opioides, le potentiel de membrane des
neurones du LC s’hyperpolarise en réponse a Iinhibition du canal cationique,

réduisant alors Pexcitabilité de la cellule .

Il a été noté dans certaines régions de I'encéphale que le systéme opioide
pouvait aussi stimuler la production d’AMPc suivant la liaison d’un agoniste en
situation aigué. Deux régions ont été identifiées, soit le bulbe olfactif " et des

, : : 76
afférences neuronales primaires .

La stimulation d’AMPc par les opioides se
rapporte normalement en situation chronique, lorsque les phénomeénes de
désensibilisation des récepteurs sont enclenchés et que les facteurs de transcription
alterent expression génétique de méme que le phénotype fonctionnel des neurones.
Ces changements phénotypiques associés avec l'utilisation a long terme d’opiacés

expliquent en partie 'existence du syndrome d’abstinence (ou de manque) et

. . 7 77
I’humeur dysphorique retrouvée chez les consommateurs dépendants .
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Figure 4. Représentation de quelques voies induites par les protéines Gi une fois les
récepteurs opioides activés par un agoniste en situation aigué. Suivant la liaison d’un agoniste
(A) au récepteur, les sous-unités By inhibent les canaux calciques voltage-dépendants, empéchant le
relachement de neurotransmetteurs (NT). La stimulation du récepteur ameéne également la sous-unité
o a inhiber ’adénylate cyclase (AC). Habituellement, cette derniere stimule la production I’AMPc, qui
a son tour, active la PKA pour finalement mener a lexcitation de CREB. IAMPc est aussi
responsable de 'activité d’un canal sodique voltage-dépendant. Enfin, le complexe By peut, a lui seul,
activer les canaux potassiques voltage-dépendants afin d’hyperpolariser le neurone. Fleches rouges =
inhibition, fléches bleues = stimulation

1.4.2. Cascade impliquant les MAPK

1.4.2.1 Modules d’activations

On sait également que les récepteurs opioides ont la capacité de stimuler la
vole BERK (kinase régulant les signaux extracellulaires), mais le mécanisme impliqué
n’est pas encore ¢lucidé totalement et il constitue 'un de mes objectifs d’étude. En
fait, la voie ERK, appartenant a la famille des protéines kinases activant les facteurs
de croissance cellulaire (MAPK), était considérée jusqu’a tout récemment comme une

. . , < . . 7 . . . s e .
voie exclusive des récepteurs a tyrosines kinases "*. Cette voie, qui sert d’intermédiaire
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a la signalisation nucléaire mais qui est initiée par des récepteurs membranaires,
consiste en une cascade d’interactions protéine-protéine, de translocations et de
phosphorylations ™. Ces protéines phosphorylent et doivent étre phosphorylées pour
devenir actives. Ainsi, les MAPK sont activées par les MAPKK (MAPK kinase),
lesquelles sont activées a leur tour par les MAPKKK (MAPK kinase kinase). Ces
trois kinases constituent un modele de signalisation universel. Elles doivent étre
phosphorylées au niveau des sérines, thréonines et tyrosines pour étre actives. En
plus de ERK qui appartient a la famille des MAPK, on retrouve la JNK («c-jun N-
terminal kinase») et la p38-MAPKinase, des protéines impliquées dans la réponse

cellulaire au stress environnemental qui partagent le méme modéle d’organisation .

Les trois différents modules de MAPKinases comprennent des sous-familles :
il y a la sous-famille Raf de MAPKKK qui regroupe 3 protéines, cRaf-1, A-Raf et B-
Raf; la sous-famille MEK de MAPKK formée par MEK1 et MEKZ2 ; et la sous-
famille ERK de MAPK, soit ERK1-2 *. Une fois la protéine ERK active, plusieurs
événements peuvent survenir : elle peut phosphoryler un grand nombre de substrats
" dont des protéines de sa propre cascade, comme Raf et MEK, pour une

82,83,

rétroinhibition ; des protéines du cytosquelette *

ou encore des protéines
régulatrices des récepteurs couplés aux protéines G, comme les GRK2 *. Dans le cas
des récepteurs opioides, un des principaux intéréts de leur habileté a stimuler la
cascade ERK demeure leur pouvoir de moduler 'expression génétique. En effet,

% comme par exemple CREB * et

ERK active certains facteurs de transcription
AP-1, ces derniers étant impliqués dans les effets a long terme des opiacés tels que la

dépendance physique et psychologique.
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1.4.2.2 Mécanisme d activation des MAPK par les RCPG
Essentiellement, les RCPG utilisent 4 modes d’activation de ERK : (1) via les

seconds messagers, (2) via les sous-unités By, (3) via la transactivation des récepteurs
A tyrosine kinase ou encore (4) via les P-arrestines . Les principales voies
dépendantes de seconds messagers reconnues pour activer les MAPK sont celles
impliquant la PKA et la PKC. Dans les cellules neuronales et hématopoiétiques,
Pactivation de la PKA subséquente a 'augmentation d’AMPc par une protéine Gs
meéne a la phosphorylation d’un facteur d’échange Rap-1, une GTPase de la famille
Ras, qui active par la suite B-Raf *. Cependant, l'activation de la PKA dans les
fibroblastes méne a une inhibition de ERK secondaire a linhibition de c-raf-1 *.
IAMPc peut également activer Rap-1 par lintermédiaire d’Epac, une protéine
capable de lier directement PAMPc qui appartient aux GEF («GTP exchange
factom). Cette protéine active Ras par I’échange d’'un GDP pour un GTP ”'. Quant a
la PKC, Pactivation des MAPK implique la phosphorylation de Raf-1 par la PKC qui
a été préalablement activée par la phospholypase CB, elle-méme recrutée par la
protéine Gq/11. Pour le second mode d’activation des MAPK, le groupe de Wetzker
” fut parmi les premiers a démontrer un lien entre By et ERK. Il semblerait que le

RS s . .. . 93.95
dimere By, lorsque libéré de Guai, interagissent avec Src

et/ou avec la PI3K pour
phosphoryler quelques substrats incluant She (une protéine adaptatrice) et certains
récepteurs 2 tyrosines kinases '. Ces substrats ou récepteurs a tyrosine kinase
interagissent avec Grb-2/Sos qui activent a leur tour Ras puis le reste de la cascade ™.
Tel qu’abordé précédemment, la transactivation des récepteurs a tyrosine kinase
(RTK) figure parmi les modes d’activation des MAPK. Le mécanisme proposé est

P'activation de métalloprotéases, qui, a leur tour, actionnent la transactivation des

récepteurs a tyrosines kinases par le clivage et la libération des facteurs de croissance
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solubles. Ces derniers se lient aux récepteurs a facteurs de croissance afin d’initier

. Enfin, le complexe B-arrestine serait également

une cascade de signalisation
activateur des MAPK **". Une fois en interaction avec les récepteurs, les (-
arrestines recrutent, dans l'ordre, Raf-1, MEK et ERK. La B-arrestine interagit

99,100 A
. A ce moment,

également avec la tyrosine kinase c-Src pour activer les MAPK
seules des protéines cytosoliques sont phosphorylées par ERK car la B-arrestine les
restreint a proximité de la membrane, ce qui empéche toute interaction future avec le
noyau.
1.4.2.3 MAPK et activation des réceptenrs opioides

La voie ERK en est une d’importance pour les récepteurs opioides. En effet,
puisque ERK interagit par moment avec des facteurs de transcription, ceci pourrait
expliquer Peffet des opiacés sur la plasticité neuronale, phénomene synonyme de
changements permanents dans le fonctionnement de Iencéphale. Les DOR
modifient moins la biologie du cerveau que les MOR, ce qui leur confeére, encore une
fois, un certain intérét pharmacologique. Cependant, ces effets surviennent plutdt a
long terme tel qu’expliqué dans la précédente section. Les modes d’activation
empruntés par les récepteurs opioides sur la cascade ERK ont été étudiés mais pas
totalement élucidés. Belcheva ef a/ ""'ont proposé un mécanisme d’activation de ERK
différent entre les récepteurs MOR et KOR. Il semblerait que les MOR nécessitent la
présence de calmoduline puis de la phospholipase C, laquelle active la PKCe par
I'intermédiaire de diacylglycerol pour initier la transactivation des récepteurs EGEF
(EGFR). Cette derniere étape nécessite les métalloprotéases pour mener a 'activation
de la cascade MAPK . Quant aux récepteurs KOR, Pactivité de la voie ERK débute
via l'activation des sous-unités By. Celles-la stimulent la PI3K, ce qui génére alors le

phosphoinositol-3-phosphate (PIP;) dans le but de mener a P'activation de la PKCC et
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enfin de ERK ' Le groupe de Kramer ' a démontré que les DOR, au contraire des
MOR, ne requicrent en aucun cas la transactivation des récepteurs a tyrosine kinase
(RTK) pour stimuler ERK. Cette observation fut contredite par le groupe de Schulz
"™ qui étudiait le méme type cellulaire. Ils affirment que la transactivation des EGFR
est nécessaire pour activer ERK et survient via la stimulation des métalloprotéases '™
Cette transactivation pourrait également impliquer la tyrosine kinase c-Src puisque en
utilisant inhibiteur spécifique de Src, PP2, ils arrivent a démontrer une diminution
de la quantitt de ERK phosphorylées a Iélectrophorese (ERK phosphorylée
correspond a la forme active de la protéine). Le probleme majeur avec cette
conclusion réside au niveau de la concentration d’inhibiteur ’EGFR. Pour arriver a
prouver I'implication des récepteurs a EGF, ils les ont inhibé en utilisant une
concentration si élevée qu’il n’est pas exclu que les tyrosines kinases non-réceptrices

soient du méme coup inhibées. Enfin, Kramer et Simon '

ont établi que les
récepteurs opioides ne devaient pas forcément étre internalisés pour activer la

cascade MAPK, une restriction initialement proposée par le groupe de Pierce .

1.5. Tyrosines Kinases

Les tyrosines kinases ont été abordées brievement dans les sections
précédentes et nous avons vu qu’elles pouvaient étre des effecteurs des RCPG aussi
bien que des intermédiaires dans la cascade des MAPK. Dans cette section, un
apercu général de ce type de protéine sera vu pour faire place au theéme principal
quest le role des tyrosines kinases non réceptrices dans la régulation de la

signalisation des RCPG.
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1.5.1. Familles et fonctions des tyrosines kinases

Les protéines tyrosine kinases (PTK) catalysent la phosphorylation de résidus
tyrosines. Il y a deux classes majeures a ce type d’enzyme : les protéines kinases
réceptrices (i.e. EGIFR) et les protéines kinases non-réceptrices, soit la catégorie dont
font partie les tyrosines kinases de la famille de Src. Ces enzymes s’impliquent dans
plusieurs voies de signalisation cellulaire et sont la clé de nombreuses fonctions
cellulaires telles que la prolifération, la différentiation, P'effet anti-apoptotique ainsi
que la croissance des neurites. Une mauvaise régulation de ces enzymes, comme par
exemple I'introduction de certaines mutations a lintérieur de leur séquence aminée

ou encore une élévation de leur expression, peut mener a diverses formes de cancer

107,108

1.5.2. Structure des familles de protéines tyrosines kinases

Les PTK réceptrices possedent un domaine de liaison extracellulaire, un
domaine transmembranaire et un domaine catalytique intracellulaire. L.e domaine
transmembranaire ancre la protéine a intérieur de la membrane plasmique, alors que
le domaine extracellulaire a pour fonction de lier les facteurs de croissance. Il existe
plusieurs motifs structuraux pour ces domaines extracellulaires. I’activation des
récepteurs s’effectue une fois qu’un ligand s’est lié au domaine extracellulaire, ce qui
prévaut pour les RCPG. Ceci a pour effet d’induire la dimérisation de deux
récepteurs a proximité. Les récepteurs maintenant actifs sont capables
d’autophosphoryler les résidus tyrosines extérieurs a leur domaine catalytique par une
trans-phosphorylation. Le but de ce processus est de stabiliser le récepteur dans une
conformation active et de créer des sites de liaisons phosphotyrosines pour des
protéines transductrices de signaux. Les protéines qui se lient aux domaines

intracellulaires des récepteurs a tyrosines kinases pour entrainer la signalisation sont
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la petite protéine G RasGAP, la PI3K, la PLCy, la phosphotyrosine phosphatase

SHP et certaines protéines adaptatrices comme Shc, Grb2 and Crk.

Au contraire des PTK-réceptrices, les protéines kinases non-réceptrices sont
localisées dans le cytoplasme, le noyau ou sont ancrées au feuillet interne de la
membrane plasmique. Il existe 8 familles différentes de tyrosines kinases non-
réceptrices : SRC, JAK, ABL, FAK, FPS, CSK, SYK et BTK. Dans chacune de ces
familles, plusieurs membres ont été identifiés. A 'exception du domaine kinase
homologue («Src Homology 1», ou domaine SH1) et de certains domaines
d’interaction protéines-protéines (domaines SH2 et SH3), ces différentes familles ont

peu de caractéristiques structurales communes.

1.5.3. SFK, leur expression, en particulier c-Src

SFK est I'acronyme de «Src-family protein tyrosine kinase». Cette famille
comprend 9 membres, soit c-Src, Fyn, Yes, Lck, Lyn, Hck, Fer, Blk et Yrk. Ces
enzymes sont étroitement régulées pour éviter des dommages irréversibles aux
organismes qui les contiennent (i.e. initier un cancer, tel que mentionné plus haut).
Ainsi, des interactions intramoléculaites de leur domaine fonctionnel les

maintiennent dans une conformation inactive.

Voila plus de 25 ans que le proto-oncogene c-Src, premier membre identifié
des SFK, fut découvert. On sait maintenant que la protéine Src est retrouvée de
fagon ubiquitaire dans les cellules des vertébrés et que son expression est plus forte
dans le cerveau, les ostéoclastes ainsi que les plaquettes . Ceci suggére alors que Stc

prendrait part a divers processus autres que la division cellulaire puisque les
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plaquettes sont anucléées, et par conséquent, dépourvues de pouvoir mitotique alors
que les neurones sont des cellules post-mitotiques.
1.5.4. Src — domaines majeurs, formes actives et inactives

La protéine Src posséde 3 domaines majeurs : un domaine kinase catalytique
nommé SH1 (pour Src Homology 1); un domaine reconnaissant les résidus tyr
phosphorylés nommé SH2 (pour Src Homology 2) qui est impliqué dans la
formation de plusieurs complexes de signalisation ''*'"'; et enfin un domaine se
nommant SH3 (pour Strc Homology 3) qui reconnait des motifs polyprolines ''’. SH2
et SH3 prennent part aux interactions protéines-protéines alors que le domaine
kinase catalytique contient le site kinase actif. Strc se retrouve sous 2 formes, inactive
et active, des formes rigoureusement contrdlées pour les raisons mentionnées
précédemment. Il existe 2 sites de phosphorylation majeurs sur Src et la
phosphorylation de ces sites est responsable de leurs différentes formes (actives ou
inactives). Le premier site se situe au niveau de la tyrosine #416 (Y416) de la
séquence aminée. Sa phosphorylation permet de maintenir Src selon sa forme active.
L’activation de c-Src s’initie par une interaction protéine-protéine entre les domaines
SH2 et SH3 pour enfin mener a 'autophosphorylation de la Y416 qui stabilise la
forme active. Tous ces événements libérent la poche de liaison, permettant a un
substrat d’y accéder. Le second site, plus critique, se situe au niveau de la tyrosine
#527. La phosphorylation et la déphosphorylation sont régulés par diverses protéines

112

telles que des kinases CSK (phosphorylent) ou des phosphorylases SHP-1
(déphosphorylent). En fait, la phosphorylation de la Y527 inactive Src car ce résidu,

une fois phosphorylé, modifie la conformation de la protéine pour que le domaine

SH2 interagisse avec Y527, rendant le site de liaison inaccessible aux substrats. La
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déphosphorylation de la Y527 relache cette liaison et ramene Src sous une forme

active (voir figure 5).

A.
ligand  Dephosphonlation

B Myr. | Residus mutés dans les protéines V-Src | .

. Tronqué

ROG4— —m 33 dans v-Src
| l Y527
c-sre | | | |
Unique SH3 SH2  Linker Kinase Régulation
négative

Figure 5. Schématisation de Porganisation structurale des SFK. A. Représentation des formes
actives et inactives de Src. A gauche - Conformation inactive refermée des SFI stabilisée par
linteraction du domaine SH2 avec la tyrosine 527 (Y#527) phosphorylée afin de positionner le
domaine SH3 avec le domaine dinker». Au centre — Illustration (a I'aide des fleches) des différents
mécanismes impliqués dans P’activation de Src. A droite — Conformation active ouverte des SKF
stabilisée par la phosphorylation de la tyrosine 416 (Y#416) B. Structure des domaines des kinases
SFK. Les membres de cette famille posseédent un domaine conservé «unique» qui inclut un segment
N-terminal myristoylé. Il y a aussi un domaine SH3 suivi d’'un domaine SH2, d’'un domaine de liaison
«linker», d'un domaine catalytique kinase et d’une courte queue C-terminale. Les résidus mutés dans la
forme v-Src sont identifiés ainsi que le résidu Y#527 responsable de la forme active. Adaptée de Martin
(2001)'" et de Parsons & Parsons (2004)""*
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1.6. Régulation de Pefficacité de signalisation et r6le de
Stc dans la régulation des DOR

Suivant la liaison d’un agoniste a un récepteur opioide, des mécanismes de
régulation intracellulaire que 'on nomme désensibilisation s’enclenchent pour que
Peffet ne dure pas indéfiniment. Plusieurs protéines participent a ces mécanismes de
régulation, comme par exemple la tyrosine kinase Src. Aussi, Pexposition chronique
des récepteurs opioides aux analgésiques ou aux drogues d’abus induit le phénomene
de tolérance, ceci signifiant qu’il faut accroitre les doses pour obtenir les effets
recherchés quels qu’ils soient. Au niveau moléculaire, la tolérance se définit comme
étant un processus de désensibilisation lui-méme expliqué par une diminution de la
capacité du récepteur d’induire un signal lorsqu’activé par un agoniste.

1.6.1. Désensibilisation des RCPG

Pour que Peffet du ligand sur le récepteur cesse, ce dernier doit étre inactivé
par la phosphorylation de résidus sérines et/ou thréonines localisés du coté
cytoplasmique au niveau de 'extrémité C-terminale et de la 3° boucle intracellulaire.
Ce sont les protéines kinases dépendantes de seconds messagers (tels PKA ou PKC)
ou les kinases couplées aux récepteurs a protéines G (GRK) qui viennent
phosphoryler le récepteur "* lorsqu’il adopte la conformation adéquate reconnue par
les kinases ", Lors du processus de désensibilisation homologue, les GRK, en plus
de phosphoryler le récepteur, augmentent affinité de la B-arrestine pour le récepteut,
soit la prochaine protéine a intervenir dans le processus de régulation du récepteur.
La B-arrestine vient alors se lier a Pextrémité C-terminale du récepteur ou au niveau
de la 3¢ boucle, ce qui enclenche le mécanisme de désensibilisation ', Ceci entraine

le découplage du récepteur et des protéines G, un mécanisme physiologique
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important de rétrocontrole qui a pour but de protéger la cellule d’'une éventuelle sur-
stimulation aigué ou chronique. Les B-arrestines participent également a 'endocytose
du RCPG via des vésicules tapissées de clathrine. Ce processus requiert également la

' et de PAP-2. Cette derniére est une protéine adaptatrice,

présence de la dynamine '
qui, a travers la B-arrestine, permet de relier le récepteur a 'endocytose. Une fois
séquestrées a 'intérieur de la cellule, ces vésicules fusionnent avec des endosomes et
a ce moment, les récepteurs peuvent étre soit déphosphorylés et recyclés a la surface
cellulaire, soit acheminés vers un lysosome ou ils seront dégradés par protéolyse >'".
Ils peuvent également étre dégradés dans un protéasome sans nécessairement étre
ubiquitiné, un mécanisme propre aux DOR ', Lorsque le récepteur est recyclé, une

réassociation avec les protéines G est nécessaire avant qu’il soit a nouveau stimulable

par un ligand (c.f. figure 6).
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Figure 6. Schématisation du mécanisme de désensibilisation homologue des récepteurs mi
(voir texte pour description du mécanisme). Ces derniers sont internalisés lorsqu’ils sont stimulés par
la méthadone, I’éthorphine ou le DAMGO. Par contre, la morphine n’entraine pas I'internalisation des
récepteurs MOR — Figure adaptée de Williams et al 2001 7
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1.6.2. Activité de Src et phosphorylation des résidus TYR des RCPG

La phosphorylation des récepteurs par les kinases est reliée au processus
d’internalisation. Cependant, a travers l'ensemble des RCPG, i n’y a aucune
unanimité concernant les mécanismes empruntés pour I'internalisation. Trapaidze et
collegues " ont établi que la modulation de la PKA ou de la PKC ne modifiait pas
linternalisation des récepteurs, observations qui demeurent contestées par certains.
Selon eux, les kinases ne sont pas essentielles au processus d’internalisation pour les
récepteurs opioides mais utiles pour le découplage. Cette conclusion est en partie
basée sur des expériences faites avec les récepteurs B2-adrénergiques dont la protéine
responsable de linternalisation est la B-arrestine et non les kinases B-adrénergiques

120 : : 121 / Z
. Par la suite, le groupe de Trapaidze = a démontré

(nommées également GRK)
que la mutation des sérines 344 et 363 dans la portion C-terminale du récepteur delta
diminuait significativement le processus d’internalisation sans toutefois I'inhiber
completement, alors que I'amputation de la portion C-terminale du récepteur pouvait
inhiber totalement ou partiellement linternalisation du récepteur selon le type
cellulaire . Kramer ef a/'* se sont par la suite intéressés a étude du role des résidus
tyrosines, également phosphorylables, dans le mécanisme d’internalisation des DOR.
En inhibant les SFK par linhibiteur spécifique PP1, son groupe a observé que le
processus d’internalisation suivant la liaison d’un agoniste était compromis et qu’il y
avait une diminution de lactivité de la cascade MAPK '*. Ils ont poursuivi leurs
recherches pour étudier le role d’un résidu tyrosine spécifique (ie. Y#318) du
domaine NPXXY a proximit¢é de la portion C-terminale. Suite a leurs
expérimentations, ils conclurent que le remplacement de la tyrosine 318 par une
phénylalanine atténuait le processus d’internalisation via les vésicules tapissées de

124

clathrines et réduisait Pactivation des MAPK Selon eux, ces observations
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viendraient davantage appuyer I'implication d’une SFK et la phosphorylation du
domaine NPXXY dans ces mécanismes de régulation des récepteurs. Par contre, le
role du domaine NPXXY dans linternalisation est controversé puisque des
mutations similaires dans le méme domaine appartenant a d’autres RCPG ne
modifient pas leur internalisation mais interferent avec leur signalisation. Ces
données suggerent donc que le domaine NPXXY serait essentiel au maintien de la

', Une explication alternative des résultats par

structure globale des récepteurs
Kramer et collegues pourrait étre que la mutation de la tyrosine du motif NPXXY
modifie la capacité des DOR a activer les SFK nécessaires au processus
d’endocytose. Cette assomption est supportée par le fait que les mutants des
récepteurs DOR n’activent plus la cascade MAPK et Strc prendrait part a cette étape
(cf résultats).
1.6.3. Srtc régule différentes étapes du processus d’internalisation

Dans les mécanismes de désensibilisation homologue classique, les protéines
kinases de RCPG sont importantes pour promouvoir le recrutement des $-arrestines
au récepteur ainsi que le découplage du récepteur et des protéines. Le groupe de

1% 2 démontré, sur des cellules HEK-293 transfectées de facon stable avec

Sarnago
les récepteurs B2-adrénergiques, que les GRK-2 étaient régulées par la protéine c-Src.
En fait, la stimulation des récepteurs B2-adrénergiques par un agoniste meéne a une
phosphorylation rapide des résidus tyrosines des GRK-2, suggérant que GRK-2 est
une cible pour la tyrosine kinase c-Src et cela peut avoir un réle important dans
Pactivité kinase ainsi que la dégradation des GRK2 . Le groupe de Fan ' a
complété ces observations en démontrant que la stimulation du récepteur B32-

adrénergique par un agoniste recrute Src via un mécanisme inconnu. A ce moment, la

GRK vient s’accoler sur la queue C-terminale du récepteur et doit étre phosphorylée
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par c-Src pour a son tour phosphoryler le récepteur au niveau des résidus
sérines/thréonines '*". Ensuite, la B-arrestine, en s’arrimant au récepteur, enclenche la
machinerie cellulaire impliquée dans I'endocytose des RCPG. En fait, elle sert de
tremplin a Iinteraction du RCPG et des protéines responsables de 'endocytose, soit

la clathrine et AP-2.

Les termes internalisation, séquestration et endocytose s’aveérent étre
synonymes et ils signifient que le récepteur est retiré de la membrane cellulaire par un
compartiment intracellulaire appelé endosome pour y subir un recyclage ou une
dégradation. Trois moyens d’internalisation sont reconnus : il y a par la formation de
vésicules tapissées de clathrine, par les caveolaes ou encore par des vésicules non
tapissées de clathrine. Cependant, les vésicules tapissées de clathrine sont les plus
étudiées. Brievement, voici le mécanisme : une fois que les GRK ont phosphorylé le
récepteur et que la B-arrestine est venue se lier au complexe, I'invagination de la
membrane s’accentue. Le recrutement de la clathrine du c6té du cytosol se fait par
Pintermédiaire de la protéine adaptatrice AP-2 ou directement par la B-arrestine. A ce
moment, une grosse GTP-ase, la dynamine, vient se lier au complexe pour refermer
le puit tapissé de clathrine contenant le récepteur et mener a la formation d’une
vésicule. I’ensemble de ces différentes protéines parait étre régulé par la tyrosine
kinase Src, ou enfin, par des membres de cette famille. Rien n’a encore été démontré
a l'aide des récepteurs opioides, mais des études ont été produites sur les récepteurs

. : . N . : 128,129
B2-adrénergiques, sur les récepteurs a angiotensine =

ainsi que les récepteurs a
neurokinine 1 (NK-1R)". Tel que discuté précédemment, Src active la GRK en la

phosphorylant "', C-Src interagit également avec la B-arrestine. 1l a été établi que les

B-arrestines recrutaient la tyrosine kinase c-Stc au récepteur ” et cela pourrait faciliter



29

la régulation par c-Src de certaines protéines accessoires pour le processus

d’internalisation. Le groupe de Ahn "'

a démontré que la phosphorylation de la
dynamine par c-Src était requise pour mener a linternalisation du récepteur B2-
adrénergique et que ce processus était régulé par la stimulation du récepteur. En ce

qui a trait a la protéine adaptatrice AP-2, le groupe de Laporte 12

avait remarqué,
suite a la stimulation des récepteurs B2-adrénergiques, que la formation de vésicules
tapissées de clathrine dépendait d’AP-2, et que cette derniére interagissait avec la -
arrestine via sa sous-unité 32-adaptine. Son groupe a par la suite établi que c-Stc

régulait la dissociation d’AP-2 de la B-arrestine du récepteur a angiotensine 1I de type

1 afin que le processus d’internalisation via les vésicules tapissées de clathrine se

128 3

poursuive Enfin, le groupe de Wilde ' a démontré que lendocytose des
récepteurs EGEF nécessitait la présence de la kinase c-Stc pour lactivation de la

clathrine et sa redistribution.

1.7. Projet de recherche

Il a déja été démontré que les protéines tyrosines kinases non réceptrices
étaient impliquées dans la régulation de différentes étapes du processus de
désensibilisation homologue de certains récepteurs. Cependant, l'habileté des
récepteurs delta opioides d’induire Iactivité des kinases de la famille de Src et la
participation de ces kinases a la désensibilisation des récepteurs n’ont pas encore été
clairement démontrées. A ce jour, la seule évidence suggérant que les DOR puissent
stimuler les kinases Src est indirecte et implique l'activation de la cascade ERK. Par
contre, ce mécanisme demeure contreversé car certaines études suggerent que

Pactivation de ERK est imputable aux récepteurs a tyrosines kinases plutot qu’a Stc.
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En fait, cette controverse est associée a l'utilisation de fortes doses d’inhibiteurs de
tyrosines kinases réceptrices, et par conséquent, a la possible perte de spécificité du
traitement. Ainsi, les objectifs de mon projet étaient :

1. d’établir les mécanismes d’activation de la cascade ERK par les DOR,

2. d’évaluer si la kinase Src participe a cette cascade et

3. le cas échéant, de déterminer si Src joue également un role dans la régulation de

la réponse ERK une fois les DOR exposés a des ligands sélectifs.

Enfin, 'ensemble des manipulations expérimentales ont été effectuées a I'aide

de cultures cellulaires HEK 293 et les détails sont précisés dans la section suivante.



2. MATERIEL & METHODOLOGIE

2.1 Réactifs

Les réactifs chimiques et tampons, les inhibiteurs de protéase, le DPDPE (D-
Per-2,5-enkephaline), la forskoline, 'isobutylmethylxanthine, la toxine pertussique
(PTX) ainsi que le saccharose proviennent de chez Sigma-Aldrich. Le 4-amino-5-(4-
chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine (PP2) sont fournis par VWR,
I'albumine de sérum bovin provient de EMD Chemicals alors que I'adénosine ['H]
est fournie par PerkinElmer Life Sciences. Le G418 (geniticine), DMEM, sérum de
bovin feetal, la glutamine, la pénicilline et la streptomycine proviennent de chez

Wisent.

2.2 Constructions d’ADN

IADNc du récepteur humain DOR a été cloné a laide du vecteur
d’expression pcDNA3 (Invitrogene) tel que déctit précédemment . Le codon
STOP de ce récepteur, situé a Pextrémité C-terminale, a été muté a I'aide d’une
trousse de mutagenese Clontech afin d’y introduire une séquence codante pour
Iépitope FLAG (DYKDDDDK). Cet épitope est combiné a un peptide signal qui
savere étre une séquence modifiée de ’hémaglutinine du virus de l'influenza '>. En
fait, l'utilisation d’anticorps dirigés vers ces peptides permet de mettre en évidence le
récepteur sans en modifier les propriétés de signalisation par rapport au type sauvage

136,137 : sz R I
> Le construit I’ADN a été vérifié par une enzyme de restriction

sans épitope
chargée de recenser la séquence nouvellement formée. Ces cellules, exprimant

FLAG-DOR, ont été utilisées pour les expériences portant sur DPétude des

mécanismes d’activation de la kinase ERK. I’ADNc du récepteur murin DOR a été
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cloné a Paide du méme vecteur d’expression, soit le pcDNA3, mais I'épitope FLAG a
été introduit au niveau de lextrémité N-terminale (FLAG-DOR). Les cellules
exprimant ce récepteur ont été utilisées pour les expériences portant sur les
mécanismes de désensibilisations des récepteurs. Le récepteur murin DOR tronqué a
été créé suite a la production d’'un codon STOP apres le résidu 344 de la séquence
codante. En fait, la mutation d’un oligonucléotide a été engendrée au site du résidu
344. I ADNc ainsi formé par la réaction en chaine d’une polymérase amene la
formation d’un récepteur tronqué (DOR344T) . I’ADNc du récepteur a été cloné
a laide du vecteur d’expression pcDNA3 (Invitrogen). Ce récepteur provient du
laboratoire du Pr. M. von Zastrow (Université de Californie, San Francisco). Le
mutant dominant négatif de Stc (DNM-Stc : K295R/Y527F) provient du laboratoire

du Pr. Bouvier (Université de Montréal, Montréal).

2.3 Culture cellulaire et transfections

I’ADNc du récepteur de type sauvage ou tronqué (DOR344T) a été
incorporé dans des cellules HEK 293 a laide de lipofectamine et d’un vecteur
d’expression pcDNA3 (Invitrogen). Ces types cellulaires exprimaient de facon stable
le récepteur et possédaient 'épitope FLAG aux sites décrits dans la section 2.2. Les
cellules exprimant 'un ou 'autre de ces 2 types de récepteurs ont été sélectionnées a
I'aide de 500pg/ml de G418. En ce qui a trait aux transfections transitoires effectuées
a laide de polyethylenimine, le récepteur DOR a été co-exprimé avec le mutant
dominant négatif de c-Src ou encore avec le vecteur vide pcDNA3. Puisque le
vecteur d’expression pour DNM-Src augmente Pexpression du FLAG-DOR, la
quantité de récepteur exprimée a été titrée afin d’obtenir un niveau d’expression du

récepteur similaire entre les différentes conditions. Ainsi, 6ug de FLAG-DOR ont été
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transfectés avec 6ug de pcDNA3 ou 2ug du FLAG-DOR combiné avec 10pg de
DNM-Src. Le niveau d’expression des récepteurs a été vérifié via des études de radio-
liaison avec du Naltrindole [’H] ou par ELISA. Enfin, les cellules ont été cultivées en
mono-couche dans des flasques contenants du milieu DMEM enrichi de 10% (v/v)
de sérum de bovin feetal, 5mM de glutamine, 1000 unités/ml de pénicilline et
Img/ml de streptomycine. L’atmosphére nécessaire au maintient des différentes

lignées était a 37°C et contenait 5% de CO,.

2.4 Accumulation A’ AMPc

Les cellules furent incubées au moins 16 heures en présence d’adénine ['H]
(1uCi/ml; 1Ci = 37GBq) dans du DMEM supplémenté de 10% FBS afin de
maximiser leur intégrité pour 'expérience. Lorsque nécessaire, une fois I'incubation
de 16h terminée, les cellules ont été désensibilisées pendant 30 minutes au DPDPE
1uM, puis mécaniquement détachées du flasque et lavées 3 fois dans du PBS a 4°C.
La viabilité cellulaire fut déterminée a I'aide d’une coloration au bleu de trypan
(mortalité toujours faible, < 5%). Entre 4,5-5 X10° cellules ont été suspendues dans
du PBS contenant 25uM de forskolin et 2.5uM de IBMX avec des concentrations
croissantes de DPDPE (0-10uM). Les cellules ont par la suite été incubées 20
minutes a 37°C. La réaction a été cessée au moment de I'addition de 5% d’acide
trichloroacétique, de 5mM d’ATP et de 5mM d’AMPc. I ATP-[’H] et ’AMPc-[’H]
ont été séparés par chromatographie séquentielle sur colonnes de résine Dowex et
sur colonnes de résine d’oxyde d’aluminium (Alumine). En ce qui concerne les
expériences ou une inhibition pharmacologique de Src a été effectuée, les cellules ont
été pré-traitées pendant 1 heure avec 20uM de PP2 ou de son véhicule DMSO

(dimethyl sulfoxide) avant le traitement au DPDPE, puis le reste de I'expérience a été
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poursuivi tel que décrit précédemment. Lorsquun traitement au saccharose a été
effectué, les cellules sont pré-incubées en présence de 0.4M de saccharose pendant 2
heures et ce traitement perdure méme en présence de PP2 et/ou de conditions
désensibilisantes au DPDPE 30 minutes. Les résultats ont été exprimés en ratio
AMPc-H]/(AMPc-['H] + ATP-PH]). Leffet de lagoniste DPDPE sur la
production ’AMPc a été exprimé en % de changement par rapport a la production
d’AMPc en absence de ligand (i.e. niveau basal). Lorsque 'action de 'agoniste est
comparé entre différentes conditions (i.e. suivant la désensibilisation ou I'utilisation
de saccharose), les résultats ont été normalisés par rapport a 'effet du DPDPE

observé dans les conditions controles correspondantes.

2.5 Immunobuvardage et SDS-PAGE

Afin de déterminer Pactivation de ERK1/2, des cellules ont été mises en
culture dans des plaques a 6 puits jusqu’a ce que ces derniers contiennent environ
250 000 cellules. Les cellules ont été incubées dans du DMEM contenant 10% de
sérum de bovin feetal, ImM de glutamine, 500 unités/ml de pénicilline et 500
unités/ml de streptomycine. Ces plaques ont été préparées 72 heures avant I'addition
d’agoniste. Ensuite, 20 heures avant I'addition du DPDPE 1uM, le milieu de culture a
été retiré des plaques puis remplacé par du sérum sans facteur de croissance.
L’utilisation d’un tel milieu diminuerait le niveau d’activité basale de la voie MAPK
dépendante des facteurs de croissance . Afin d’étudier la cascade de signalisation
liée a la stimulation de ERK, nous avons pré-traité les cellules 16h avec la toxine
pertussique 2 100ng/ml ou encore nous avons effectué un pré-traitement de 30

minutes le jour méme de 'expérience avec du Agl478 100nM, du Ag1295 100nM ou
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encore avec de la wortmannine 1uM (cf section résultat pour explications). Lors
d’expériences portant sur la désensibilisation du récepteur, les cellules ont été pré-
traitées 30 minutes avec du DPDPE 1uM en présence ou absence de PP2 (1h) aux
concentrations indiquées, et ce a 37°C. L’arrét du traitement est survenu suite a 3
lavages au PBS 4°C. Les cellules ont ensuite été lysées dans du tampon de
prélevement (Tris-HCl 62.5mM, pH 6.8, 10% Glycérol, 5% sulfate dodécyl de
sodium (SDS), 0.5% de bleu de bromophénol, 50mM dithiothreitol (DTT)) puis
chauffées 5 minutes a 95°C et enfin soniquées. Les protéines ont été déposées sur un
gel d’entassement de 4% d’acrylamide puis séparées sur un gel 9% d’acrylamide.
Ensuite, elles ont été transférées 2h a 250mA et 110V sur des membranes de
nitrocellulose. Ces membranes ont ensuite subi un blocage pendant une heure a
température ambiante dans une solution de blocage (5% de lait en poudre non-gras
et 0.25% BSA). L’anticorps p-ERK monoclonal de souris (p-ERK, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) a été ajouté aux membranes (dilution 1 : 500 dans la
solution de blocage) pour une exposition d’une nuit a 4°C. Apres 3 rincages de 10
minutes dans une solution de TBS (25mM Tris et 150mM NaCl, pH 7.4)-Tween
0.5%-solution de blocage, les membranes ont été exposées 60 minutes a température
ambiante a l'anticorps anti-souris lié a la peroxidase de raifort (1: 4000 dans la
solution de blocage). La nitrocellulose a été a nouveau lavée 3 fois dans du TBS-
Tween 0.5%-solution de blocage pour supprimer les liens non-spécifiques des
anticorps. La détection des protéines immunoréactives a été effectuée a I'aide d’une
solution chimioluminescente pour le transfert de type Western sensible a la
peroxidase de raifort (Perkin Elmer Life Sciences). Afin d’établir le ratio ERK
phosphorylé / ERK total (quantité de protéines ERK activée par rapport a la

quantité totale), la quantité totale de protéines ERK doit étre établie. Les membranes
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doivent donc étre lavées des anticorps liés a leur surface. Une fois les lavages
achevés, les membranes de nitrocellulose ont été a nouveau exposées a un anticorps
(dilution 1 : 5000 dans solution de blocage) qui reconnait toutes formes confondues
de la protéine (ERK total, Santa Cruz Biotechnology). Ensuite, un anticorps
polyclonal de lapin (1 : 20 000 dans une solution de blocage, Amersham Pharmacia
Biotechnologies) fut utilisé pour reconnaitre anticorps spécifiquement lié a toute
forme de ERK. La détection de protéines immunoréactives a été répétée et la

quantification des protéines a été faite par analyse densitométrique MCID.

Pour vérifier 'activation de Src, les cellules ont été mises en culture dans des pétris de
100 mm et été préparées tel que décrit pour activation de ERK1/2. Apres le
traitement au DPDPE 30 minutes, les cellules ont été lavées, recuieillies et
solubilisées dans un tampon RIPA (50 mM Tris-HCI, pH 7.4 ,1% triton X100, 0,25%
d’acide désoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 5 pg/ml
leupeptine, 5 pug/ml d’inhibiteur soybean trypsine, 10 pg/ml benzamidine, 1 pg/ml
aprotinine, 1 mM Na;VO,) a 4°C pour 90 minutes. Ensuite, les cellules ont été
centrifugées pour concentrer les débris non-solubilisés a 12 000 g pendant 20
minutes, puis le culot a été suspendu dans un tampon de SDS pour ensuite étre
séparé sur un gel SDS-PAGE. L’anticorps monoclonal anti-phospho-Stc (Y4106) a été
utilisé a une dilution de 1: 1000 (Cell Signaling) pour déterminer la présence de Stc
activé alors que la quantité totale de protéine Src a été détectée via lanticorps

polyclonal anti-Src (SRC2 : sc-18; 1:5000; Santa Cruz Biotech).



37

2.6 ELISA

Les analyses ELISA liées 2 mon projet de recherche ont été effectuées par
Nicolas Audet et Elodie Archer-Lahlou, tous deux des membres de mon laboratoire.
Brievement, la mesure de la quantité de récepteurs a la surface cellulaire a été

effectuée a l'aide de la technique ELISA adaptée a partir des expériences du groupe

139 140

de Lavoie ainsi que du laboratoire du Pr Bouvier ™. Les cellules ont été
ensemensées a une densité de 10° cellules par puits a intérieur de plaques de 24 puits
enrobés de polylysine (pendant 48h). Le jour de I'expérience, le DPDPE 1uM a été
introduit dans un nouveau milieu d’incubation contenant du DMEM/hepes 20mM
aux temps indiqués sur la 1égende des figures. Lorsque le PP2 20uM ou le saccharose
(0.4M) ont été utilisés, ces pré-traitements ont été respectivement introduits 1h et 3h
précédant 'ajout de I'agoniste. La réaction d’internalisation fut cessée par 'addition
de PBS froid. Aprés 3 lavages au PBS, les cellules ont été fixées par du
paraformaldéhyde 3% pendant 15 min a 4°C et les liaisons non-spécifiques ont été
bloquées suite 2 I'incubation des cellules dans une solution de PBS/BSA 1%/CaCl,
1mM a température picce pendant 30 minutes. Ensuite, les cellules ont été incubées 1
h a température picce avec lanticorps anti-Flag M1 (1 : 1000; Sigma-Aldrich), puis
lavées 3 fois avant d’étre exposées 30 minutes a un anticorps anti-murin conjugué a la
peroxydase (HRP; 1:8000; Amersham Biosciences). Subséquemment, 200 pl de
substrat HRP o-phenylenediamine dihydrochloride (SIGMA FAST™ OPD, sigma
Aldrich) ont été ajoutés dans les différents puits. Apres 8 minutes d’exposition a ce
substrat, la réaction a été cessée par 'addition de HCL 3N. 200ul du mélange formé

dans les différents puits ont été transférés dans une plaque de 96 puits en triplicata

afin de mesurer la densité optique (DO) de la solution a une longueur d’onde de
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492nm. L’appareil de mesure utilisé fut un lecteur de micro-plaque Victor 3 produit
par la compagnie Perkin Elmer. La lecture de la densité optique correspond au signal
généré par les récepteurs demeurés a la surface cellulaire. La quantité de récepteurs
internalisés suivant Pexposition au DPDPE 1uM est calculée en soustrayant la
densité optique obtenue en présence de I'agoniste de celle obtenue en son absence.
Les résultats sont exprimés comme le pourcentage de récepteurs initialement
présents a la surface cellulaire qui ont été internalisés via la formule suivante : 100 x
DO

- DOstimulée)/(DObasale) Oﬁ DO et DO

basale basale stimulée

correspondent au signal
obtenu en présence ou absence de DPDPE respectivement. Lorsque l'internalisation
en présence d’'un agoniste est comparée avec différents traitements expérimentaux
(l.e. suivant un pré-traitement au PP2 et/ou saccharose), les résultats ont été
normalisés selon l'internalisation maximale induite par le DPDPE dans la condition

non-traitée.

2.7 Analyse statistique

Les analyses statistiques et I'ajustement des courbes sont effectués a I'aide de la

version 4 du logiciel Graph Pad Prism (GraphPad, San Diego, CA).



3. RESULTATS

3.1. Etude de Pactivation de ERK par les DOR

3.1.1. La phosphorylation de ERK suivant la stimulation de DOR est
dépendante des protéines Gi/o

11 a déja été démontré que les agonistes DOR stimulaient la voie de
signalisation impliquant la MAPK ERK "', Toutefois, le mécanisme par lequel
cette kinase est activée demeure insaisissable. En fait, des doutes persistent quant a la
nécessité de la transactivation de RTK ou quant a P'activation de la tyrosine kinase
Src pour stimuler ERK. Ainsi, 'agoniste sélectif DPDPE a été utilisé dans des essais
d’activation des MAPK afin de quantifier son effet sur la cascade de signalisation
menant a la stimulation de ERK. Des anticorps reconnaissant les formes
phosphortylées actives (anti-p-ERK 1/2) (fig 7A) et 'ensemble des protéines ERK
(anti-ERK1/2) ont été utilisés pour cette expérience ainsi que des cellules HEK293
exprimant de facon stable DOR de type sauvage. Ces cellules avaient été
préalablement exposées ou non a une dose maximale de I'agoniste DPDPE 1uM
pendant 5 minutes, soit une dose maximale). Une analyse par densitométrie a permis
d’estimer le ratio p-ERK 1/2 sur la quantité totale de ERK 1/2. La forme active p-
ERK1/2 augmente d’environ 330% % 33% par rapport aux cellules non-exposées a
Pagoniste (fig 7B). Par la suite, nous nous sommes intéressés a savoir si cette
activation de la protéine ERK1/2 par I'agoniste DPDPE était dépendante des
protéines Gi/o. Nous avons refait un immunobuvardage de type Western, mais cette
fois, les cellules ont été préalablement exposées a la toxine pertussique 100ng/ml
pendant environ 16h, puis le traitement a 'agoniste DPDPE 1uM a été réalisé. Nos

résultats démontrent que la toxine ne modifie pas l'activité basale de ERK1/2 (fig
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7C), mais bloque complétement 'activation de cette voie de signalisation en présence
de I'agoniste DPDPE (fig 7D). Ces résultats indiquent alors que l'activation de la

cascade ERK par un agoniste DOR dépend des protéines Gi/o.

CTL PTX

pERK1/2 ™

(=42 et 44 KD)

ERK tot ‘ ‘

B. 500 4 D.

2001

(% du basal)
(% du basal)

100 =="

Phosphorylation ’ERK 1/2
Phosphorylation ’ERK 1/2

0
basal DPDPE basal DPDPE basal/PTX DPDPE

Figure 7. ERK1/2 devient phosphorylée suivant la liaison de Pagoniste DPDPE au DOR. A,
Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable le récepteur de type sauvage FLAG-DOR ont été
exposées au DPDPE 1uM pendant 5 minutes. Des cellules de la méme lignée ont également subi les
mémes traitements sans exposition a I’agoniste. Un immunobuvardage de type Western a permis de
vérifier I'activation de ERK1/2. Des bandes spécifiques sont détectées par I'anticorps anti-phopho-
ERK1/2 4 42 et 44 KDa ainsi que la forme totale de ERK. B, Une mesure semi-quantitative de
Iintensité des bandes a été effectuée par densitométrie MCID. La quantité de protéines ERK 1/2
phosphorylées fut normalisée selon la quantité totale de protéine ERK par puits. Les données sont
représentatives de 7 expériences indépendantes et correspondent au ratio pERK/ERKtot normalisé
pat rapport a la moyenne du ratio du basal qui est 0,47 + 0,34. C, Le PTX (100ng/ml pendant 16h)
diminue la phosphorylation de ERK 1/2 suivant la liaison de ’agoniste DPDPE (+) 1uM pendant 5
minutes. Pendant I'exposition au PTX ou non, les cellules ont été privées de milieu contenant des
facteurs de croissance puis la stimulation des DOR a été réalisée tel que décrit précédemment. D, Les
bandes ont été quantifiées et exprimées de la méme facon qu’en B. Pour cette série expérimentale, la
moyenne du ratio pERK/ERKtot dans la condition basale et basale avec PTX est de 0,7 £ 0,3. Le test
#de Student a été utilisé pour démontrer une différence significative entre I'activation de ERK1/2 par
DPDPE dans la condition contréle et dans la condition avec pré-traitement de PTX.
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3.1.2. La phosphorylation de ERK suivant la liaison d’un agoniste est
indépendante de la transactivation des RTK

Certains RCPG nécessitent la transactivation de RTK, tel que EGFR, pour
activer la voie ERK "', Les résultats sont contradictoires quant a la nécessité de la
transactivation d’un récepteur a EGF ou non afin de stimuler la protéine ERK pour
les DOR. En effet, le groupe de Schulz '™ a démontré quen bloquant la
transactivation des EGFR par une forte concentration d’un inhibiteur (15pg/ml de
tyrphostin), soit une concentration devenue non-sélective, l'activité de la kinase ERIK
se trouvait modifiée. Nous avons, a notre tour, étudié¢ 'implication de 2 types de
RTKs (EGFR et PDGFR) dans la stimulation de ERK par DOR. Pour se faire, un
immunobuvardage a été produit a l'aide de cellules HEK293 exprimant de fagon
stable DOR de type sauvage. Ces cellules ont été privées durant 16h de sérum
contenant des facteurs de croissance, puis elles ont été pré-traitées durant 30 minutes
a des concentrations spécifiques de bloqueurs des RTK, soit TAG1478 (100nm) pour
les récepteurs a EGFE et PAG1295 (100nm) pour les récepteurs a PDGF, et enfin, les
cellules ont été exposées a des concentrations saturantes de DPDPE pendant 5
minutes (Fig 8). Les anticorps détectant les différentes formes de ERK ont été
utilisés pour déterminer le ratio pERK1/2 / ERK1/2 total» afin de normaliser les
données selon la quantité de protéines par conditions. Selon ces résultats, le bloqueur
AG1478 des EGFR ne modifie pas la phosphorylation de ERK suivant la liaison de
I'agoniste DPDPE aux DOR (fig 8A-B). Cependant, lorsque les cellules sont
incubées en présence de I'agoniste EGF des EGFR, le bloqueur spécifique AG1478
bloque la phosphorylation de ERK (fig 8A-B). Ces résultats suggerent donc que
'activation de la cascade ERK par 'agoniste DPDPE des DOR ne nécessite pas la

transactivation des EGFR. Le bloqueur AG1295 des PDGFR ne modifie pas la
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phosphorylation de ERK1/2 en présence de 'agoniste DPDPE des DOR (fig 8C-
D). En fait, 'addition d’un ligand spécifique des PDGFR, le PDGFA/B, n’augmente
pas significativement la quantité de pERK (fig 8C-D) par rapport au basal (fig 7A-B).
Ces résultats indiquent alors Pabsence de PDGFER dans ce type de lignée cellulaire et
donc, de Tincapacité du DOR d’activer ERK via un mécanisme impliquant les
récepteurs PDGF. Dans ces circonstances, nous n’avons pas jugé nécessaire de
refaire expérience en ajoutant le bloqueur AG1295. Bref, 'agoniste DPDPE, en se
liant aux DOR, augmente la phosphorylation de ERK1/2 indépendamment 'EGFR

et de PDGER pour les cellules HEK293 utilisées dans le cadre de cette étude.



43

CTL AG1478
N -
ERK tot i e e TS—em—m—
B. & -
8 500
E" 400 =
g9
g§ 300 ™
$3
'é-é 200 =
% 100 [ B AN EEEEEEEEEER
0 pasal  DPDPE  EGF basal DPDPE  EGF
C. CTL AG1295
I I
PERK1/2 - —_—— D
ERKtot oo s o — o
D. « 500 =
-
E 400 =
I‘U o~
q 300 =
£ &
-}
< & 200 =
£ -
g 100 == nhn
o

basal DPDPE PDGFA/B basal DPDPE

Figure 8. L’activation de ERK par les agonistes DOR ne nécessite pas la transactivation de
récepteurs a tyrosine kinase (RTK). A, Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable le FLAG-
DOR de type sauvage ont été exposées ou non 30min au bloqueur AG1478 avant leur exposition aux
agonistes indiqués (+) 5min. Des cellules de la méme lignée ont aussi subi les mémes traitements sans
exposition d’agoniste (-). Un immunobuvardage de type Western montre la présence de bandes
spécifiques pERK1/2 détectées par un anticorps anti-p-ERK1/2 ainsi que la forme totale. B, Une
mesure semi-quantitative de lintensité des bandes a été effectuée par densitométrie MCID. La
quantité de ERK 1/2 phosphorylée a été normalisée selon la quantité totale de protéine ERK par
puits. Les données sont exprimées de la fagon explicitée a la figure 7. Une analyse via le test 7 de
Student indique que P’AG1478 n’a pas d’effet significatif (p = 0.9345) sur l'activation de ERK par
DOR lorsque ce dernier est stimulé par le DPDPE. Cependant, une diminution significative * (p =
0.0002) de Tactivité de ERK est notée via ce méme test lorsque les cellules sont exposées a I'agoniste
EGF en présence de linhibiteur AG1478. Les données sont représentatives de 4 expériences
indépendantes et la moyenne du ratio de phosphorylation du basal est de 0,76 0,26 et celui du basal
avec AG1478 est de 0,74 £ 0,40. C, Répétition de I'expérience effectuée en A. Cette fois, les cellules
sont exposées ou non au bloqueur AG1295 des PDGFR. D, 1I s’agit d’'une mesure semi-quantitative
des bandes obtenues en C par densitométrie MCID. Le test # de Student ne révele aucune différence
significative (p = 0.8247) en présence/absence d’AG1295 lorsque les cellules sont traitées avec
P'agoniste DPDPE. Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes et la moyenne
du ratio de phosphorylation du basal est de 0,60 £ 0,15 et celui du basal avec AG1295 est de 0,61 +
0,13.
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3.1.3. L’activation de ERK est indépendante du phoshatidylinositol 3-kinase
(PI3K)

Tel qu’introduit précédemment, Pactivation de la cascade ERK peut étre
dépendante de la PI3K, elle-méme activée via le dimére By des protéines Gi/o "',
Nous avons alors voulu vérifier ce fait avec les récepteurs DOR. Les expériences
d’immunobuvardage se sont déroulées de la méme manicre que les précédentes.
Dans ce cas-ci, le prétraitement consistait a exposer les cellules 30 minutes a la
wortmannine 1uM, un inhibiteur spécifique des PI3K. L’agoniste DPDPE a été
utilisé dans les mémes conditions que les expériences précédentes, soit 1uM pendant
5 minutes. En présence de wortmannine, il y a une légére augmentation non-
significative de la phosphorylation de ERK (fig 9A-B) en réponse a DPDPE. De ce
fait, Iinhibition des PI3K n’affecte pas lactivité de la cascade ERK lorsque le
récepteur DOR est stimulé par agoniste DPDPE. En d’autres termes, le récepteur,
une fois activé, stimule la kinase ERK indépendamment de la PI3K. Afin de vérifier
Pefficacité de la wortmannine, des cellules HEK293 exprimant le récepteur B3-
adrenergique ont été exposées a un agoniste, lisoprotérénol (5 minutes a 1uM ),
puisque ces récepteurs sont connus pour stimuler ERK via la voie PI3K "', Tel que
déja rapporté dans la littérature ', Pinhibition de la PI3K par 100nM de
wortmannine réduit Pactivation de ERK d’environ 70% lorsque les récepteurs § -

adrénergiques sont stimulés par de l'isoprotérénol (n=2).
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Figure 9. L’activation de ERK par les agonistes de DOR ne nécessite pas la PI3K. A, Des
cellules HEK293 exprimant de fagon stable FLAG-DOR de type sauvage ou le récepteur B33-
adrenergique ont été exposées ou non 30min a I'inhibiteur wortmannine 100 nM avant leur exposition
aux agonistes indiqués pendant 5min. Des cellules de la méme lignée ont aussi subi les mémes
traitements sans exposition d’agoniste. Un immunobuvardage de type Western montre la présence de
bandes spécifiques pERK détectées par un anticorps anti-p-ERK 1/2 ainsi que la forme total de ERK.
B, Une mesure semi-quantitative des bandes a été obtenue par densitométrie MCID. La quantité de
ERK 1/2 fut normalisée selon la quantité totale de protéines par puits. Les données sont exprimées
telles que décrites dans la figure 7. Les données sont représentatives de 5 expériences indépendantes
pour le récepteur DOR et de 2 expériences pour le récepteur 33-adrénergique. La moyenne du ratio de
phosphorylation du basal est de 0,90 £ 0,50 et celui du basal avec wortmannine est de 0,74 + 0,22. Le
test # de Student n’a révélé aucune différence significative (p = 0.1973) en ce qui a trait aux cellules
exprimant le récepteur DOR en présence/absence de wortmannine avec 'agoniste DPDPE.

3.2. Etude de Pactivation de Src par les DOR

Comme il a ¢été précédemment mentionné, la tyrosine kinase Src
interviendrait dans certaines étapes de la régulation des RCPG ainsi que dans
Pactivation de la cascade ERK par ces mémes récepteurs ">, Nous avons donc
effectué 2 expériences afin de déterminer si la stimulation des DOR est reliée a celle

de la tyrosine kinase Src.
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3.2.1. La stimulation des DOR par un agoniste active Src

Nous avons voulu voir, dans un premier temps, si I'activation du DOR par
Pagoniste DPDPE entrainait la phosphorylation de la protéine Src. Les cellules
HEK?293 exprimant de fagon stable DOR de type sauvage ont été exposées pendant
16h au sérum exempt de facteurs de croissance avant I'ajout de DPDPE (1uM)
pendant 5 minutes. Ensuite, un immunobuvardage de type Western a été effectué a
l'aide d’anticorps dirigés contre la forme active de Src (i.e. forme phosphorylée au
niveau du residue Tyr 416) ainsi que contre toute forme reconnue de la protéine Src
(i.e. anticorps ne discriminant pas les formes actives des inactives). Nos résultats
indiquent que la phosphorylation de la tyrosine kinase Src augmente
significativement lorsque le DOR est stimulé par 'agoniste DPDPE (fig 10A-B).
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Figure 10. I’activation de DOR par un agoniste augmente la phosphorylation de Src. A, Des
cellules HEK293 exprimant de fagon stable FLAG-DOR de type sauvage ont été exposées au
DPDPE 1uM pendant 5 minutes. Des cellules de la méme lignée ont également subi les mémes
traitements sans exposition d’agoniste. Un immunobuvardage de type Western ot nous avons utilisé
des anticorps dirigés contre la forme active phosphorylée (anti-pTyr416) nous montre la présence de
la protéine Src (poids moléculaire de 60 KDa) ainsi que la forme totale. B, Une mesure semi-
quantitative des bandes a été effectuée par densitométrie MCID. La quantité de protéine Src fut
normalisée selon la quantité de protéines reconnues par I'anticorps anti-Src total dans chaques puits.
Les données sont exprimées comme le ratio de la densité optique de Src tyr-phosphorylé 416 sur la
densité optique de Src total. Les données sont représentatives de 7 expériences indépendantes et
correspondent au ratio pSrc/Stc total normalisé par rapport a la moyenne du ratio de phosphorylation
du basal qui est 1,0 = 0,05 Le test # de Student révéle une différence significative ** (p=0.0012) entre
le ratio des cellules non-exposées (basal) et exposées (DPDPE) a I'agoniste DPDPE. — Résultats
publiés dans JBC, 2005"
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3.2.2. L’activation de Src suivant la liaison d’un agoniste DOR est
dépendante des protéines G

Dans un deuxiéme temps, puisque I'activation du DOR stimule Src et que ce
récepteur est généralement couplé aux protéines Gi/o, nous avons voulu déterminer
si ce processus était dépendant des protéines Gi/o. Un immunobuvardage de type
Western a été effectué a I'aide de cellules HEK293 exprimant de fagon stable DOR
de type sauvage. Ces cellules ont été préalablement exposées 16h a 100 ng/ml de la
toxine pertussique (PTX) dans un sérum dépourvu de facteurs de croissance.
L’agoniste DPDPE (1uM) a par la suite été ajouté a ces cellules pendant 5 minutes.
Nos résultats démontrent que le traitement a la PTX produit une légere
augmentation de 'activité basale de la protéine Src mais qu’il bloque tout de méme sa
phosphorylation en présence de DPDPE (figure 11), suggérant que lactivation de

Stc soit dépendante des protéines Gi/o.
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Figure 11. L’activation de Src est dépendante des protéines Gi/o. Des cellules HEK293
exprimant de facon stable FLAG-DOR de type sauvage ont été exposées 16h a 100 ng/ml de la toxine
pertussique (PTX). Ces cellules ont ensuite été incubées avec du DPDPE 1uM pendant 5 minutes.
Des cellules de la méme lignée ont également subi les mémes traitements sans étre exposées a
'agoniste et/ou 2 la toxine. A, Un immunobuvardage de type Western nous montre la présence de la
protéine Src phosphorylée (anticorps dirigé contre la forme active de Src) et la forme totale. Une
mesure semi-quantitative a été effectuée par densitométrie MCID. B, Une mesure semi-quantitative a
été effectuée par densitométrie MCID. Les données sont exprimées comme le ratio de la densité
optique de Src tyr-phosphorylé 416 sur la densité optique de Src total et sont représentatives de 3
expétiences indépendantes. Elles correspondent au ratio pStc/Stc tot normalisé en fonction de la
moyenne du ratio du basal qui est de 1,01 £ 0,13 et celui du basal avec PTX est de 1,27 £ 0,52. Une
analyse statistique via le test # de Student indique que le PTX n’a pas d’effet significatif (p > 0.05) sur
la phosphorylation de Stc en situation contréle. Cependant, une perte significative ** (p = 0.0012) de
Peffet de DPDPE sur la stimulation de Stc survient suite a ’ajout de PTX.

3.3. Etude de Pimplication de Src dans P’activation de la
voie ERK

3.3.1. L’inhibition de Src produit un effet biphasique sur Pactivité de la
protéine ERK suivant Pactivation de DOR par DPDPE

Le but de la prochaine série d’expériences était de vérifier si la tyrosine kinase
Src était impliquée dans Pactivation de la cascade ERK. Apres avoir démontré que la
liaison du DPDPE au DOR activait la protéine ERK et la kinase Src, nous avons
examiné l'effet de I'inhibiteur spécifique PP2 sur 'activation de ERK. PP2 réprime

spécifiquement lactivité tyrosines kinases des protéines appartenant a la famille de
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Src. Un immunobuvardage de type Western a été fait a I'aide de cellules HEK293
exprimant de facon stable le récepteur DOR. La veille de I'expérience, ces cellules
ont été incubées dans un milieu sans facteur de croissance. Le jour méme, elles ont
été exposées 1h a des concentrations croissantes de PP2 (20, 40 ou 80uM) ou d’un
véhicule (pour la situation contréle), puis mises en présence de I'agoniste DPDPE 5
minutes (1uM). Les anticorps reconnaissant anti-p-ERK et toute forme de ERK1/2
ont été utilisés. Selon nos résultats, nous notons un effet biphasique de I'inhibiteur
PP2 sur lactivation de la kinase ERK par les DOR. En effet, les faibles
concentrations de PP2 (20uM et 40uM) augmentent 'activation de la protéine ERK
suivant la liaison du DPDPE aux DOR alors que la plus forte concentration (80uM)
inhibe lactivation de cette méme MAPK (fig 12A-B). Cependant, nos observations
ne démontrent ce fait qu’a une forte concentration non-spécifique de PP2. Ces
résultats nous ont amenés a produire un autre mode d’inhibition de Src puisque nous
ne pouvions exclure que I'inhibition observée aux fortes doses de PP2 était due a un
phénomene non spécifique (i.e. inhibition de l'ensemble des tyrosines kinases
n’appartenant pas a la famille de Stc). Ainsi, dans le but d’arriver a une conclusion
recevable, une expérience alternative garante de la sélectivité du blocage de Src a été
créée ; il s’agissait d’utiliser un mutant inactif (non phosphorylable) de Src (i.e. Src
K296R/Y528F). Afin de déterminer si nous pouvions recréer 'effet biphasique
observé en présence de linhibiteur pharmacologique de Src (PP2), des cellules ont
été transfectées transitoirement avec de PADN du récepteur FLAG-DOR ainsi
quavec des concentrations croissantes d’ADN dun mutant inactif de Src
(K296R/Y528F). Cette expétience a généré des résultats biphasiques similaires a ceux
obtenus avec linhibiteur pharmacologique PP2 (fig 13A-B). En fait, une faible

concentration de mutant (0.5ug d’ADN) augmente la phosphorylation de ERK alors
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quune forte concentration de ce méme mutant (3ug d’ADN) inhibe la
phosphorylation de ERK en présence de DPDPE (1uM). Si le seul effet de Src était
son implication dans lactivation de ERK, il serait envisageable de croire que des
concentrations croissantes d’inhibiteur PP2 et/ou encore du mutant inactif puissent
induire une inhibition progressive de la protéine ERK activée par le récepteur.
Cependant, Iinhibition n’est observée qu’a une forte concentration d’ADN de la
forme inactive de la tyrosine kinase ainsi qu’a une forte concentration de l'inhibiteur
pharmacologique PP2. Ceci nous améne donc a croire que Src soit nécessaire a
'activation de la voie ERK par I'agoniste DPDPE. Ces dernieres données obtenues
concordent avec celles publiées par Kramer et collégues '* qui démontraient qu’une
inhibition pharmacologique de Src par PP1 50uM interférait avec lactivation de
ERK suivant la liaison d’un agoniste au récepteur. Cependant, le fait que de faibles
concentrations de I'inhibiteur PP2 et du mutant inactif de Src augmentent lactivité
de ERK par le DPDPE nous suggere que la protéine Src pourrait aussi étre
impliquée dans une régulation négative de I'efficacité des agonistes DOR a stimuler la

cascade ERK.
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Figure 12. L’inhibiteur pharmacologique de Src, PP2, produit un effet biphasique sur
Pactivation de ERK par DOR. A, Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable FLAG-DOR de
type sauvage ont été soumises a différentes concentrations de PP2 ou au véhicule (Me2SO, 0.01%)
pendant 1h avant I'ajout de DPDPE 1uM pendant 5 minutes. Un immunobuvardage de type Western
nous montre la présence de la protéine ERK1/2 phosphorylée a I'aide d’anticorps ditigés contre la
forme active. B, Les données ont été calculées de la fagon décrite précédemment. Le test statistique a
une variable ANOVA suivi du test post hoc de Dunnett montre une différence significative *
(p<0.05) entre les cellules pré-traitées a 40pM PP2 et le contrdle (CTL). Les données sont
représentatives de 4 expériences indépendantes. — Résultats publiés dans JBC, 2005
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Figure 13. Le mutant inactif de Src (K296R/Y528F) produit un effet biphasique sur
Pactivation de ERK par DOR. A, Des cellules HEK293 ont été transitoirement transfectées avec de
PADN FLAG-DOR ainsi qu’avec des quantités croissantes ’ADN codant pour un mutant inactif de
Stc (K296R/Y528F). Les bandes obtenues a4 'immunobuvardage de type Western correspondent a la
forme totale de Src dans le but de démontrer I'expression croissante de cette protéine avec les
quantités croissantes d’ADN transfecté (bandes supérieures). Les bandes inférieures démontrent la
présence de la protéine ERK1/2 phosphorylée. B, Les résultats ont été exprimés via la méthode
décrite antérieurement. Le test statistique a une variable ANOVA suivi du test post hoc de Dunnett
montre une différence significative * (p<<0.05) entre les cellules CTL et celles transfectées avec les
différentes concentrations d’ADN du mutant inactif. Les données sont représentatives de 4
expériences indépendantes. — Résultats publiés dans JBC, 2005™

3.3.2. L’inhibition pharmacologique de Src prolonge Pactivité de la cascade
ERK

Puisque I'augmentation de la phosphorylation de la protéine ERK 1/2 par
I'inhibition de Src a faible concentration n’avait pas encore été décrite, notre
prochain objectif a été de caractériser ce phénomene. Pour ce faire, nous avons
comparé la cinétique de Dactivation de la protéine ERK a différents temps
d’incubation avec DPDPE en présence et absence de I'inhibiteur PP2. D’abord, la
tigure 14 illustre P'activation de ERK a différents temps d’incubation avec DPDPE
1pM sur les cellules HEK293 exprimant de facon stable FLAG-DOR de type

sauvage. Avec le temps, il y a une diminution de la quantité de p-ERK 2. En fait,
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'activité maximale se retrouve a 5 minutes alors qu’aprés 30 minutes d’incubation

avec I'agoniste DPDPE, P'activité p-ERK est complétement disparue (figure 14).
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Figure 14. Cinétique d’activation de la cascade ERK suivant la liaison de I’agoniste DPDPE
au 8OR. Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable FLAG-DOR de type sauvage ont été
exposées a des concentrations saturantes de 'agoniste DPDPE (1uM) a différents temps d’incubation.
Un immunobuvardage de type Western représentant la forme phosphorylée de la protéine ERK 1/2
est illustré selon différents temps d’exposition au DPDPE. Les données sont exprimées tel

quexpliqué précédemment et sont représentatives de 4 expétiences indépendantes. — Résultats publiés
dans JBC, 2005"

Suite a ces résultats, nous avons décidé de reproduire la méme expérience |[5,
10, 30, 60 minutes] en présence de 20uM de linhibiteur PP2 afin de vérifier si
I'inhibition de la tyrosine kinase allait modifier la cinétique d’activation de la cascade
ERK. Les cellules ont été exposées pendant 1h au PP2 20uM puis exposées a
I'agoniste DPDPE. A nouveau, on note une absence compléte de p-ERK a 30
minutes d’exposition au DPDPE dans la situation contréle (fig 15). Cependant, a 30
minutes d’exposition au DPDPE en présence de PP2 20uM, il reste 18 £ 5% de la
réponse maximale p-ERK. Ce pourcentage correspond a une augmentation d’environ

95% par rapport au basal. De plus, le traitement au PP2 a un effet stabilisateur sur la
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phosphorylation de la protéine ERK apres 30 minutes d’exposition a ’agoniste, car la
valeur de la phosphorylation de la kinase a 1h n’est pas significativement modifiée

par rapport a celle notée a 30 minutes (a 1h 16 £ 5% de la valeur maximale).
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Figure 15. Cinétique d’activation de la cascade ERK en présence et absence de PP2 suivant la
liaison de Pagoniste DPDPE au 8OR. Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable FLAG-
DOR de type sauvage ont été pré-traitées en présence de PP2 20uM 1h ou du véhicule (Me2SO4
0.01%) avant I'addition de DPDPE 1uM aux temps indiqués. Un immunobuvardage de type Western
caractéristique de la forme phosphorylée de la protéine ERK 1/2 est illustré. Les données sont
exprimées en pourcentage de changement par rapport a la réponse maximale selon la formule décrite
antérieurement et elles sont représentatives de 4 expériences indépendantes. Les courbes sont ajustées
au mode exponentiel décroissant a ’aide du logiciel GraphPad Prism 2.01 et analysées par ANOVA a
2 variables. Le Ti/2 apparait a droite des immunobuvardages de type Western. Une différence
significative n’est notée qu’apres 30 minutes de stimulation a I'agoniste DPDPE en présence de PP2
(p<0.01) par rapport a la situation contréle. — Résultats publiés dans JBC, 2005"

34. Etude de Vlimplication de Src dans la
désensibilisation des récepteurs DOR

3.4.1. L’inhibition de Src protége contre la désensibilisation par DPDPE
dans un essai d’accumulation d’AMPc

Nos observations démontrant que l'inhibition de Stc prolonge la réponse de
DOR aux agonistes suggerent que cette kinase aurait un role au niveau de la
désensibilisation fonctionnelle du récepteur. Pour vérifier cette assertion, nous avons

¢tudié Deffet de linhibiteur PP2 sur la désensibilisation de la réponse menant a
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I'inhibition d’une cyclase, I'adénylate cyclase, lorsque le DOR est stimulé par un
agoniste. Dans un premier temps, nous avons effectué une courbe dose-réponse
faisant intervenir la production d’AMPc (préalablement augmentée par de la
forskoline (25 uM)) en fonction de concentrations croissantes de l'agoniste DOR,
DPDPE. Les résultats obtenus indiquent une inhibition croissante de la production
d’AMPc a mesure que la concentration de DPDPE augmente. I’EC;; est de 4 £ 1nM
et’E, . de la réponse au DPDPE est de 61 2% d’inhibition. Cette expérience a été
répétée a laide de cellules désensibilisées pendant 30 min a I’agoniste DPDPE 1uM.
Dans ce cas, I'inhibition de la production I’AMPc aux différentes concentrations
d’agoniste (figl6 A) est moins marquée, avec une E_, qui n’atteint que 72 = 10% de
Peffet observé dans des conditions non-desensibilisées et une puissance réduite par
un facteur de 8, soit 32 £ 2 nM d’EC,,. L’expérience suivante consistait a étudier
Ieffet de PP2 sur la désensibilisation de la réponse faisant intervenir I'adénylate
cyclase et la production ’AMPec. Les cellules ont été pré-traitées pendant 1h au PP2
20uM et, 30 minutes avant la fin du prétraitement, 'agoniste DPDPE (1 uM) a été
ajouté afin de reproduire les conditions de désensibilisation précédemment obtenues
(fig 16 B). Selon nos résultats, 'exposition des cellules au PP2 avant et pendant la
désensibilisation rétablit 'inhibition de la production ’AMPc a un niveau similaire a
la condition contrdle en présence de PP2, signifiant que Pactivité de Stc soit requise

pour la désensibilisation de DOR.
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Figure 16. Effet de PP2 sur Pinhibition de la production d’AMPc lors de la désensibilisation
du 80R par DPDPE. A. Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable FLAG-DOR de type
sauvage ont été exposées 16h a 1uCi/ml a ’adénine [*H], puis une courbe dose-réponse a été effectuée
avec l'agoniste DPDPE sur ces mémes cellules désensibilisées ou non 30 minutes avec 1uM de
DPDPE. Les données sont représentatives de 4 expériences indépendantes effectuées en triplicata et
elles sont exprimées en pourcentage de changement de la production d’AMPc par rapport aux valeurs
maximales obtenues dans la situation non-désensibilisée. Une analyse ANOVA a 2 variables indique
une différence significative entre les courbes (p < 0.0001) B. Méme expérience qu’en A excepté que
les cellules ont été exposées a 20 uM de PP2 pendant 1h le jour méme de Pexpérience. Une analyse
ANOVA a 2 variables indique une différence non-significative entre les 2 courbes (p = 0.7). Les
données sont représentatives de 3 expériences indépendantes effectuées en triplicata. — Résultats
publiés dans JCMM, 2008 "**
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Les prochaines expérimentations visaient a confirmer les observations
précédentes. Pour ce faire, un mutant dominant négatif de Src K296R/Y528F ainsi
que la forme sauvage du DOR ont été co-transfectés dans des cellules HEK293.
Selon les données obtenues, I'inhibition de la production d’AMPc en présence de
DPDPE pour les cellules transfectées avec DOR — pcDNA3 (vecteur vide) est
comparable a linhibition obtenue pour les cellules transfectées avec DOR et le
mutant inactif de Src (p = 0,98 ; n = 5; fig. 17A). Alors, si on compare la capacité
du DPDPE a désensibiliser les DOR en présence/absence du mutant inactif de Stc,
on constate un effet similaire a celui de I'inhibiteur pharmacologique de Src. En fait,
la présence du mutant inactif de Src est capable de contrecarrer de facon significative
(p<0,001) leffet désensibilisateur. En résumé, linhibition pharmacologique ou
moléculaire de Src protege contre la désensibilisation des récepteurs delta en

présence d’un agoniste spécifique.
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Figure 17. Effet d’un mutant dominant négatif de Src sur Pinhibition de la production
d’AMPc lors de la désensibilisation du 6OR par DPDPE. Une co-transfection transitoire de
DOR avec PADN pcDNA3 (A) ou avec PADN du mutant inactif de Stc (B) a été effectuée. La veille
de Pexpérience, ces cellules ont été exposées 16h a 1uCi/ml a I'adénine [*H]. Le jour de expérience,
les cellules ont été traitées 30 minutes ou non a 1uM de DPDPE et au moment de I'expérience, avec
diverses concentrations du méme ligand. Les données sont exprimées en pourcentage de la valeur
maximale obtenue lorsque les cellules ne sont pas desensibilisées. Elles sont représentatives de 5
expériences différentes et une analyse a 2 variables ANOVA montre une différence significative entre
la situation controle et désensibilisée en ce qui a trait aux cellules exprimant le vecteur pcDNA3 (p =
0.0002) mais pas en ce qui concerne les cellules exprimant la forme inactive de Src en situation
contréle ou désensibilisée (p = 0.7). — Résultats publiés dans JCMM, 2008"*
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3.4.2. L’inhibition de Src n’a pas d’effet sur le processus d’internalisation des
DOR

Suite a une stimulation prolongée des récepteurs par un agoniste, les

mécanismes de désensibilisation et d’internalisation des récepteurs s’enclenchent

218 De ce fait, il a déja été démontré que Src phosphorylait les récepteurs delta'”

et que la mutation de la tyrosine 318 (Y318F) de ces récepteurs interférait avec

123,124 . , , < , . .
»=. Nous nous sommes donc intéressés a déterminer si la

I'internalisation
régulation de la désensibilisation des DOR dépendait de I'internalisation modulée par
Src. Pour ce faire, nous avons produit des essais ELISA afin de calculer le nombre de
récepteurs DOR a la surface de la cellule a 'aide d’anticorps ciblant Iépitope Flag
présent a 'extrémité N-terminale du récepteur. Ces essais ELISA ont été effectués,

60

dans un premier temps,” en présence ou en absence de PP2 a différents temps

d’exposition au DPDPE 1pM.
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Figure 18. Comparaison de la cinétique d’internalisation des DOR en présence et en absence
de PP2. Des cellules HEK293 exprimant de fagon stable le récepteur de type sauvage DOR marqué a
Iépitope Flag en N-terminal ont été pré-traitées 1h au PP2 (20uM) ou a son véhicule (Me2SO4 0.01%).
Par la suite les cellules ont été exposées aux temps indiqués au DPDPE 1uM. Les données ont été
normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé en absence de PP2 et sont exprimées
comme la moyenne * la moyenne de I’écart-type. Les données sont représentatives de 4 expériences
effectuées en triplicata. Une analyse ANOVA a 2 variables nous montre qu’il n’y a aucune différence
significative entre les 2 groupes de données. — Résultats publiés dans JCMM, 2008"
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Nos données démontrent que dans les conditions qui protégent contre la
désensibilisation (20 uM; 1 h), le PP2 n’a aucun impact sur linternalisation du
récepteur. Ces résultats sont visibles a la figure 18 ou linternalisation de DOR en
présence de l'inhibiteur de Src est similaire a celle observée dans la situation controle.
En fait, le nombre maximum de récepteurs internalisés suivant la liaison du DPDPE
est de 87% * 3% a lintérieur d’un laps de temps de 2 heures alors que la T,

d’internalisation est de 14 minutes.

Dans un deuxiéme temps, nous avons effectué des tests ELISA sur des cellules
qui co-exprimaient transitoirement le mutant dominant négatif de Src et DOR (figure
19), soit le méme type de cellules qu’utilisé lors des expérimentations portant sur la
désensibilisation fonctionnelle en présence de Src K296R/Y528F. Nous remarquons

p q
que le mutant inactif de Src n’a aucun effet sur l'internalisation des récepteurs DOR.
Bref, I'inhibition pharmacologique ou moléculaire de Strc, dans des conditions qui
> p g1q > q
permettent de protéger contre la désensibilisation, ne modifie pas le processus

d’internalisation des récepteurs DOR.
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Figure 19. Comparaison de la cinétique d’internalisation des cellules exprimant
transitoirement ou non un mutant inactif de Src. Des cellules HEK293 ont été cotransfectées avec
le récepteur DOR marqué a I’épitope Flag et avec PADN du DNM-SRC ou de pcDNA3. Elles ont été
exposées aux temps indiqués a 1uM de DPDPE. Des anticorps reconnaissant I'épitope Flag ont été
utilisés pour produire les tests ELISA. Les données ont été normalisées par rapport au maximum
d’internalisation observé en absence de PP2 et sont exprimées comme la moyenne * la moyenne de
Pécart-type. Les données sont représentatives de 4 expériences effectuées en triplicata. Une analyse
ANOVA a 2 variables a été effectuée et aucune différence significative n’a été notée. — Résultats

publiés dans JCMM, 2008™*

3.5. Impact de la suppression de la queue C-terminale du
DOR sur sa désensibilisation

Les résultats précédents nous indiquent que les inhibiteurs de Stc peuvent
atténuer la désensibilisation par un agoniste sans toutefois modifier I’endocytose.
Ceci nous suggere alors que Src influence efficacité de signalisation sans agir sur
Iinternalisation. Un tel raisonnement nous amene a vérifier la contribution de Src sur
la désensibilisation des DOR dans une situation ou I'endocytose du récepteur est
compromise. Ainsi, nous avons utilisé une forme tronquée du récepteur DOR dont
Pinternalisation est restreinte en raison de la portion C-terminale manquante """,

Nous avons également employé une approche biochimique, soit une solution

hypertonique de saccharose 0.4M, pour inhiber I'internalisation du récepteur.
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3.5.1. L’internalisation du récepteur tronqué est moins efficace que celle de
la forme sauvage, mais ’efficacité de signalisation demeure inchangée.

Nous avons du préalablement prouver que cette forme tronquée de récepteur
internalisait moins que la forme sauvage du méme type. Des tests ELISA ont été
effectués selon la méthode décrite antérieurement. Tel quattendu, il y a une
réduction significative du nombre maximum de récepteurs tronqués internalisés en
comparaison aux récepteurs sauvages suite a 'exposition a I'agoniste DPDPE 1uM

(fig. 20).

100 = I

Internalisation du DOR
(% du maximum du type sauvage)

®  DOR
¢ DOR Tronqué
0 T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120

Temps de traitement avec DPDPE 1pM (min)

Figure 20. Comparaison de la cinétique d’internalisation des cellules exprimant la forme
tronquée ou la forme compléte du récepteur DOR. Des cellules HEK293 exprimant de facon
stable le récepteur de type sauvage DOR ou la forme tronquée, tous deux marqués a I’épitope Flag au
niveau de Pextrémité N-terminale, ont été incubés avec du DPDPE 1uM aux temps indiqués sur la
figure. Les données ont été normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé avec le
récepteur de type sauvage (WT) et sont exprimées comme la moyenne * la moyenne de I’écart-type.
Les données sont représentatives de 5 expériences effectuées en triplicata. Une analyse ANOVA a 2
variables nous indique une différence significative entre les 2 courbes (p<0.0001). — Résultats publiés
dans JCMM, 2008"*
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Il a déja été démontré que les propriétés de signalisation du récepteur tronqué DOR
ne different pas de celles observées chez le type sauvage '*. Nos essais

d’accumulation d’AMPc confirment cette observation a la figure 21.
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Figure 21. Comparaison de Peffet du DPDPE sur le % d’inhibition de production d’AMPc
chez le DOR sauvage et le DOR tronqué. Des cellules HEK293 exprimant de facon stable la
méme quantit¢ de DOR sauvage ou tronqué ont été exposées 16h a 1uCi/ml a 'adénine [PH]. Les
cellules ont été incubées en présence de forskoline (25 pM) ainsi qu’avec des concentrations
croissantes de DPDPE. Les données sont exprimées en pourcentage de changement par rapport a la
production ’AMPc obtenue en présence de forskolin sans DPDPE. Aucune différence significative
n’a été notée entre les 2 groupes selon le test ANOVA a 2 variables et les données sont représentatives
de 9 expériences indépendantes effectuées en triplicata. — Résultats publiés dans JCMM, 2008™*

3.5.2. L’efficacité de Pinhibiteur PP2 a protéger contre la désensibilisation
par DPDPE est moindre chez les DOR tronqués que chez les DOR de

type sauvage.

Tel que démontré a la figure 22, Pexposition au DPDPE 1uM pendant 30
minutes diminue significativement lefficacité de la signalisation du DOR344T
puisque lhabileté subséquente de ce méme agoniste a inhiber de facon aigué
Paccumulation d’AMPc est réduite apres le pré-traitement. Ces résultats indiquent
donc que le récepteur tronqué arrive lui aussi a étre désensibilisé. La table 1 démontre

que les capacités de signalisation des DOR344T ainsi que leur désensibilisation sont
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similaires aux récepteurs DOR WT. De plus, tel que démontré a la figure 22,
I'inhibiteur PP2 (20 puM, 30 min) protege les récepteurs tronqués contre la
désensibilisation. Par contre, 'effet protecteur de PP2 sur les récepteurs tronqués ne
survient qu'aux fortes concentrations de 'agoniste DPDPE (1 a 10uM). Cela nous
suggere donc que les inhibiteurs de Src ne modifient pas l'internalisation mais qu’une
séquestration optimale est nécessaire pour obtenir un effet protecteur maximal.
Finalement, puisque que le récepteur tronqué peut étre protégé de la désensibilisation
via PP2, nous avons di démontrer que cet inhibiteur n’avait aucun impact sur
I'internalisation du récepteur muté. Dans l'encart supérieur de la figure 22, nous
remarquons que les récepteurs tronqués traités pendant 1h a Iinhibiteur de Src, PP2
(20uM), sont internalisés au méme titre que les récepteurs ayant été exposés au

véhicule seulement.
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Figure 22. Effet du PP2 sur la cinétique d’inhibition de la production d’AMPc lors de la
désensibilisation du 6OR tronqué par DPDPE. Des cellules HEK293 exprimant de facon stable le
récepteur DOR tronqué ont été exposées 16h a 1uCi/ml a 'adénine [*H] et traitées ou non au PP2 20
uM pendant une heure. Ensuite, les cellules ont été désensibilisées pendant 30 minutes a ’agoniste
DPDPE 1uM, puis elles ont été traitées a ’agoniste selon les concentrations indiquées dans la figure.
Les données sont exprimées en pourcentage de linhibition maximale de la production I’AMPc
obtenue avec les DOR WT en situation controle (non-desensibilisée). Elles sont représentatives de 4
expériences différentes effectuées en triplicata et une analyse ANOVA a 2 variables indique une
différence significative entre les courbes (p=0.01). Les trait plus minces expriment la désensibilisation
des récepteurs WT avec ou sans PP2 pour fin de comparaison avec les récepteurs tronqués. Encart
supérieur : Comparaison de la cinétique d’internalisation des DOR tronqués marqués par I’épitope
Flag a 'extrémité N-terminale. Ces cellules ont été incubées en présence ou en absence de PP2 (20pM
pendant 1h) avant d’étre exposées au DPDPE 1uM pendant les temps indiqués sur la figure. Les
données ont été normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé avec les récepteurs
tronqués non-traités et sont exprimées comme la moyenne * la moyenne de ’écart-type. Les données
sont représentatives de 6 expériences effectuées en triplicata et aucune différence statistique n’est
notée suite 2 une analyse ANOVA 2 2 variables. — Résultats publiés dans JCMM, 2008"°
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Table 1. Signalisation et désensibilisation des récepteurs DOR de type sauvage, tronqués et
type sauvage exposé a une solution hypertonique. Des essais d’accumulation d’AMPc en situation
contrdle (CTL) et désensibilisée (DES) ont été effectués sur des cellules exprimant de facon stable le
récepteur DOR pré-exposé ou non au saccharose (0.4M). Cette méme expérience a été effectuée a
l'aide de cellules exprimant des quantités similiaires de récepteurs tronqués DOR. Les résultats
représentent la moyenne plus ou moins I’écart-type de 3 a 9 expériences indépendantes effectuées en
triplicata. Pour chacune des conditions, la valeur de Emax représente le % de changement par rapport a
la production ’AMPc en situation basale. — Résultats publiés dans JCMM, 2008

CTL = DES o Avova 2 variables
max _ max CTL vs DES
ECso (nM) (% d’inhibition) ECso (nM) (% d’inhibition) “

Contréle 55t 1.4 64.0 £ 2.8 31.8+ 1.5 425124 p < 0.0001
N=7

DOR tronqué 59t1.4 60.5 £ 2.7 19.7 £ 2.7 43.0 £ 6.1 p = 0.0045
N=9

Saccharose 74.5 £ 3.1* 422 £7.1%* 534 +1.8 332 +32 p = 0.0250
N=3

* différence significative pat rapport a la situation contréle (p = 0,0007)

3.6. Impact du saccharose sur la désensibilisation des
récepteurs DOR

Nous avons également vérifié, a 'aide d’une approche biochimique, leffet de
I'inhibition de Iinternalisation des DOR sur leur désensibilisation fonctionnelle ainsi
que la contribution de Src dans ce mécanisme. Il a déja été démontré qu’une solution
hypertonique contenant 0.4M de saccharose arrivait a inhiber Iinternalisation des
DOR . Ainsi, les expériences effectuées précédemment ont été répétées en

présence de saccharose.

3.6.1. Le saccharose bloque P'internalisation du DOR et réduit sa capacité de
signalisation.

Contrairement aux situations précédentes ou la réponse aigué au DPDPE
était conservée, le saccharose diminue lefficacité de I'agoniste DPDPE a inhiber la
production d’AMPc en plus de bloquer I'internalisation (fig 23 et Table 1). Ces faits
sont démontrés par une réduction de 60% de la capacité d’internalisation du

récepteur (Fig. 23) ainsi que par une diminution significative de la puissance (74.5 *
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3.1 nM) et de lefficacité (42.2 = 7.1 %) des récepteurs lorsque I'effet de DPDPE est

évalué a I'aide de cellules exposées au saccharose 0.4M pendant 4h (voir table 1).
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Figure 23. Comparaison de la cinétique d’internalisation du récepteur DOR en présence et en
absence de saccharose. Des cellules HEK293 exprimant de facon stable le récepteur de type
sauvage SOR marquées a I’épitope Flag a Iextrémité N-terminale ont été exposées ou non a une
solution de saccharose (0.4M pendant 4h) puis mises en présence de DPDPE 1uM pendant les temps
indiqués. Les données ont été normalisées par rapport au maximum d’internalisation observé avec le
récepteur de type sauvage (WT) en absence de saccharose et sont exprimées comme la moyenne * la
moyenne de Pécart-type. Une analyse anova a 2 variables montre une différence significative entre les
données (p = 0.0323) pour un nombre de 3 expériences indépendantes effectuées en triplicata. —

Résultats publiés dans JCMM, 2008

3.6.2. La capacité de PP2 a protéger contre la désensibilisation est presque
abolie en présence de saccharose

Nous savons qu’un prétraitement au DPDPE pendant 30 minutes sur des
cellules exprimant la forme sauvage de DOR réduit la production d’AMPc par
rapport a des cellules non désensibilisées. Ainsi, afin de supporter ’hypothese selon
laquelle l'internalisation optimale des récepteurs est nécessaire afin que PP2 excerce
son effet protecteur sur la désensibilisation, nous avons vérifié effet de Src sur la
désensibilisation des DOR en présence de saccharose. Les résultats obtenus
montrent a nouveau une réduction de la capacité de PP2 a protéger contre la

désensibilisation et cette réduction est plus marquée que chez les récepteurs
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tronqués. Pourtant, malgré la magnitude réduite de I'effet protecteur de PP2, ce
dernier continue a réduire de fagon significative I'impact du pré-traitement au
DPDPE (1 uM; 30 min) sur la production ’AMPc (ANOVA a 2 variables p = 0.025;
tig 24). En résumé, I'ensemble de ces résultats indique que Peffet protecteur de PP2
contre la désensibilisation est maximal lorsque I'internalisation est optimisée, ce qui

suggere que 'action de Stc survient apres ’endocytose.
ggere q p y
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Figure 24. Effet du saccharose sur la désensibilisation du 6OR de type sauvage. Des cellules
HEK?293 exprimant de fagon stable le récepteur SOR de type sauvage ont été exposées 16h a 1pCi/ml
d’adénine [*H] et le jour de P'expérience, exposées a une solution de saccharose (0.4M) pendant 4 h.
Lors de la derniére heure, du PP2 (20uM) a été ajouté ou non aux cellules alors que le ligand DPDPE
1uM a été ajouté 30min avant la fin de lincubation pour désensibiliser les cellules. L'expérience
d’accumulation I’AMPc a été effectuée en exposant les cellules aux concentrations croissantes de
DPDPE. Les données sont exprimées en pourcentage de la valeur maximale obtenue de la situation
non désensibilisée pour les récepteurs de type sauvage exposés au véhicule (H2O). Elles sont
représentatives de 6 expériences différentes effectuées en triplicata et une analyse statistique ANOVA
a 2 variables nous indique une différence significative entre les 2 courbes (p = 0.03). Les lignes noires
expriment la désensibilisation des récepteurs WT avec ou sans PP2 pour fin de comparaison avec les
récepteurs exposés au saccharose. Encart supérieur : Exemple représentatif de la comparaison de la
cinétique d’internalisation du récepteur DOR en présence de saccharose avec ou sans PP2. Des
cellules HEK293 exprimant de fagon stable le récepteur de type sauvage SOR marqué a I’épitope Flag
ont été exposées a une solution de saccharose (0.4M pendant 4h). A la derniére heure d’incubation, du
PP2 20uM a été ajouté au milieu. Les cellules ont par la suite été mises en présence de DPDPE 1uM
aux temps indiqués sur la figure. Les données ont été normalisées par rapport au maximum
d’internalisation observé avec les récepteurs de type sauvage (WT) lorsqu’ils sont exposés en présence
de saccharose seulement. — Résultats publiés dans JCMM, 2008"



4. DISCUSSION

Les RCPG sont connus pour étre une cible importante de nombreux
médicaments. L’approfondissement des connaissances reliées a leurs mécanismes de
signalisation et de régulation est alors primordial. Notre laboratoire vise a étudier les
DOR afin de mieux comprendre les voies de signalisation ainsi que les phénomeénes
de désensibilisation pour éventuellement produire des analgésiques opioides avec
moins de potentiel de tolérance que ceux actuellement disponibles. Selon nos
observations, Src est impliqué dans la voie de signalisation ERK suivant I'activation
des récepteurs delta opioides ainsi que dans la voie menant a la désensibilisation de

ces mémes récepteurs.

Jusqu’a maintenant, nous savons que suivant la liaison d’un agoniste fort tel
que le DPDPE, les récepteurs delta sont stabilisés dans une conformation qui
favorise certaines voies de signalisation intracellulaire ainsi que la régulation de leur
désensibilisation. De ce fait, les DOR inhibent la production d’AMPc, stimulent les
canaux potassium et inhibent les canaux calciques '“. En ce qui concerne leur
régulation, ce sont les GRK "' ou d’autres tyrosines kinases qui interviennent au
premier plan pour assurer leur processus de désensibilisation homologue. La (-
arrestine, chargée du découplage du récepteur et des protéines G, intervient plus tard

', Lors de cette étape, la

avec les récepteurs afin qu’ils puissent étre endocytés
participation de ’AP-2 ' ainsi que celle de la dynamine sont nécessaires entre autre

. , . . , . 165 . . . .
pour la formation de vésicules tapisssées de clathrine . L’implication des tyrosines

kinases dans ce processus a été décrite au niveau de la régulation de I'internalisation
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des DOR '* et de la dégradation des MOR '*’. Plus récemment, notre laboratoire a

démontré la participation de Src dans la régulation du recyclage des DOR ™.

Suite a nos expérimentations, nous arrivons a démontrer un lien entre la
stimulation du récepteur delta opioide et I'activation de la protéine ERK. Nous
montrons également que l'activation de la cascade ERK suite a la stimulation des
DOR ne dépend pas des RTK ou de la PI3K. Nous établissons plutot une
implication des protéines G ainsi que de la tyrosine kinase Src. En fait, la régulation
de Src par la protéine G mene a P'activation de la voie ERK lorsque 'agoniste stimule
le récepteur. Cette proposition est basée sur le fait que I'inactivation des protéines
Gi/o pat le PTX bloque l'activation de Stc et intetfere avec I'activation de ERK. En
plus, le fait que lactivation de la cascade ERK soit inhibée par de fortes
concentrations de I'inhibiteur pharmacologique PP2 ou par une forte concentration
de mutant inactif de Src démontre I'importance de Src dans Pactivation de la cascade
MAPK suivant la liaison d’un agoniste aux DOR. Les données acquises nous incitent
donc a croire que le récepteur activé par un agoniste active Src d’une manicre
dépendante des protéines Gi/o, et que Stc, a son tour, patticipe a I'activation de la
vole ERK. La stimulation de Src suivant la liaison d’un agoniste au récepteur a déja
été démontré pour les récepteurs a angiotensine 11 de type 1'*, pour les récepteures
B3-adrénergiques” ainsi que pour les récepteurs NKIR™. En outre, Src régule
négativement la capacité du DOR a stimuler ERK lorsque celui-la est activé par un
agoniste. Ainsi, lorsque nous inhibons Src, soit par une faible quantité de mutant
dominant négatif, soit par un agent pharmacologique de faible concentration, nous
augmentons la réponse cellulaire et prolongeons la phosphorylation de ERK en

présence d’'un agoniste du DOR. L’effet régulateur de Src sur la signalisation du
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récepteur est également perceptible au niveau de la cascade cyclase. En fait, nous
avons démontré que l'inhibition de Src protege contre la désensibilisation de DOR
via des essais de production d’AMPc. Bref, Src ne participe pas seulement 2
Pactivation de la cascade ERK mais également au niveau de la désensibilisation des

récepteurs delta.

En premier lieu, sachant que les MAPK peuvent étre activées par 4
mécanismes distincts, i.e. 1) via les seconds messagers 2) via le complexe beta-gamma
des protéines G 3) via les RTK ou encore 4) via la B-arrestine, nous avons examiné le
mécanisme d’activation les reliant aux récepteurs delta. Dans un premier temps, nous
avons ¢établi que lactivation de ERK par les DOR nécessitait la présence de
I’hétérotrimere constituant les protéines Gi/o. Cette observation avait déja été faite il

y a longtemps sur de nombreux autres récepteurs tels que les récepteurs o2-

7 8

adrénergique'”’ et B3-adrénergique'”, les récepteurs muscariniques M2 i
acétylcholine'”, les récepteurs d’acide lysophosphatidique'™ ou encore les récepteurs
d’a-thrombine'”', puisque avec ces différents types de récepteur la toxine pertussique,
connue pout inhiber les protéines Gi/o, interfere avec la phosphorylation de ERK.
Nous avons aussi obtenu des résultats préliminaires suggérant que le dimere béta-
gamma soit impliqué dans I'activation de ERK car la sur-expression de ct-BARK qui
lie le dimere inhibe P'activation de la MAPK par P'agoniste des DOR (données non
fournies dans cet ouvrage et représentatives dune expérience). Des études
antérieures avaient déja démontré I'importance de ce dimere en ce qui concerne
Pactivation de ERK pour les récepteurs a2-adrénergique ainsi que les récepteurs liant

Iacide lysophosphatidique®, pour les récepteurs a somatostatine 1™ ou encore pour

, . . . 2 172
d’autres types de récepteurs faisant intervenir ces deux sous-unités ~. Notre
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laboratoire a par contre établi que lactivation de ERK par les DOR demeurait
indépendante de la PI3K, soit une kinase habituellement recrutée par le dimére béta-
gamma des protéines Gi/o pour stimuler la cascade MAPK'". Ainsi, nous proposons
que l'activation de la cascade ERK soit dépendante de la protéine Src de méme que
du dimére béta-gamma mais indépendante de la PI3K. Nos résultats appuient ceux
de Hedin e a/ '™ qui avaient démontré, a aide de lignées lymphocytaires T Jurkat,
que les récepteurs DOR1 ne nécessitaient pas la présence de la P13K pour stimuler
ERK. Le mécanisme proposé par le groupe d’Hedin et ¢/ met en jeu une tyrosine
kinase puisque la phosphorylation de ERK leur est apparue partiellement sensible a
Pherbimycine A ™', Ta nécessité d’une tyrosine kinase telle Src ou encore d’un
RTK pour activer la voie des MAPK a été établie pour les récepteurs 32-” et 33-
adrénergiques'” alors exprimés dans les cellulles COS-7. Selon nos données, méme si
la kinase Src est impliquée dans l'activation de ERK, ni les récepteurs a EGF, ni les
récepteurs PDGF ne prennent part a ce processus. Ces données nous invitent donc a
rejetter les données de Schultz ef co// '™ et & nous pencher du c6té de Kramer et co//
qui avaient défini, a I'aide la lignée cellulaire HEK-293 utilisée dans nos expériences,
que lactivation de la cascade ERK par les DOR ne requérait pas la

103

transphosphorylation des récepteurs EGF En fait, nous pensons que les
observation de Schultz ez c// ""'selon lesquelles les EGFR seraient impliqués dans
Pactivation de Erk par DOR étaient biaisées par l'utilisation de PP2 a de tres fortes
concentrations, soit 100uM. A ce niveau, l'ensemble des kinases réceptrices ou non
sont inhibées. Nos résultat démontrent également I'absence d’implication du
récepteur PDGF, confirmant a nouveau les observations de Kramer ez co// '™ qui ont

démontré que les récepteurs PDGF contenus dans la lignée cellulaire de gliome C6

n’avaient aucun lien avec lactivation de ERK suivant la liaison d’un agoniste aux
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DOR. Au méme titre qu’eux, nous constatons que les récepteurs a PDGF ne
participent pas a I'activation de ERK par DOR puisqu’ils ne sont pas contenus dans
la lignée cellulaire HEK293 utilisée dans notre étude. Il est bien connu que les RCPG
utilisent divers modes d’activation des MAPK selon le type cellulaire ”’. Nous savons
donc que lapplication de nos observations n’est pas nécessairement valable pour

tous les types cellulaires.

En second lieu, nous avons constaté 2a travers nos différentes
expérimentations qu’il existait un lien entre le récepteur DOR activé, la kinase Src
activée et la protéine ERK. Selon nos trouvailles, I'inhibition pharmacologique de Src
ou son inactivation moléculaire produit un effet biphasique sur la stimulation de
ERK. Ceci suggere alors que Stc régule négativement (i.e empéche) le récepteur a
stimuler ERK, mais que Src soit également essentielle a cette stimulation. En d’autres
termes, a faible concentration d’inhibiteur ou de mutant inactif de Strc, une
augmentation de 'amplitude et de la durée de la réponse ERK est perceptible alors
qu’a forte concentration, cette protection n’existe plus car la cascade ne se trouve
plus stimulée. Src participe donc activement a stimuler ERK et a réguler sa réponse.
Ces différentes observations raffermissent le point de vue de Thomas et Brugge "*>'"
qui ont démontré que Src joue un role clé dans la modulation de lefficacité de
signalisation des DOR. Ces derniers vont méme jusqu’a affirmer que les GPCR ne
régulent pas seulement lactivation des tyrosines kinases de la famille de Src mais
qu’elles pourraient controler lactivité fonctionnelle des récepteurs. Cette famille de

kinase a donc une versatilité qui leur permet de se comporter a la fois comme des

effecteurs et des régulateurs, favorisant en plus une interaction entre différents
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récepteurs. En fait, PP2 arrive a prolonger 'amplitude et la durée de l'activation de la

cascade ERK par I'agoniste DPDPE.

En troisieme lieu, nous avons remarqué que Stc, en plus de réguler la réponse
ERK, avait un effet régulateur sur la voie de signalisation menant a l'inhibition de la
production d’AMPc, puisque I'inhibition pharmacologique ou moléculaire de Src
protege le DOR du processus de désensibilisation habituel. Jusqu’a maintenant,
aucune donnée publiée dans la littérature n’établit de lien entre la désensibilisation
fonctionnelle du DOR et Iactivité de Src. En effet, la plupart des expérimentations
appuyaient le modele basé sur la sur-expression des GRIK ou des B-arrestines ou
encore sur lexpression d’un mutant dominant négatif de ces mémes protéines
respectives. Cela avait pour effet de modifier positivement ou négativement la

, ey ey . , P 179
désensibilisation des récepteurs opioides '

. Cependant, des données divulguées
par le groupe de Qiu ' font état d’une faible protection contre la désensibilisation de
la cascade inhibant 'adénylate cyclase en présence de récepteurs ayant les résidus
Ser/Thr de Pextrémité C-terminale mutés en tésidus alanines (récepteurs ainsi non-
phosphorylables en ces sites cibles par les GRK). Cependant, selon nos données, il
existe une désensibilisation similaire entre le DOR de type sauvage et le DOR
tronqué (n’ayant donc pas les tésidus Ser/Thr de Iextrémité C-Terminale), indiquant
que les tésidus Ser/Thr ne soient pas les seuls a intervenir dans le processus de
désensibilisation. Bien que ces observations ne contredisent pas le mécanisme
classique selon lequel un échaffaudage entre le DOR phosphorylé et la $-arrestine
pourrait contribuer a la désensibilisation, elles nous amenent a nous demander de

quelle maniere Src contribue a la désensibilisation des DOR. Il nous est apparu

logique de vérifier si leffet protecteur des inhibiteurs de Src contre la
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désensibilisation pourrait avoir un impact sur Iinternalisation puisqu’il s’agit d’une
étape importante du processus de régulation de la signalisation. Nos résultats
prouvent qu’a des concentrations qui protegent contre la désensibilisation, ni PP2 ni
le mutant inactif de Src n’interferent avec le processus d’internalisation du récepteur.
Ainsi, a la lumiére de nos données, I'inhibition de Src joue un réle prépondérant dans
les mécanismes de désensibilisation sans toutefois modifier la cinétique

d’internalisation.

Finalement, nous nous sommes intéressés a comprendre si une internalisation
optimale était requise pour que l'inhibition de Src soit évidente. Dans cet optique,
nous avons analysé le comportement des récepteurs tronqués, dont le processus

. . . A : 138
d’internalisation est connu pour étre sous-optimal

Malgré le fait que ces
récepteurs aient un niveau d’internalisation inférieur a celui des récepteurs sauvages,
leur comportement face a linhibiteur PP2 nous oriente a nouveau vers une
régulation du récepteur par Src puisque un effet protecteur contre la désensibilisation
est perceptible. Cependant, efficacité de PP2 a protéger contre la désensibilisation
par un agoniste est moindre car la protection ne devient apparente qu’aux fortes
concentrations de l'agoniste DPDPE. Nous avons également testé I'impact du
saccharose sur la désensibilisation des récepteurs en présence de PP2 puisque cette
solution est connue pour inhiber la formation de vésicules tapissées de clathrines et
par conséquent, Pendocytose du récepteur '™, A nouveau, PP2 arrive a protéger les
récepteurs de la désensibilisation. Cependant, 'amplitude de protection octroyée par
le PP2 en présence de saccharose est minimale lorsque comparée a la situation

contréle ou encore aux récepteurs tronqués. Par contre, nous ne pouvons exclure

qu’une diminution de la protection par PP2 ne soit pas reliée a la suractivation de Src
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puisque nous n’avons pas vérifié Peffet du succharose sur 'activité de Src. Cela dit, il
semble que plus l'internalisation soit affectée, moins le PP2 n’engendre son effet de
protection contre la désensibilisation des DOR. En plus, la stimulation des DOR par
un agoniste en présence de saccharose réduit leur réactivité basale face a I'inhibition
de la production d’AMPc. En fait, il a déja été démontré que le saccharose interférait
avec linternalisation constitutive des récepteurs, un mécanisme normalement
responsable de maintenir un niveau basal de récepteurs actifs a la surface

. 182,183
membranaire

. Il n’est donc pas surprenant de noter un amoindrissement de
Ieffet des agonistes chez les DOR exposés au saccharose de méme qu’une

diminution de I'effet protecteur des inhibiteurs de Src sur la désensibilisation.



5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cet ouvrage avait 2 mandats bien distincts : d’abord, de caractériser le
mécanisme d’activation de la protéine ERK suivant la liaison d’un agoniste a DOR et
ensuite, de vérifier si la kinase Src participait au phénomene de désensibilisation. Nos
efforts nous indiquent que ERK est activé via les protéines G indépendamment de la
PI3K ou des RTK mais via la kinase Src. Cette derniere participe aussi a la régulation
du récepteur. En ce sens, nous avons démontré que le récepteur stimulé par un
agoniste active Src via les protéines G, ce qui a pour conséquence de diriger le
récepteur vers les mécanismes de désensibilisation. En fait, Src participe a la
désensibilisation des DOR sans modifier leur internalisation. Néanmoins,
linternalisation optimale semble obligatoire pour que les bloqueurs de Stc puissent
exercer leur effet protecteur, indiquant que le site d’action de la tyrosine kinase est
post-endocytaire. Des membres de notre laboratoire se sont penchés sur cette
question. Leur conclusion s’oriente vers la modulation du processus de recyclage des
récepteurs et de leur resensibilisation ' La figure 25 résume nos observations par
rapport au role de Src dans Pactivation de ERK ainsi que sa contribution au cycle de
désensibilisation et resensibilisation. Bien qu’on ait aussi démontré que Stc
phosphoryle le récepteur '™, il reste a déterminer si la régulation du recyclage par Src
dépend de la phosphorylation du DOR méme ou des protéines de triage

responsables du trafic des récepteurs une fois internalisés.
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Figure 25. Schématisation de Pinteraction entre la protéine Src et le DOR suivant la liaison
d’un agoniste. Src se retrouve a proximité de la membrane basale et interagit avec le récepteur de
facon basale (1). Une fois la liaison d’un agoniste au récepteur, les protéines G stimulent Stc (2) qui, a
son tour, active la voie des MAPK (3). Par la suite, le récepteur est phosphorylé par des kinases
phosphorylant les résidus Ser/Thr ainsi que Tyt (4) Le récepteur phosphorylé interagit plus facilement
avec la P-arrestine qui déclenche Iinternalisation (5) via des vésicules endocytaites tapissées de
clathrine (6). A ce moment, le récepteur peut étre soit dégradé au niveau des lysosomes (7A), soit il
peut étre recyclé a la membrane (7B), étape favorisée par les inhibiteurs de Stc) pour y étre a nouveau
stimulé par un ligand. L’interaction constitutive de Src avec les DORs et sa libération lors de
Pactivation du récepteur est décrite en détail dans article récemment publié par Archer-Lahlou e a/,
2008 136,
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7. ANNEXES

Deux articles, dont je suis co-auteure, sont joints aux prochaines pages a titre de
référence seulement. Le premier intitulé Internalization and Sre activity regulate the time
course of ERK activation by delta opioid receptor ligands est paru dans la revue JBC en mars
2005. Le second intitulé S promotes delta opioid receptor (DOR) desensitization by interfering
with receptor recycling est paru en ligne (pour linstant) dans la revue Journal of cellular and

molecular medicine.
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The present study showed that delta opioid receptor
(60R) ligands Tyr-Ticpsi [CH,-NH]Cha-Phe-OH (TICP)
and ICI174864 behaved as inverse agonists in the cy-
clase pathway but induced agonist responses in the ERK
cascade. Unlike ligands that behaved as agonists in both
pathways, and whose stimulation of ERK was marked
but transient (10 min), ERK activation by 1CI1174864 and
TICP was moderate and sustained, lasting for more than
1 h in the case of TICP. Biochemical experiments
showed that duration of ERK activation by agonists and
“dual efficacy ligands” was inversely correlated with
their ability to trigger receptor phosphorylation and
degradation. Thus, although TICP stabilized 30Rs in a
conformation that did not incorporate *P, was not a
substrate for tyrosine kinase Sre, and was not down-
regulated following prolonged exposure to the drug, the
conformation stabilized by p-Pen-2,5-enkephalin (DP-
DPE) incorporated **P, was phosphorylated by Sre, and
suffered degradation within the first 2 h of treatment.
Inhibition of endocytosis by sucrose prolonged ERK ac-
tivation by DPDPE increasing the decay half-life of the
response to values that resembled those of dual efficacy
ligands (from a 2-min decay #,;, increased to 12 min). Sre
inhibitor PP2 also prolonged ERK stimulation by DP-
DPE. It did so by maintaining a sustained activation of
the kinase at ~20% of maximum following an initial
rapid reduction in the response. These results show that
specific kinetics of ERK activation by agonists and dual
efficacy ligands are determined, at least in part, by the
differential ability of the two types of drugs to trigger
mechanisms regulating 40R responsiveness.

Occupation of G protein-coupled receptors by agonist ligands
has two distinct consequences, the generation of an intracellu-
lar signal and the concomitant activation of a series of regula-
tory mechanisms that modulate receptor responsiveness over
time. The chain of regulatory events triggered by agonist accu-
pation of the receptor has been extensively characterized and
has led to an established model of desensitization in which
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phosphorylation of the receptor by G protein-coupled receptor
kinases is the first step in the process (1, 2). Phosphorylation
then promotes the recruitment of Barrestin (3, 4), which 1s
responsible for uncoupling the receptor from the G protein (5)
and for its targeting to clathrin-coated pits. From there recep-
tors will be remaoved from the cell surface via dynamin-depend-
ent endocytosis (6). Once inside the cell the receptor 1= either
degraded or 1s quickly redirected to the cell membrane (7) for a
new signaling cycle.

Despite the overwhelming evidence supporting this tightly
knit model of activation and desensitization, there are also
increasing ohservations indicating that activation and regula-
tory phenomena can be dissociated. For example, antagonist
ligands for cholecystokinin (8) and endothelin receptors (9)
selectively induce internalization without causing neither re-
ceptor activation nor phosphorylation. Agonists for parathyroid
hormone type 1 receptor stabilize an active state that promotes
signaling but does not recrmt Barrestin or induce internaliza-
tion (10). In contrast, certain f,-adrenergic receptor (B,xp)!
ligands that preclude G protein activation are still able to
recruit farrestin to the receptor (11).

Ligands that stabilize G protein-coupled receptors in a con-
formation that prevents activation of the G protein are classi-
fied as inverse agonists and are commonly thought to induce an
inactive conformation of the receptor (12, 13). More recently,
some of these drugs have been described as “proteans” or “dual
efficacy ligands,” referring to their ability to display both ago-
nist and inverse agonist behavior (11, 14-16). For example, we
have recently shown that ICI118551 and propranolel, two li-
gands of the 3,4, display dual efficacy, because they behave as
inverse agonists in the cyclase pathway but produce agonist
responses in the ERK cascade (11).

The observation that some “Inverse agonists” may produce
agonist responses indicates that the conformation they stabi-
lize is not inactive, but rather a signaling state that is distinet
from the one stabilized by classic agonists. If receptor states
stabilized by agonists and dual efficacy ligands are distinct,
then one would expect that the responses that they elicit would
also be regulated in a distinct manner. The present study
focused on this question, assessing whether agonistic responses
generated by dual efficacy ligands for the 80R are regulated as
agonist responses induced by its classic agonists. Results show

! The abbreviations used are: B, B.-adrenergic receptor; DMEM,
Dulbeceo’s modified Eagle's medium; 80R, delta opioid receptor;
DPDPE, p-Pen-25-enkephalin; ERK, extracellular signal-regulated
kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PP2, 4-amino-5-(4-
chlorophenyl)-7-(f-butylipyrazolo[3,4-d] pyrimidine; PTX, pertussis tox-
in; TICP, Tyr-Ticpsi [CH,-NH|Cha-Phe-OH; GTPyS, guanosine 5'-0-
(thiotriphosphata); ANOVA, analysis of variance; TIPP, H-Tyr-TicPsi-
[CHi2)NH]Phe-Phe-OH].

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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that ERK activation by dual efficacy ligands like TICP and
ICI174864 was considerably longer, although more modest
than the response induced by agonists such as SNC-80 and
DPDPE. Differences in time course were associated with the
distinct ability of dual efficacy ligands to stabilize 50Rs in an
ERK-stimulating conformation that eluded regulatory steps
typically triggered by highly efficacious agonists.
EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents—Buffer chemicals, protease inhibitors, DPDPE, morphine,
naloxone, forskolin, isobutylmethylxanthine, PTX, sucrose, anti-FLAG
M2 affinity resin, and FLAG peptide were purchased from Sigma.
[**S]GTPyS, [*HJadenosine, and [**Plorthophosphoric acid were from
PerkinElmer Life Sciences. ICI174864 and SNC-80 were obtained from
Tocriz Cookson, TIPP and TICP¥ were synthesized as described previ-
ously (17). 4-Amino-5-{4-chlorophenyl)-7-(f-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrim-
idine (PP2) was from Calbiochem. G418, DMEM, fetal bovine serum,
fungizone, glutamine, penicillin, and streptomycin were purchased
from Wisent.

DNA Constructs—The human 80R cDNA was subcloned into the
pcDINA3 expression vector (Invitrogen) as described previously (18) and
was tagged at the C-terminal end using Clontech site-directed mutagon-
esis kit to remove the stop codon and introduce the sequence coding for the
FLAG epitope (DYKDDDDK). The construction was confirmed by restric-
tion enzyme mapping and DNA sequencing, and its signaling properties
were shown to be identical to those of the wild type 50R (19, 20). A
truncated mutant of the murine 50R (§0R344T) was kindly provided by
Dr. M. von Zastrow (University of California at San Francizco). Wild type
and inhibitory mutant forms of c-Src (K295R/Y527F) were a gift from Dr.
Bouvier's laboratory (Université de Montréal).

Cell Culture and Transfection—HEK293s cells were transfected us-
ing the calcium-phosphate precipitation method and clones stably ex-
pressing full-length or truncated receptors were selected using 400
peml G418. Cell lines atably expressing full-length 80Rs and wild type
¢-Sre were similarly selected, following Lipofectamine transfection (In-
vitrogen). The dominant inhibitory form of ¢-Src (K295R/Y527F) was
transiently transfected (0.25-3 pg of DNA) onto cell lines expressing
the full-length 50R using polyethyleneimine az described previously
(21). Cells were grown and maintained in complete DMEM containing
10% (vfv) fetal bovine serum, 1000 units/ml penicillin, 1 mg/ml strep-
tomycin, and 1.5 pg'ml fungizone in a humidified atmosphere of 5% CO,
at 37 °C.

Phosphorylation and Immunoprecipitation of FLAG-fagged Recep-
tors—For **P incorporation assays, cells were incubated for 2 h in
phosphate-free DMEM, after which [**Plorthophosphoric acid was
added at a final concentration of 1 mCifml, and incubation was allowed
to proceed for an additional hour. At this time, DPDPE (1 uy), TICP (1
M), or vehicle (0.01% Me,80) were added to the incubation medium for
30 min. Cells were then recovered, and membranes were prepared as
indicated below and finally suspended in solubilization buffer (0.5%
n-dodecyl-malteside (wiv), 25 mM Tris-HCL, pH 7.4, 2 mM EDTA, 140
mM NaCl, 5 pg/ml leupeptin, 5 pg/ml soybean trypsin inhibitor, 10
pg'ml benzamidine, 2 pg/ml aprotinin, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, and 2 mM 1,10-phenantroline). Following agitation at 4 °C for
60 min, the solubilized fraction was centrifuged at 12,000 x g for 60
min, and the receptor was immuneprecipitated from the supernatant
fraction using anti-FLAG M2 antibody resin. 40 pl of antibody-coupled
resin equilibrated in solubilization buffer and supplemented with 0.1%
bovine zerum albumin (wiv) were used to purify the recaptor overnight
at 4 *C under gentle agitation. The next morning the resin was pelleted,
washed twice with 500 pl of solubilization buffer and four times with
500 pl of modified solubilization buffer (containing 0.1% instead of 0.5%
n-dodecyl-maltoside (wiv)). The receptor was then eluted by incubating
the rezin for 10 min at 4 *C with 100 pl of modified solubilization buffer
containing 175 pg of FLAG peptide/m]. This elution was repeated three
times, and the eluates were combined and concentrated by membrane
filtration over Microeon-30 concentrators (Millipore). SDS sample
buffer was then added, and samples were used for SDS-PAGE. A
similar immunoprecipitation procedure was used to assess Tyr phos-
phorylation of 60Rs.

SDS-PAGE and Western Blotting—SDS-PAGE was performed as
described by Laemmli using a 4% stacking gel and 10% separating gel.
Proteins resolved in SDS-PAGE were then transferred (50 mA, 16 h,
Bio-Rad Mini-Trans Blot apparatus) from the gels onto nitrocellulose
(Amersham Biosciences). In the case of **P incorporation studies, mem-
branes were first exposed for autoradiography (BIOMAX films, East-
man Kodak Co.). When assessing Tyr phosphorylation of 80Rs, mem-
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branes were probed overnight at 4 °C with monoclonal antibodies raised
against phosphorylated Tyr (1:500, PY99, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA). In both cases antizera directed against the FLAG M2
antibody (1:1000, Sigma) were used to detect the total amount of recep-
tor protein present in each sample. Horseradish peroxidase-conjugated
antimouse secondary antibodies (1:4000, Sigma) and chemilumines-
cence detection reagents (PerkinElmer Life Sciences) were uszed to
reveal the blotted proteins, and relative intensities of the labeled bands
were analvzed by densitometric scanning using MCID (Imaging Re-
zparch Ine). Receptor phosphorylation was expressed as the ratio be-
tween phosphorylation and FLAG signals to normalize to the amount of
receptor protein present in each sample.

For detection of ERK1/2 activation, cells were grown in 6-well plates
and serum-starved overnight. The day of the experiment they were
cultured for 2 h in serum-free medium and then exposed to different
ligands. Following treatment, cells were washed with ice-cold phos-
phate-buffered saline, and whole cell extracts were prepared by lysis in
SDS sample buffer. Samples were sonicated and then boiled for 5 min
before loading for SDS-PAGE. Phospho-ERK1/2 detection was done by
probing membranes with antiphospho-ERK1/2 antibody (1:1,000, Santa
Cruz Biotechnology). Total ERK protein was determined after stripping
by using 1:20,000 dilution anti-ERK1/2 antibody (Santa Cruz Bio-
technology). Secondary antimouse (1:5,000, Sigma) and antirabbit (1:
40,000, Amersham Biosci ) horseradisl jugated antibodies
were used to visualize proteing by chemiluminezcence. ERK1/2 phos-
phorylation was normalized according to protein contents by expressing
rezults as the ratio between pERK1/2 and total ERK1/2.

To assess Src activation, cells were grown in 100-mm Petri dishes
and prepared for the experiment as described for ERK1/2. Following
treatment with different ligands cells were washed, harvested, and
zolubilized in precipitation assay buffer (50 mm Tris-HC, pH 7.4, 1%
Triton X-100, 0.25% deoxycholate acid, 150 mM NaCl, 1 mm EDTA, 1
mM phenylmethylzulfonyl fluoride, 5 pg/ml leupeptin, 5 pg/ml soybean
trypsin inhibitor, 10 pg/ml benzamidine, 1 pg/ml aprotinin, 1 mM
Na_VO,) at 4 °C for 90 min. After centrifugation of non-solubilized
debris at 12,000 x g for 20 min samples were concentrated, suspended
in SDS sample buffer, and separated in SDS-PAGE. Anti-phospho-Sre
(Y416) monoclonal antibody (Upstate Biotechnology Inc.) at a dilution
of 1:1000 was used to determine the presence of activated Sre and total
amount of protein loaded was detected by probing with antibody anti-
Sre (1:250, Upstate Biotechnology Inc.).

cAMP Accumulation Assays—Cells were labeled overnight (16 h)
with 1 pCi/ml of ["H]adenine in lete DMEM medium. The day of
the experiment radioactive medium was replaced with fresh DMEM,
cells were mechanically detached and thoroughly washed (three times)
with phosphate-buffered =zaline (4 *C), and viability was assessed using
trypan blue (mortality was never higher than 5%). 5 x 10° cells were
then incubated for 20 min at 37 *C in 300 pl of aszay mixture containing
phosphate-buffered saline, 26 uM forskolin, 2.5 uM izobutylmethylxan-
thine, and different drugs at the indicated concentrations. At the end of
the incubation period, the assay was terminated by adding 600 ul of
jce-cold zolution containing 5% trichloroacetic acid, 5 mM ATP, and &5
mM cAMP. [PHJATP and [*H]cAMP were separated by sequential chro-
matography on Dowex exchange resin and aluminum oxide columns.
Results were expressed as the ratio of [PH]cAMP/*HJATP plus
["HJcAMP.

[*#S]GTPyS binding assays were carried out on whole cell membrane
preparations as described previously (20). Cells were suspended in lysis
buffer (26 mM Tris-HCL, pH 7.4, 5 myM MgCL, 2 mm EDTA, 5 pg/ml
leupeptin, 5 pg/ml 2oybean trypein inhibitor, and 10 pg‘ml benzamidine)
and homogenized with a Polytron homogenizer (Ultra-Turrax T-25, Janke
and Kunkel) using three bursts of 5 & at maximum setting. Homogenates
were centrifuged at 700 x g for 5 min, and the supernatant was further
centrifuged at 27,000 x g for 20 min. Pellets were washed twice in lysis
buffer and were immediately ed in [*58] azsay buffer (50
mM Hepes, 200 mM NaCl, 1 my EDTA, 5 my MgCL,, 1 my dithiothreitol,
0.5% bovine serum albumin, and 3 pM GDP, pH 7.4) to yield 10 pg of
proteinftube. [**8]GTP+S was used at 50 nM, and nonspecific binding was
determined in the presence of 100 pM GTP. The test compound SNC-80
was introduced at a final concentration of 100 oM and incubation was
allowed to proceed for one hour at RT. The reaction was terminated by
rapid filtration onto Whatman GF/C glass filters pre-soaked in water.
Filters were washed twice with ice-cold wash buffer (pH 7) containing 50
mM Tris, 5 mM MgCl,, and 50 mM NaCl, and the radioactivity retained
was determined by liquid scintillation.

Data Analysis—Statistical analysis and curve fitting were done us-
ing Prism 2.01 (GraphPad, San Diego, CA).
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RESULTS

Comparison of the Effects of 80R Ligands in cAMP and ERK
Signaling Cascades—It has been previously shown that certain
ligands for B, 45, display dual efficacy, inducing inverse agonist
responses in the cAMP signaling pathway, but producing ago-
nist effects in the ERK cascade (11). To determine whether this
type of dual behavior was specific to G,-coupled receptors or
could be extended to receptors coupled to G;,, proteins, different
ligands for the 30R were compared in adenylyl cyclase and
ERK signaling pathways. In the cAMP pathway ligands pro-
duced effects that spanned the complete spectrum of efficacy
ranging from agonism to inverse agonism. At maximally effec-
tive concentrations (1 um) SNC-80 and DPDPE were highly
efficacious agonists, morphine, TIPP, and naloxone were par-
tial agonists, while ICI174864 and TICP displayed typical in-
verse agonist responses. Fig. 14 shows these different ligands
ranked according to magnitude and vectorial aspects of their
efficacies (SNC-80 = DPDPE = MOR = TIPP = Nx =
ICI174864 = TICP). In contrast with the diversity of responses
observed in cAMP accumulation assays all drugs tested in the
ERK cascade behaved as agonists, except for naloxone that was
neutral. Indeed, ERK phosphorylation was induced not only by
drugs that behaved as agonists in the cyclase cascade but also
by TICP and ICI174864, which had produced inverse agonist
responses when tested in this pathway. Moreover, when
ranked according to the magnitude of their effect on ERK
phosphorylation, TICP, the most efficacious inverse agonist
in the cyclase pathway was now more effective than partial
agonists TIPP and morphine in activating ERK (SNC-80 =
DPDPE = TICP = TIPP = ICI174864 = MOR > Nx).

Dual efficacy ligands for the B,y i produce ERK activation via
Barrestin recruitment and independently of G protein activity
(11). To determine whether this was also the case for G-
coupled receptors, cells were treated overnight with PTX, and
ERK activity was assessed the following day. Without modify-
ing basal activity of the kinase (pERK/ERK, ,  ratio in con-
trols: 0.6 = 0.1; following PTX: 0.6 = 0.1), PTX abolished ERK
stimulation by classic agonist DPDPE and by dual efficacy ligand
TICP (Fig. 1C). These results indicate not only that ERK stimu-
lation by DPDPE and TICP requires G, protein activity but also
that simple mactivation of spontaneous (;;, signaling cannot
account for ERK stimulation. Neither TICP, ICI174864, nor clas-
sic agonists were able to evoke ERK activation in non-transfected
cells (not shown), confirming that ligand-induced stimulation
of ERK signaling was specifically mediated by the 50R.

80R Ligands Differ in Their Kinetics of ERK Activation—To
determine whether the time course of ERK activation by classic
agonists differed from that of dual efficacy ligands, cells were
exposed to a maximally effective concentration (1 um) of each
drug, and ERK phosphorylation was measured following in-
creasing periods of time. Two main types of kinetic profiles
could be recognized. One was characteristic of highly effica-
cious ligands hike SNC-80 and DPDPE, which produced quick
and pronounced ERK activation that peaked within 5 min (Fig.
24), decaying right away with a calculated half-life (f1.) of ~2
min (Fig. 2, B and C). The other type of response, induced by
partial agonists and dual efficacy ligands was less pronounced
but more sustained, decaying with a t1; that ranged between 11
and 14 min (Fig. 2, B and C). Among ligands inducing sus-
tained responses, the effect of TICP could be distinguished
from the rest of the drugs in the same category, because its
effect was more pronounced and particularly more sustained
(p < 0,001 two-way ANOVA; Fig. 2, A and B).

The Time Course of ERK Activation by Highly Efficacious
Agonists and Dual Efficacy Ligands Is Correlated with Desen-
sitization Parameters—One of the primary checkpoints that
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Fic. 1. Comparison of the efficacy of 60R ligands in ndeny!}]
ecyclase and ERK cascades. A, HEK293s cells stably expressing full-
length 50Rs (1-1.5 pmol/mg of protein) were treated with saturating con-
ceniratums (1 uM) of the mdlcated ligands and cAMP acrumulation assays

of 25 um fi as detailed under “Experimental
Pmmdums E‘ntat]stuﬁl slmlﬁmnm of drug effects on cAMP prcductlnn Was
established by comparing the amount of cAMP counts obtained in the
presence of each ligand to cAMP counts produced in the eontrol situation (all
drugs differed from control as determined using one-way ANOVA and Dun-
nett’s post hoe test; p < 0.05; not shown). Drug effects as they appear in the
figure are expressed as percent change with respect to total amount of cAMP
produced in the absence of ligand (percent change in eAMP accumulation =
[[cAMP, S o > 100) and correspond to
ﬁ nf at least mine prenmell{g;ummgd out in triplicates. Differ-
ences among drug effects were established by comparing percent changes
induced by different ligands using one- -Way ANOVA and Tukey’s post-hoe
test. B, HEK293 cells stably expressing fulllength #0Rs were serum-
starved (16 h) prior to exposure to saturating concentrations (1 pM) of the
indicated ligands for 5 min following which ERK signaling was assessed by
immunoblot. Band immunoreactivity was quantified using MCID to meas-
ure optical density, and ERK12 phosphorylation was normalized to the
amount of protein loaded per lane, by expressing the data as a ratio of
phosphoERK1/2 over total ERK1/2 optical density. The statistical signifi-
canoe of drug effects was established by comparing the ratio obtained in the
presence of each ligand to the ratio obtained in the basal condition (all drugs
except naloxone differed from baszal using one-way ANOVA and post hoe
Dunnett’s test; p < 0.05; not shown). Drug effocts as thev appear in the
ﬁgu.r@ were expressed as the percentage of the basal ratio (percentage of
= ([pERK/totalERK, ..,/ IpERK/totalERK,,, 1) % 100), and rep-
msent mea.n + S E. of at least seven experiments. Stx;dhca] differences that
appear in the figure were established using one-way ANOVA followed by
Tukey's post-hoc test. Immunoblots above the histogram bars correspond to
representative examples of results obtained for each of the indicated
C, effect of PTX (100 ng/ml for 16 h) on DPDPE or TICP-induced ERK
phosphorylation. Cells were serum-starved and exposed or not to PTX prior
to treatment with either DPDPE or TICP (1 uM for 5 min). Results, ex-
pressed as in B, correspond to mean + 8 E. of four independent experiments.
Statistical difference between drug effects obtained in the presence and
absence of PTX was determined using Student’s ¢ test and appear in the
figure.
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Fic. 2. 0R ligands differ in their kineties of ERK activation. HEK293s cells sL’ibly ex‘pmgsmg full-] lgngth 50Rs were serum-starved (16

h) prior to exposure to saturating concentrations (1 pM) of different ligands for the i

d times, hoERK1/2 im eactivity

measured as before. A, time courze of ERK activation by different ligands. Results represent mean + S E. of at least three experiments and are
expressed as percentage of basal as in Fig. 1B. B, decay of ERK responses represented in A. Results are expressed as the percentage of maximal
response observed with each drug. Curves were fit to one phase exponential decay using GraphPad Prism 2.01 and compared by to one-way ANOVA
to generate statizstics discussed in the text. Caleulated fi; values appear in the figure. C, representative immunoblots of phosphorylated ERK1/2

bands obtained with indicated ligands at different time points.

controls drug effects over time is the receptor itself. In partic-
ular, 80R signaling efficacy 1s regulated by phosphorylation of
C-terminal Ser/Thr residues (22, 23). To determine whether
differences in the time course of ERK activation could be re-
lated to the distinct ahility of different ligands to trigger phos-
phorylation of 30Rs cells were exposed for 30 min to DPDPE or
TICP (1 uM) in the presence of [**Plorthophosphoric acid. Re-
ceptors were immunopurified, resolved on SDS-PAGE, and
transferred onto nitrocellulose membranes that were first ex-
posed for autoradiography and then used for Western blot

course of ERK activation by DPDPE and TICP is inversely
correlated with the ability of each ligand to trigger different
events within the process of desensitization.

If indeed differences in time course of ERK activation by
agonists and dual efficacy ligands were due to their distinct
ability to trigger regulatory mechanisms of receptor respon-
siveness, interfering with these mechanisms should transform
ERK activation by the agonist, into the more prolonged type of
response observed for the dual efficacy ligand. To test this
assumption the time course of ERK activation by DPDPE was

analysis using an anti-FLAG M2 antibody. Im blots re-
vealed two broad bands at =55 and =46 kDa, corresponding to
mature and immature monomeric forms of the receptor, respec-
tively (24). Autoradiograms showed that 30-min incubation
with DPDPE increased **P incorporation by the =55-kDa spe-
cles, but this effect was absent for TICP. Thus, at a time when
the ERK response for the agonist was no longer present, §0Rs
were heavily phosphorylated. In contrast. ERK activation by
the dual efficacy ligand was still at its maximum, and no
phosphorylation of the receptor could be detected.
Phosphorylation is an initial step in the process of desensi-
tization, but if exposure to an agonist is allowed to proceed long
enough, 80Rs will start to be targeted for degradation (7).
Hence, to confirm whether the different time course of ERK
activation by DPDPE and TICP also correlated with later
events in the process of desensitization, cells were treated for
2 h either with the agonist or the dual efficacy drug. Following
treatment the total amount of §0R protein present in mem-
brane preparations was assessed by immunoblot (Fig. 3B).
Although incubation with TICP caused no detectable change in
the mature receptor species (=55 kDa), there was a decrease of
the corresponding immunoreactive band following treatment
with DPDPE. These results confirm that differences in the time

d in presence of sucrose, which 1s an inhibitor of clath-
rin-mediated endocytosis. Although sucrose did not turn ERK
activation into a stable response. it prolonged the effect of
DPDPE by increasing the decay ti, of activation from 2 to 12
min (p < 0.001 for interaction; two-way ANOVA; Fig. 4), a
value that falls within the 11- to 15-min range observed for
dual efficacy ligands. Another means to modify mechanisms
regulating 80R responsiveness is to mutate amino acids that
are implicated in the process. For 80Rs, Ser/Thr residues lo-
cated in the C-terminal domain of the receptor are the principal
target for G protein-coupled receptor kinases, and their phos-
phorylation is an essential step in the desensitization of full-
length 30Rs (22, 23, 25). To explore the contribution of these
residues to the kinetics of ERK activation by DPDPE, experi-
ments were repeated using a receptor truncated at its C ter-
minus (80R344T). This approach also yielded results in which
the DPDPE response decayed more slowly than i the full-
length receptor (fy; of 6 min; two-way ANOVA; p < 0.01 for
interaction; Fig. 4). However, the effect of truncation was far
less noticeable than that observed with sucrose on the full-
length 80R. Moreover, the addition of sucrose further pro-
longed the decay ¢y, for DPDPE in truncated receptors (£, of 38
min; two-way ANOVA; p < 0.02 for interaction; Fig. 4).
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Fic. 3. DPDPE and TICP differ in their ability to induce receptor phosphorylation and down-regulation. A, effect of DPDPE and
TICP on the phosphorylatlcm of full-length 50Rs. HEK293s cells stably expressing #0Rs (1-1.5 pm/mg ofprcteul) were metahnhca]]y laheled with
3P and exposed for 30 min (1 uM) to either of the drugs. The receptor was purified by lmmunoprampltatmn using anti-FLAG M2 antibody resin
and subjected to electrophoresis on 10% SDS-PAGE. Repr ative autoradiograms and cor ‘Western blots for different conditions are
shown on the r.rght panel. Band 1mrnu.r|oraact1\:1w was quantified using MCID, and recept.or phnephorylahon was normalized to the amount of
protein loaded in each lane by expressing data as the phospho/protein ratio calculated tric analysis of the autoradiogram and its
corresponding Western blot. Results represent mean + S.E. of at least five experiments a.nd are expressed as the percentage of the phospho/protein
ratio obtained in the basal condition (percentage of basal = ([phospho — protein ratioyg,.)/[phospho — protein ratioy..l) x 100). Statistical
significance of differences between drugs was established using Student’s ¢ test, and the result of the analysis appears in the figure. B, effects of
DPDPE and TICP on receptor protein contents. Immunoblots of FLAG-tagged 50RS were performed on crude membrane preparations derived from
cells that had been treated or not for 2 h with 1 uM of the indicated drug. Identical amounts of membrane proteins were loaded for each condition
(100 pgfwell), and the total amount of receptor protein was estimated by densitometric analysis of the mature monomeric band. Results represent
mean + 8_E. of four experiments and are expressed as the percentage of densitometric values obtained in basal conditions (percentage of bazal =
([densitometric values,g.n,l/[densitometric valuesy,.,l} % 100). Statistical significance of differences between drugs was established using
Student's ¢ test, and tha result of the analysis appears in the figure.
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Agonists but Not Dual Efficacy Drugs Induce Tyr Phospho-
rylation of 80Rs—The fact that the time course of ERK activa-
tion by DPDPE was only modestly prolonged by removal of the
C terminus suggests that there could be a complementary
mechanism capable of regulating ERK activation by agonists in
the absence of C-terminal Ser/Thr residues. In this sensze mu-
tation of a Tyr residue located proximal to Ser/Thr amino acids
of the C terminus has been shown to attenuate agonist-induced
internalization and down-regulation of the receptor (26). Thus,
it was deemed of interest to determine whether 0Rs could be

differentially phosphorylated at their tyrosine residues follow-
ing exposure to agonists and dual efficacy ligands. To do so,
cells expressing full-length receptors were incubated for 30 min
either with DPDPE or TICP, and receptors were immunopuri-
fied and separated by SDS-PAGE. Immunoblots with antibod-
ies that recognize phosphorylated Tyr residues showed that
TICP and DPDPE distinctively modified phospho-Tyr contents
of 80Rs (Fig. 54). Although 30-min incubation with TICP (1
um) produced no significant change, DPDPE induced an in-
crease in immunoreactivity for phospho-Tyr in the band corre-
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A.

Fic. 5. Tyrosine kinase Src phospho-
rylates 50Rs occupied by DPDPE but
not by TICP. A, HEK293s cells stably ex-
pressing FLAG-tagred #0Rs were exposed
for 30 min to either of the drugs, and the
receptor purified as described before. Tyro-
sine phosphorylation was assessed by im-
munoblot by calculating the ratio between
phospho-Tyr immunoreactivity of the ma-
ture species (shown in the right panel) and
FLAG immunoreactivity of the same band
(not shown). Resultz represent mean + S.E.
of at least five experiments and are ex-
pressed as percentage of the ratio between
phosphoTyr immunoreactivity and FLAG
immunoreactivity obtained in basals. Statis-
tical significance of differences between the
two drugs was established using Student’s ¢
test, and the result of the analysis appears in
the figure. B, 20 uM PP2 or vehicle (Me, S0
0.01%) were introduced to cell cultures 1 h
before the experiment followed by stimula-
tion by DPDPE (1 puM for 30 min) and assess-
ment of pTyr immunoreactivity in purified
receptors. Results are expressed as the per-
contage of the of phospho- Ty FLAG ratio
obtained in basals of the corresponding con-
trol or PP2 condition and represent mean +
S.E. of at least five experiments. Student’s ¢
test was used to compare phosphorylation
induced in the presence and absence of the
Src blocker. The result of the analysis ap-
pears in the figure. C, effocts of DPDPE and
TICP on Src activity. Cellzs were serum-
starved overnight (16 h) and then P_xposed to
the indicated drug (1 pM) for 5 min. Src ac-
tivation was assessed as described under
“Experimental Procedures” by measuring
phospho-Tyr*'® immunoreactivity. Sre phos-
phorylation was normalized according to the
amount of protein present in each sample by

expressing the data as a ratio of phospho-
Tyr*'® over total Src immunoreactivity. Re-
sults represent mean + S.E. of soven exper-
iments and are expressed as pSretotalSre
ratio. Statistical mgm.ﬁmme of drug effects
was determined using one-way ANOVA fol-
lowed by Dunnett’s post hoe test to compare
drugs to basal. **, p < 0.0

sponding to the mature receptor (Fig. 5A). Furthermore, the
introduction of Sre inhibitor PP2 (20 M) prior to exposure to
DPDPE prevented the increase in phospho-Tyr content (Fig. 5B),
indicating that a non-receptor Tyr-kinase of the Src family was
involved in agonist-induced Tyr phosphorylation of 80Rs. To
determine whether failure of TICP to induce Tyr phosphorylation
of the receptor was due to its incapacity to stimulate Sre, cells
overexpressing the kinase were exposed either to DPDPE or
TICP and changes in Src activity assessed by immunoblot. Fig.
5C shows that both the agonist and the dual efficacy ligand
increased immunoreactivity for the active form of Sre, confirming
that the observed difference in tyrosine phosphorylation of 30Rs
was not related to diminished capacity of TICP to stimulate Src.

The goal of the next series of experiments was to assess
whether Src could differentially regulate ERK responses gen-
erated by DPDPE or TICP. To accomplish this, cells were
pretreated with increasing concentrations of Src inhibitor PP2,
and ERK stimulation was assessed following exposure to each
of the two 80R ligands. It was found that concentrations of
20-40 py PP2 had opposite effects on ERK activation by the
dual efficacy ligand and the agonist. Although the effect of
TICP was blocked (Fig. 64), that of DPDPE was enhanced, and
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it was only at a concentration of 80 pum that PP2 interfered with
ERK activation by DPDFPE (Fig. 6B). The inhibitory effect of
low, specific concentrations of PP2 on the response to TICP is
compatible with the notion that this drug induces ERK activa-
tion in a Src-dependent manner. On the other hand, the higher
nonspecific concentrations needed to block the effect of DPDPE
do not allow us to conclusively implicate Src as an intermediate
in agonist-induced ERK stimulation. Se, to overcome this prob-
lem of specificity, ERK activation by DPDPE was re-assessed
by transfecting cells with increasing concentrations of a kinase-
impaired Src mutant (K296R/Y528F). Thiz procedure gener-
ated a similar biphasic pattern as described for PP2, with low
levels of the mutant (0.25-0.5 pg of DNA) enhancing DPDPE
responses and higher levels (3 pg of DNA) inhibiting ERK
activation by the agonist. The observed inhibition of DPDPE
responses by high levels of inactive Sre confirms the idea that
activity of this kinase iz necessary for ERK activation by ago-
nists and is consistent with previous reports showing that
pharmacological inhibition of Src interfered with agonist-in-
duced ERK activation (27).

On the other hand, the fact that low levels of mutant Src or
modest concentrations of PP2 enhanced ERK activation by
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Fic. 6. Sre inhibitor PP2 produced opposite effects on ERK
activation by DPDPE and TICP. HEK293z cells stably expressing
full-length 50Rs (0.5-1 pm/mg of protein) were serum-starved over-
night (16 h) and the day of the experiment exposed to indicated con-
centration of PP2 or vehicle (Me, 80, 0.01%) 1 h before addition of TICP
(A) or DPDPE (B) (1 uM for 5 min). PhosphoERK1/2 immunoreactivity
was measured as described before and expressed as the percent change
of phosphoERK/ERK, ., ratio obtained in the absence of 0R ligand.
Rezults represent mean + S.E. of at least four experiments. Statistical
zignificance of the effect of PP2 on DPDPE and TICP responses was
established using one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test
to compare ERK activation in the ahsence of PP2 to activation induced
in presence of increasing concentrations of the Sre inhibitor. *, p < 0.05.
C, HEK293s cellz stably expressing full-length 80Rs were transiently
transfected with the indicated con ions of DNA ding for
kinase-impaired Src mutant (K296R/Y528F). Results and statistical
analysis are as in B. On top of the representative immunoblots for ERK
activity are the blots corresponding to the total amount of Src immu-
noreactivity present in cell lyzates following transfoction with the indi-
cated quantities of Src K206 R/Y528F.

DPDPE suggest that Sre could also be involved in the negative
regulation of agonist signaling. This possibility was assessed by
pretreating cells with DPDPE (1 pM for 30 min) in the presence
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or absence of PP2 and by then assessing the ability of SNC-80
to induce GTPy*S binding. By itself, PP2 (20 um for 1 h)
enhanced the ability of SNC-80 (100 nu) to promote GTPy™S
binding (controls: 169 = 17 fmol/'mg; PP2: 209 = 17 fmol/mg;
p < 0.05; Fig. 7A), but this effect was accompanied by a marked
increase in basal nucleotide binding (controls: 86 = 9 fmol/mg;
PP2: 128 = 17 fmol/mg; p < 0.05, Fig. 7A). Therefore, to avoid
any possible confounding, subsequent comparisons of the abil-
ity of SNC-80 to promote GTPy*S binding were expressed as
percentage changes with respect to the corresponding non-
stimulated condition under study. As shown in Fig. 7B, the
efficacy of SNC-80 to induce nucleotide binding was greatly
reduced following pre-treatment with DPDPE. However, if PP2
was introduced into the incubation medium before DPDPE, the
ability of SNC-80 to induce GTPy*™S binding was not signifi-
cantly modified, confirming that inhibition of Sre activity had a
protective effect against agonist-induced desensitization.

Finally, to specifically examine whether Src may have con-
tributed to the distinct kinetic profile of ERK activation by
DPDPE and TICP, the time course for DPDPE was assessed in
presence of 20 pM PP2. In the absence of Src inhibition, ERK
phosphorylation by DPDPE had completely disappeared within
the first 30 min of incubation. In contrast, in the presence of PP2,
ERK activity at 30 min was still 18 + 5% of the maximal response
(which corresponds approximately to a 95% increase above ERK
activity in non-stimulated cells; p < 0.01; two-way ANOVA; Fig.
7C). Moreover, PP2 had a stabilizing effect on ERK activation by
DPDPE, because following 1-h incubation with the agonist, phos-
phorylation of the kinase was not significantly changed from the
value observed 30 min before (16 = 5% of maximal).

DISCUSSION

The present study provides new insight into the regulation of
agonistic responses induced by double efficacy ligands. In par-
ticular, results presented indicate that when occupied by this
type of dual ligands 80Rs elude phosphorylation and induce
prolonged activation of the ERK cascade. These properties con-
trast with those of highly efficacious agonists, whose activation
of the ERK cascade is transient and correlated with heavy
phosphorylation and degradation of the receptor.

ERK was activated not only by drugs like SNC-80, DPDPE,
TIPP, and morphine, which also produced agonistic effects in
the cyclase pathway, but also by ligands like TICP and
ICI174864 that stimulated ERK activity despite displaying
inverse agonist behavior in cAMP accumulation assays (Fig. 1,
A and B). Inverse agonists are commonly thought to produce
their actions via an inactive receptor conformation that pre-
cludes G protein signaling (12, 13). However, it is improbable
that activation of the ERK cascade by TICP or ICI174864 could
be due to inhibition of spontaneous G;;, signaling, because the
inactivation of G, proteins by PTX failed to produce any effect on
ERK activity (Fig. 1C). Moreover, the fact that PTX abolished
ERK activation by TICP indicates that, similar to agonists, ERK
activation by dual efficacy 80R ligands requires the activation of
a Gy, protein. This property is in marked contrast with dual
efficacy ligands described previously for the B, whose activa-
tion of the ERK cascade was not dependent on G proteins (11).

The fact that TICP could stimulate G, proteins to activate
ERK signaling and simultaneously block G, activity regulat-
ing the cyclase pathway may be explained by the fact that §0Rs
are promiscucus receptors, capable of interacting with more
than one G, protein subtype (28, 29). Hence, it is poasible for
ligands like TICP or ICI174864 to simultaneously display op-
posite agonist and inverse agonist behaviors in ERK and cAMP
cascades by, respectively, stabilizing a conformation of the
receptor that activates one G, subtype but inactivates an-
other. In contrast, classic agonists would stabilize a conforma-
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Fic. 7. PP2 protects against desensitization by DPDPE and modifies the time course of ERK activation by this agonist. 4, cells were
exposed to PP2 (20 uM) or vehicle (Me_S0, 0.01%) for 1 h following which membranes were prepared and used to assess GTPy[**8] binding. Results
are expressed as femtomoles of GTPy[**8] bound/mg of membrane protein and represent the mean + S.E. of four independent experiments.
Statistical differences between different eonditions were estahlished using two-way ANOVA; * p < 0.05; **, p < 0.01. B, cells were treated or not
with PP2 as in A before adding DPDPE (1 pM) for additional 30 min. Membranes where then prepared, and SNC-80 effects (100 nM) were azsessed
in natve memhbranes and in memhranes obtained from desensitized cells. Results are expressed as the percent change with respect to basal values
obtained in each condition (percent change with respect to basal = ([GTP[**S] bound,, ., ., — GTPy[**S] bound,, 1y, /GTPy[**5] bound,,, ;yzna! %
100) and represent the mean + S.E. of three independent experiments. Differences in SNC-80 actions among the different conditionz were
established using two-way ANOVA and results appear in the figure. C, HEK293 cellz stably expressing wild type 60Rs were zerum-starved (16
h), and the day of the experiment exposed to PP2 (20 uM) or vehicle (Me, S0, 0.01%) 1 h before addition of DPDPE (1 pM) for the indicated times
ERK phosphorylation was measured as described previously, and results are expressed as the percentage of maximal response. They correspond
to the mean + SE. of at least four experiments. Curves werae fit to one-phase exponential decay using GraphPad Prism 2.01. Caleulated £, values
appear in the figpure to the right of representative immunoblots obtained for each condition. Statiztical comparison among curves was done using

two-way ANOVA and p values are discussed in the text.

tion that activates G;;, proteins responsible for the regulation of
both pathways.

Consistent with the idea that classic agonists and dual effi-
cacy ligands may stabilize SORs in different conformations is
the observation that the rank order of efficacy with which
TICP, TIPP, and morphine modified cyclase signaling was re-
versed with respect to their efficacies to promote ERK activa-
tion (Fig. 1, A and B). In fact, reversal in rank order of efficacy
(or potency) for ligands that regulate more than one signaling
cascade via the same receptor is considered as one of the most
compelling proofs in favor of a model of ligand-specific active
receptor states (30, 31). In particular, the observed swap in
position between TICP on the one hand and TIPP and mor-
phine on the other makes it possible to conclude that the
conformation via which the dual efficacy ligand stimulated
ERK signaling is different from the one(s) involved in ERK
stimulation by the two partial agonists.

The observations that receptors stabilized by DPDPE but not
those occupied by TICP incorporated [*2P] (Fig. 34) and were a
target for the tyrosine kinase Src (Fig. 5, A and B), further
support the idea that 80Rs may exist in ligand-specific confor-
mations and point to the fact that these different receptor
states have distinet desensitization properties. The response
observed for DPDPE is in keeping with previous reports show-
ing that highly efficacious agonists promote §0R phosphoryla-
tion by G protein-coupled receptor kinases and tyrosine kinases
(23, 25, 27, 32, 33). On the other hand, TICP resembles mor-
phine in its ability to induce a receptor conformation that is
poorly phosphorylated by receptor kinases (32). Although the
failure of morphine to trigger phosphorylation of different opi-
oid receptors has been frequently attributed to its stabilization

of a receptor conformation that differs from the one stabilized
by more efficacious agonists (34), there i= some controversy as
to whether lack of receptor phosphorylation 1z not just the
reflection of the low efficacy of the drug (35, 36). Given the fact
that DPDPE and TICP induced similar levels of Src activity
(Fig. 5C) differential tyrosine phosphorylation of §0Rs by the
two ligands (Fig. 5A) cannot be attributed to drug efficacy,
further pointing to the existence of distinct conformations that
are differentially recognized as Src substrates. At the same
time, similar magnitude of Src activation by TICP and DPDPE
poses the question: why do they differ in their ability to stim-
ulate the MAPK (Fig. 1B)? A possible explanation to this ob-
servation would be that DPDPE activates ERK via more than
one pathway, whereas TICP would only depend on Src.
Phosphorylation of Ser/Thr residues in the C-tail of 50Rs 1s
a major regulatory event that triggers the internalization (22,
33) and desensitization (22, 23) of the full-length receptor.
Hence, it was reasoned that, if the differential phosphorylation
of these residues by TICP and DPDPE contributed to their
distinct kinetics of ERK activation, removal of the C terminus
or interference with the process of internalization of the full-
length receptor should convey ERK activation by DPDPE some
of the characteristics of the TICP response. Both of these in-
terventions resulted in prolonged ERK stimulation by DFDPE,
but only inhibition of internalization by sucrose prolonged the
decay s of ERK activity to values within the range observed
for dual efficacy ligands. Furthermore, the discrete increase in
decay ti, associated with the effect of DPDPE in the truncated
80R could be further prolonged by sucrose, indicating that the
time course of ERK responses generated by the truncated mu-
tant was still dependent on internalization. The latter obser-
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vation, which is consistent with previous studies showing that
in HEK293 cells this truncated mutant internalizes as the
wild-type (37), stresses the determinant role played by receptor
sequestration in the kinetics of ERK stimulation by agonists.
On the other hand, the prolonged decay 1, associated with the
stimulation of ERK by dual efficacy ligands (Fig. 2B) is consist-
ent with previous results showing that 30-min exposure to
ICI174864 did not change the total amount of 80Rs present at
the cell membrane (20).

Although inhibition of internalization slowed down the decay
of ERK activity induced by the agonist, the response never
attained the characteristic sustained profile observed for ERK
activation by TICP (Fig. 24). This incapacity to recreate the
complete “phenotype” of TICP stimulation, together with the
fact that DPDPE produced a very transient activation of ERK
in the truncated mutant, suggested that mechanisms different
from phosphorylation of the C terminus could also contribute to
the distinct kinetics of ERK stimulation by DPDPE and TICP.

Because only DPDPE stabilized 80Rs in a conformation
that was recognized by Src and given that tyrosine residues
have been implicated in the regulation of 30R signaling (26,
27), one possibility that was assessed was whether Src could
distinctively regulate ERK activation by agonists and dual
efficacy ligands. Low concentrations of Src inhibitor PP2
(20-40 pm) blocked ERK activation by TICP but enhanced
the response to DPDPE (Fig. 6, A and B) revealing that,
indeed, Src had a distinct effect on ERK responses elicited by
the two types of drugs. The ability of low concentrations of
PP2 (Fig. 6B) or very discrete amounts of inactive Src (Fig.
6C) to increase the magnitude of ERK activation by DPDPE
may be interpreted as an indication that Src negatively con-
trols 80R responsiveness to agonists, an assumption that was
confirmed in GTPY*"S binding assays, where PP2 was found
to protect against agonist-induced desensitization. On the
other hand, the fact that ERK activation by TICP was blocked
at all levels of Src inhibition (Fig. 6A) not only indicates that
this non-receptor tyrosine kinase is an intermediate in ERK
stimulation by the dual efficacy ligand but also argues
against a regulatory role of Src in the effects of these drugs.
The observation that DPDPE-dependent activation of ERK
was blocked by high concentrations of PP2 (Fig. 6B) or by the
transfection of high quantities of inactive Src indicate that
agonists do rely on Src for the stimulation of the MAPK.
However, this effect is not apparent at the same level of Src
inhibition at which the effect of TICP is blocked, due to the
additional regulatory effect of Src on agonist responses.

The interpretation that Src may have contributed to deter-
mine the transient kinetics of ERK activation by DPDPE is
supported by the fact that PP2 had a stabilizing effect on ERK
stimulation by the agonist. Indeed, although PP2 had no sig-
nificant effect on the decay #1., 1t was shown to prolong DPDPE
responses by preventing complete fading of ERK activity after
the first 10 min of stimulation (Fig. 7C). The mechanism
whereby Src inhibition had this stabilizing effect on DPDPE
responses 18 not clear. Although Src has been implicated in the
regulation of receptor endocytosis, including 50Rs (27, 38, 39),
the fact that the effect of PP2 had no resemblance to that of
sucrose indicates that inhibition of sequestration is probably
not the main mechanism involved. On the other hand, results
from GTPy"S binding assays showing that PP2 enhanced ag-
onist-induced nucleotide binding as well as basal GTPy**S
binding activity (Fig. 7A) suggest that Src may also influence
80R signaling by reducing §0R-G protein coupling. It is possi-
ble then, that the stabilizing effect of PP2 on DPDPE-depend-
ent activity could be linked to a better coupling between agonist
stabilized receptors and the corresponding G protein.
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In conclusion, this study showed that the agonistic responses
of dual efficacy ligands for 50Rs were more sustained and
decayed much slower than those of classic agonists. These
kinetics were associated with the distinct ability of dual effi-
cacy ligands to stabilize 30Rs in an active conformation that
does not trigger the same regulatory mechanisms as classic,
highly efficacious agonists.
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SUMNMARY

An important limitation in the clinical use
of opiates is their progressive loss of analgesic
efficacy over time. We have previously shown
that Src activity regulates the duration of DOR-
mediated responses, implicating this kinase in
regulation of DOR signalling. Therefore, we
were now interested in characterizing the
mechanism whereby this regulation takes place.
Our results show that Src spontaneously
interacts with DORs and that agonist binding
results in Src activation, destabilization of the
pre-formed DOR-Src¢ complex, and receptor
phosphorylation. The latter was blocked by Src
inhibitor PP2 (20 pM; 1 h), indicating that Src
was responsible for Tyr-phosphorylation of
DORs. Src contribution to regulation of DOR
signalling  efficacy was  evaluated by
determining how inhibition of this Kinase
influenced agonist-dependent desensitization.
Pre-treatment with PP2 or transfection with a
dominant negative mutant form of Src
protected DORs from desensitization without
interfering with endocytosis. However, the use
of a sequestration deficient DOR mutant or
incubation with sucrose showed that suboptimal
internalization interfered with the protective
effect of Src blockers, suggesting a post-
endocytic site of action for the kimase. This
possibility was confirmed not only by showing
that exposure to PP2 increased membrane
retrieval of internalized receptors but also by
demonstrating that monensin, an agent that
interferes with receptor recycling, abolished the
ability of PP2 to protect from desensitization.

Furthermore, recovery of DOR ability to
interact with endogenous Gai subunits upon
agonist removal was enhanced by Src
inhibitors. Taken together, these results indicate
that Src contributes to DOR desensitization by
regulating their post-endocytic trafficking.

INTRODUCTION

Opiates are among the most effective analgesics
known but their climcal use is limted by their
potential for abuse and frequent side effects such as
nausea, vonuting, and constipation. Most 1f not all of
these unwanted actions arise from the activation of
the mu opioid receptor (MOR), and cannot be
dissociated from MOR-mediated analgesia (1). In
contrast, delta opioid receptor (DOR) activation
produces antinociception (2,3) with reduced
respiratory  depression (4), low constipation (5),
minimal physical dependence (6), and attenuated
addictive potential (7.8). However, a major problem
with DORs 1s that they undergo much faster
desensitization than MORs (9,10), which reduces
analgesic capacity of its agomists through rapid
development of tolerance (11,12).

As for most other members of the G protein
coupled receptor (GPCR) superfamuly,
homologous desensitization of opioid receptors is
triggered by GPCR-kinase (GRK) phosphorylation
of serine/threonine residues located at the receptor
C-terminus  and/or third intracellular loop.
Subsequent recruitment of [-arrestin prevents
further G profemn activation by the receptor
(uncoupling) and facilitates its interaction with the
endocytic  machmery (11,12). Whle the
contribution of receptor-G protein uncoupling to



progressive waning of receptor signaling 1s well
accepted, the exact role of receptor endocytosis has
been a matter of debate (13). Because
mternalization basically removes receptors from the
cell surface, sequestration was initially considered
as a step m signal ternunation. More recently, MOR
sequestration has been directly associated with
reduced desensitization and tolerance (14,15)

In fact, the functional consequences of GPCR
mternalization cannot be fully understood unless
considered m the light of post-endocytic trafficking.
If sequestration is predominantly associated to
lysosomal sorting, as 1s the case for DORs (16,17),
the major consequence of internalization will be
proteolytic down-regulation of the receptor and
prolonged attenuation of cellular signalling (17-19).
In contrast, if sorting to a recycling pathway is the
preferred route, internalization is a means of
restoring the functional pool of membrane receptors
and promoting resensitization of signal transduction
(20-22). The sorting of opioid receptors towards
recycling/resensitization  or  degradation 1S
profoundly mnfluenced by the presence of specific
amino acid sequences that allow receptor
mteraction with different “sorting” proteins
(13,23). For example, strong binding of the
cytoplasmic proten GASP (G protemn coupled
receptor-Associated Sorting Protein) to helix VIIT
of DORs 1s a major determunant that favours
receptor degradation over recycling (17,24). On
the other hand, a weaker interaction with GASP
(17,24) and the presence of the “LENLEAE” C-
terminal sequence promotes rapid recycling of
MORs over their degradation (22).

Given their promient influence on receptor
signalling, a fundamental question that arises 1s
whether these post-endocytic sorting phenotypes
are rigidly determined by amino-acid sequences or
if they are subject to dynamic regulation. Since we
had previously shown that the duration of DOR
signalling was inversely correlated with ligand
ability to mnduce Src-dependent phosphorylation of
the receptor (25), our mterest was to determine the
mechanism  whereby  this  tyrosine  kinase
contributed to DOR regulation. We found that Sic
contributes to DOR. desensitization by interfering
with its membrane recycling. These results not
only indicate that post-endocytic sorting of DORs
15 dynamically regulated by Src, but that
modulation of this step plays a determinant role in
DOR desensitization.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents- Buffer chemicals, protease mhubitor,
DPDPE, forskolin, 1sobutylmethylxanthine,
cycloheximide, Pertussis Toxin (PTX). sucrose,
meonensin sodium, anti-FLAG M2 affinity resin, and
FLAG peptide were purchased from Sigma-Aldrich.
4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(+-butyl)pyrazolo[3,4-
dlpyrimudine (PP2) was from VWR, BSA from
EMD chemicals, and [‘Hladenosine from
PerkinElmer Life Sciences. G418, DMEM, fetal
bovine serum glutamine, penicilling and streptomiyein
were purchased from Wisent.

Cell Culture and Transfection- Lipofectamine
(Invitrogen) was used to transfect HEK293 cells with
mouse DOR ¢cDNA or with a truncated mutant of this
receptor (DOR344T), both possessmg a FLAG
epitope at their amino-terminal end and subcloned
mto the pcDNA3 expression vector (26,27). Clones
stably expressing full-length or truncated DOR
receptors were selected using 500 pg/ml G418. For
transient transfections, DOR. was co-expressed either
with a dominant negative mufant form of c-Sre
(DNM-Src: K295R/Y527F; DNM) (28) or the empty
vector pcDNA3 using polyethylenimine. Since the
expression vector for DNM-Src increased FLAG-
DOR expression, the amount of receptor had to be
titrated so as to achieve simlar expression levels m
all conditions. Thus, 6 and 2 ug of FLAG-DOR were
co-transfected respectively with 6 pg of pcDNA3 and
10 pg of DNM-Src. Receptor expression at the
membrane was verified by ELISA. Cells were grown
and mamtained m complete DMEM containing 10%
(v/v) fetal bovine serum, 1000 units/mL penicilling 1
mg/mL streptomyein, and 5 mM glutamine, m a
hummdified atmosphere of 5% CO, at 37 °C.
Immunopurification of FLAG-tagged Receptors- This
procedure was adapted from a previously described
method (25) and was used to assess Tyr-
phosphorylation of DORs as well as receptor
mteraction with endogenous Sre or Go subunits.
Briefly, cells were mcubated overnight m serum-free
medium and the day of the experiment were exposed
to PP2 (20 puM) or vehicle (DMSO) for 1 h prior to
treatment with DPDPE (1 puM) for the imdicated
periods of tume. After agonist stimulation, the
reaction was stopped on ice by washing cells with
cold PBS. Cells were then suspended m lysis buffer
(SmM Tris, 3 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 1 mM NaF,
ImM NasVO;, 5 pg/mL leupeptme, 5 upg/mL
soybean ftrypsm mhibitor, and 10 pg/mL



benzamidine) and homogenized using an ultraturax
(IKA, Wilmington, NC). Followmng a short
centrifugation at 1500 rpm, the supernatant was
centrifuged at 18 500 rpm for 20 mun and the
resultant pellet was resuspended m lysis buffer for a
second round of centrifugation (18 500 rpm; 20 nun).
The pellet obtamed was then solubilized in 0.5% n-
dodecyl-maltoside, 25 mM Tris pH 74, 140 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM NaF, 1 mM Na;VOy, 5
pg/mL leupeptine, 5 pig/mL soybean trypsin mhibitor
and 10 pg/mL benzamidine. Following agitation at
4°C for 2 h, the solubilized fraction was centrifuged
at 10000 rpm for 60 nun, and the receptor was
mmumopurified from the supernatant fraction using
an anti-FLAG M2 antibody resin. 20 pl of antibody-
coupled resin equilibrated in solubilization buffer and
supplemented with 0.1% bovine serum albunun (w/v)
were used to purify the receptor overnight at 4°C
under gentle agitation. The next mornning the resin
was pelleted, washed twice with 500 pl of
solubilization buffer and four times with 500 pl of
modified solubilization buffer (contamnmg 0.1%
mstead of 0.5% n-dodecyl-maltoside (w/v)). The
receptor was then eluted by mcubating the resin for
10 nun at 4°C with 100 pl of modified solubilization
buffer containing of a FLAG peptide (150 pg /mL).
Thus elution was repeated three times, and the eluates
were combmed and concentrated by membrane
filtration over Microcon-30 concentrators (Millipore).
SDS sample buffer was then added and samples were
used for SDS-PAGE.

SDS-PAGE and Western Blotting- SDS-PAGE was
performed as previously described (25) using a 4%
stackmg gel and 9% separating gel Proteins resolved
m SDS-PAGE were then transferred (50 mA, 16 h
Bio-Rad Mini-Trans Blot apparatus) from the gels
onto  mitrocellulose  (GE  Heathcare).  Tyr-
phosphorylation of DORs was assessed using a
monoclonal antibody raised agamst phosphorylated
Tyr (PY99; 1:500; Santa Cruz Biotech.). The amount
of FLAG-DORs present m each sample was
evaluated with antisera directed agamst the FLAG
epitope (anti-FLAG M2 antibody; 1:1000; Sigma-
Aldrich). Horseradish peroxidase-conjugated anti-
mouse secondary antibodies (1:4000; Amersham
Biosciences) and chemiluminescence detection
reagents (GE Healthcare) were used to reveal the
blotted protemns and relative intensities of the labelled
bands were analyzed by densitometric scanning using
MCID (Imaging Research 1Inc). Receptor
phosphorylation was expressed as the ratio between
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phosphorylation and FLAG signals to normalize to
the amount of receptor protein present in each
sample. c-Src polyclonal antibody (SRC2 : sc-18;
Santa Cruz Biotech.) and Geou3 antibody (Sc-262;
Santa Cruz Biotech) were used at a dilution of
1:1000 to determine respectively the amount of total
Sre and of Gou3 proteins that had precipitated along
with DORs, followed by secondary anti-rabbit
horseradish-conjugated  antibodies (1:10000 or
1:40 000; Amersham Biosciences). Total amount of
receptor loaded for each sample was detected by
probing with anti-Flag M2 antibody (1:2000).

Src activation was assessed as previously
described (25), after a 5 min exposure to DPDPE.
Samples were separated mm SDS-PAGE and anti-
phospho-Sre polyclonal antibody (Tyr416; 1:1000;
Cell Signaling) was used to deternune the presence of
activated Src. Total amount of protem loaded was
detected by probing with anti-Sre polyclonal antibody
(SRC2 : 5¢-18; 1:5000; Santa Cruz Biotech ).
cAMP Accunmulation Assays- cAMP accumulation
assays were carried out according to a previously
described protocol (25). Desensitization of DORs
(DES) was achieved by a 30 nmun exposure to DPDPE
(1 pM). Cells were then washed three times m cold
PBS and the efficacy of washing was confirmed by
comparing [H]naltrindole displacement by the cold
ligand m control and DPDPE-treated cells, with no
change in naltrindole Ki. To study the effect of a
pharmacological mhibition of Sre, cells were
pretreated for 1 h with PP2 (20 uM) prior to DPDPE
exposure. For experiments with a recycling nhibitor,
monensin (50 pM) was added together with PP2 (or
vehicle for non-treated cells). For sucrose treatment,
cells were pre-incubated in the presence of 0.4 M
sucrose (2 h) which was mamtained throughout
successive treatment with PP2 (1 h) and DPDPE (30
min). [HJATP and [H]JcAMP were separated by
sequential chromatography on Dowex exchange resin
and alununum oxide colummns and the results were
expressed as the ratio of [SH]CAIVEP.-"[}I-I].A'[P plus
PH]cAMP. Effects of the DOR agonist DPDPE were
expressed as % of change with respect to cAMP
produced m the absence of ligand (values given m
tables). When agonist actions were compared across
different experimental conditions (eg: following
desensitization, sucrose, or monensin treatments)
results were normalized to the effect of DPDPE
observed mn corresponding non-treated control cells
(values in figures).



Internalization Assays- Measurement of surface-
expressed FLAG-tagged DORs and quantification of
receptor internalization was assessed using an ELISA
method adapted from (29,30). Cells were seeded at a
density of 10° cells/well and grown on 24-well
polylysine-coated plates for 48 h. The day of the
experiment, DPDPE (1 pM) or vehicle were
mtroduced in new incubation medium containing
DMEM/hepes 20 mM for the indicated times. When
PP2 (20 puM) or sucrose (0.4 M) were used, these
pre-treatments were respectively mtroduced 1 h and 3
h prior to the agonist. The mternalization reaction
was stopped by addition of cold PBS. After three
PBS washes, cells were fixed for 15 min at 4°C m
paraformaldehyde (3%) and non specific binding was
blocked by incubation with PBS/BSA 1%/CaCl
1ImM at room temperature for 30 min Cells were
subsequently incubated with anti-FLAG M1 antibody
(1:1000; Sigma-Aldrnich) for 1 h at room temperature,
washed three times and incubated with peroxidase-
conjugated (HRP) anti-mouse antibody (1:8000;
Amercham Biosciences) for 30 min After extensive
washing, 200 pL of the HRP substrate o-
phenylenediamine dihydrochloride (SIGMA4 FAST™
OFD, Sigma-Aldrich) was added to each well. The
reaction was allowed to proceed for 8 mun and
stopped using 3N HCL. 200 pL of the nux were then
transferred to a 96-well plate for optical density (OD)
evaluation at 492 nm mn a microplate reader (Victor3;
Perkin Elmer). OD reading corresponded to the
signal generated by receptors at the cell surface. The
amount of surface receptors mternalized following
exposure to DPDPE (1 pM) was calculated by
subtracting OD obtained mn presence of agonist from
the one obtamed in its absence. Results were
expressed as percentage of receptors mitially present
at the membrane accordng to the followm

calculation: 100 x (ODP=-oD*==d)Op®=)
where OD®™ and OD*** correspond to the signal
obtained i presence or absence of DPDPE
respectively. When agomst mternalization was
compared across different experimental conditions
(eg: followng pre-treatment with PP2 and/or
sucrose), results were normalized to DPDPE-induced
mternalization in corresponding non-treated controls.

Surface recovery assay- Recycling of iternalized
receptors back to the plasma membrane was
estimated by an assay which 1s a varnant of the one
described above. Protein synthesis was blocked using
10 pM eycloheximide mtroduced 1 h before a smgle
dose of DPDPE (1 pM; 30 nun) and allowed to
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remain in the medm throughout the duration of the
experiment. The agonist was removed by extensive
washing with DMEM and cells where subsequently
incubated at 37°C for increasing periods of time i an
agomnist-free medimm (DMEM/hepes/cyclohexinide).
In expeniments using PP2 (20 pM) and/or monensin
(50 uM), pre-treatments were mtroduced 1 h prior to
DPDPE exposure. The experiments were stopped by
addition of cold PBS and the steps to label membrane
DORs proceeded as described m the previous
section. The amount of mternalized receptors that
recycled back to the surface was calculated by
subtracting OD of stimulated, non-recovered cells
from the signal generated by those subnutted to
recovery in the absence of agomst for mereasing
periods of time. This difference was then expressed
as a percentage of OD signal lost following exposure
to DPDPE, representing % of mternalized receptors
reaj ing at the membrane - [100 x
(© —OD‘WB“)! EOD"‘“"‘I— oD yhere
oD™¥ and OD correspond to the signal
obtained in presence or absence of DPDPE and OD®
represents the signal obtained after each different
time of recovery. When recovery from agomist
mduced internalization was compared across
different experimental conditions (eg: monensin
and/or PP2 treatment), results were normalized to
recovery that was observed m corresponding
unfreated control cells.

Data Analysis- Statistical analysis and curve fitting
were done using Prism 4 (GraphPad, San Diego,
CA).

RESULTS

Src is released following DOR activation and
participates in receptor desensitization. In a previous
report we showed that Src regulates the duration of
agomust signalling at DORs, suggesting that these
non-receptor Tyr-kinases could participate m ligand-
dependent desensitization of the receptor (25). In
order to better characterize how Src regulates DOR
signalling, we started by assessing functional and
physical imnteractions between the two protems. As
previously observed, DOR agonist DPDPE (1 puM; 5
min) induced Sre stmulation (25), and sensitivity of
this response to PTX established that a functional
G1/o protein was essential for Src activation by DORs
(Figure 1A). Physical mteraction between the two
proteins was examined by measuring the total
amount of Src recovered with immunopurified
FLAG-tagged receptors. Unlike other GPCRs



(B2ARs (31); NK1R (32); AT1Rs (33)) which recruit
Src upon agonist binding, DOR. co-purified with the
kinase in the absence of lLgand (Figure 1B),
suggesting that the proteins coexist within a
preformed complex. Addition of DPDPE (1 uM) to
the ncubation medium mduced rapid destabilization
of this interaction, since approximately 50% of the
DOR-Src complex disappeared within the first 5
minutes of agomist exposure. This rapid
destabilization of the complex was followed by
slower dissociation during the remaining 25 minutes
of agonist treatment (Figure 1B). Agonist-induced
disruption of the complex was not influenced by Sre
activity smce maximal dissociation was not altered
followmng Src mhibition by PP2 (20 pM; 1 h) (Figure
1B). In contrast, this Src blocker abolished DPDPE-
driven Tyr-phosphorylation of DORs (Figure 1C),
mdicating that Src was able to phosphorylate the
receptor (25) despite its rapid dissociation from the
complex. Indeed, phospho-Tyr immunoreactivity of
DORs was significantly increased even at a tune
when DPDPE treatment (30 min) had distupted more
than half of the mitial DOR-Src complex (Figure
1B).

Sre activity and Tyr-phosphorylation of opioid
receptors have been previously shown to influence
opioid receptor mternalization (34,35), but the actual
contribution of this kinase to the regulation of opioid
receptor signalling remams to be fully characterized.
To exammine this issue, we deternuned the effects of a
pharmacological mhibitor and a dominant negative
mutant of Src on agonist-dependent desensitization of
DORs. Receptor signalling was evaluated in cAMP
accumulation assays where acute mcubation with
DPDPE produced a maximal inhibition of 61% £ 2
(n=22, pooled control curves) i cAMP production.
As expected, 30 nunutes pre-treatment with this
agonust (1 pM) diminished 1its subsequent ability to
reduce cAMP production. In particular, DPDPE
potency was reduced by 8 fold (EC5y CTL=4x1vs
ECsy DES = 32 + 2 nM) while maximal minbition
was only 72 % + 10 (n=4) of that observed in parallel
controls (Figure 2A. left panel). However, when
desensitization by DPDPE was assessed in presence
of a concentration of PP2 that blocked Src activation
(Inset figure 2A) and prevented Tyr-phosphorylation
of DORs (Figure 1C), the reduction in DOR
signalling capacity was no longer observed. This is
evidenced by the fact that DORs exposed to DPDPE
m the presence of PP2 mamtained sumilar signalling
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efficacy as non-desensitized receptors (Figure 2A.
right panel).

In order to verify these results, desensitization
experiments were repeated in cells co-transfected
with DORs and a domunant negative (DNM) Src
mutant  (K295R/YS27F) (28) (Figure 2B).
Transfections were optumzed to aclieve simmlar
membrane expression of DORs as in the previous
experimental series, and DNM-Src levels were
fitrated to obtan complete mhibition of the
endogenous kinase (Inset figure 2B). Results
obtamed confirmed that in cells over-expressing
DNM-Sre, the signalling efficacy of desensitized
DORs (DPDPE; 1 puM; 30 mun) was not different
from that of the corresponding non treated controls
(Figure 2B, night panel). In contrast, in cells where
DORs were co-transfected with the empty vector
(pcDNA3) agomst pre-treatment  sigmificantly
reduced subsequent ability of DPDPE to inhibit
cAMP production (Figure 2B, left panel).

Src blockade protects DOR from desensitization
without  modifiing  receptor  internalization.
Internalization contributes to rapid desensitization of
DORs (36) and Src actvity has been mmplicated m
the sequestration of warious GPCRs (33,37),
meluding DORs (34). Thus, 1t was deemed of mterest
to deternune if Src contribution to DOR
desensitization took place wvia modulation of
internalization. To do so, internalization kinetics were
examined m sinular conditions of Src inhibition as
the ones used i the experiments described in the
previous section. In control conditions, DPDPE-
dependent mternalization of DORs was mn reasonable
agreement with previous reports (38,39), displaying a
half-life of 14 nunutes and a maximal sequestration
of 87% = 3 of surface receptors in the first two hours
(Figure 3A). Experiments carried out i the presence
of PP2 or DNM-Src mdicated that neither treatment
mterfered with DOR endocytosis (Figures 3A and B),
despite their prevention of receptor desensitization
(Figure 2).

Maximal improvement of DOR signalling
following  Src  blockade  requires  normal
mternalization. Having  established that Src
contributes to DOR  desensifization without
modifying endocytosts, we then examined whether
the converse was true, ie: if changes in
mternalization could influence regulation of DOR
signalling by Src. DOR mternalization was modified



by two different strategies: a) by using a truncated
mutant (DOR344T; (27)) lacking C-termunal Ser/Thr
residues mvolved m intemalization of full-length
DORs (40,41) and b) by incubating DOR-expressing
cells m hypertonic medium (0.4 M sucrose), known
to inhibit mnternalization by interfering with normal
clathrin polymerization (42). The way in which each
of these strategies modified kmetics of DOR
mnternalization appears m figure 4A Maximal
mternalization was reduced by 30% m truncated
DORs. The effect of sucrose was more severe,
abolishing sequestration for the first ten minutes and
mhibiting 1t by more than 60% for the remamder of
agonist exposure.

To deternune how changes m internalization
mfluenced regulation of DOR signalling by Src, we
recreated same experimental conditions as described
above and reassessed the ability of PP2 (20 pM; 1 h)
to hinder DOR desensitization. Results showed that
the protective effect of the Src blocker was
progressively reduced by treatments that increasmgly
mterfered with mternalization (Figure 4B). Table 1
shows that signalling capacity of truncated DORs and
their sensitivity to desensitization were similar to that
of corresponding wild type controls, as was PP2
ability to re-instate maximal cAMP inlbition m
desensitized DOR344T (Figure 4B; left panel).
However, DPDPE dose-response curves showed that
DOR344T required higher agomist concenfrations
than wild-type DORs (p=0.02; n=4) for the protective
effect of PP2 to become apparent in cAMP assays. In
sucrose-treated cells DOR signalling capacity was
less than that of corresponding wild-type controls, as
was the extent of desensitization caused by agomist
exposure (Table 1). In these circumstances, the
protective effect of PP2 was not only right shifted but
its magnitude was reduced as compared to wild-type
DORs desensitized m the absence of sucrose
(p<0.0001; n=4). Indeed, even 1f Src blockade still
afforded some degree of protection in the presence of
sucrose (Figure 4B. right panel), maximal cAMP
mhibition was less than that observed when PP2 was
used to hamper desensitization of truncated DORs or
sucrose-free, wild-type receptors. It should be noted
that PP2 did not modify receptor endocytosis in
DOR344T-expressing cells nor m sucrose-treated
cells expressing wild-type DORs (Inset figure 4B).

Src conmibutes to DOR desensitization by
interfering with receptor recycling to the membrane.
Results from the previous section showed that
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although Src contribution to desensitization does not
directly rely on its modulation of internalization, a
reduction in sequestration could negatively mfluence
the efficacy of Src mhibitors to protect from
desensitization. This type of behaviour suggested that
Src could be modulating a post-endocytic event.
Previous studies have demonstrated that a small
proportion of internalized DORs are recycled to the
membrane, while the bulk of them are rapidly
trapped in an endocytic compartment from where
they are subsequently targeted for lysosomal
degradation  (16,43). Smce the functional
consequence of this sorting pattern 1s a rapid and
long-lasting reduction in receptor signalling capacity
(44.45) we reasoned that Src contribution to
desensitization could involve controlling sorting of
mternalized DORs. To assess this possibility, we
examined whether PP2 had any effect on membrane
recovery of internalized receptors (Figure S5A).
Control and PP2- treated cells (20 pM; 1 h) were
mcubated with DPDPE (1 pM; 30 mm) in order to
mduce receptor internalization, following which the
agonist was removed and the cells were allowed to
recover for the mdicated tume periods. Exposure to
DPDPE mduced intemalization of 66% * 2 of the
surface receptors both m control and PP2-treated
cells. Consistent with previous reports (22.46). 36%
+ 3 of the internalized receptors recycled back to the
membrane 1n control conditions. Most interestingly,
this recovery was increased by almost 50% in cells
exposed to PP2 (Figure 5A).

While these results confirm Src to be a regulator
of post-endocytic sorting they do not imply that its
participation 1 desensitization relies upon
modulation of recycling. However, if Src were to
participate in desensitization by preventing DOR
recycling, one would expect that mnterfering with the
latter would mhibit the protective effect exerted by
PP2 upon desensitization. Thus, we deternuned
whether PP2-mediated protection would be affected
by monensin, a ionophore that blocks receptor
recycling by trappmg internalized receptors m
endosomes (43.47). At a concentration that reduced
recycling, monensin (50 pM; Inset figure 5B;) did
not modify the signalling capacity of DORs but it
potentiated desensitization (see table 2). Furthermore,
co-application of monensin with PP2 abolished all
protection from desensitization, indicating that the
functional effect of the Src blocker relied upon
modulation of recycling (Figure 5B).



Src activity interferes with the recovery of DOR-
G protein interaction after desensitization. According
to the model of homologous desensitization,
progressive loss of agonist responsiveness imvolves
uncoupling of the receptor from the G protein (48)
while resensitization requires recovery of a
functional, physical link between the two proteins
(13.45). Recycling 15 thought to contribute to this
recovery by allowing internalized receptors to return
to the membrane, making them available for a new
cycle of interaction with their signalling partners (49-
51). Thus, if PP2 enhanced membrane recyclng of
DORs upon agomnist removal (Figure 5A) it should
also improve recovery of DOR-G protein interaction.
In order to examine this issue, FLAG-tagged DORs
were imnmmopurified and the amount of Guo
recovered with the receptor was determied by
western blot analysis. As we had previously reported,
the o13 subtype was sensifive to modulation by
sustamed ligand exposure (52). Indeed, exposure to
DPDPE for increasing periods of fime progressively
decreased the amount of Gou3 recovered with the
receptor, producing about 50% reduction i1 DOR-
o13  mteraction within 30 nunutes of agomist
treatment (Figure 6A). Although this decrease was
not modified by the presence of PP2, the amount of
Gou3 co-punifying with the receptor upon agomist
removal was significantly higher following Src
blockade than m controls (Figure 6B). These results
mdicate that apart from negatively modulating
recycling upon agonist removal, Src activity also
slows down the recovery of DOR interaction with its
cognate G protein (Figure 6B).

DISCUSSION

The results obtained in this study mdicate that the
non-receptor tyrosine kinase Src modulates post-
endocytic trafficking of DORs. In particular, Src
activity inhibits DOR recycling to the plasma
membrane contributing to functional desensitization
of the receptor and interfering with its recovery upon
agonist removal.

Previous reports have shown that
mternalized DORs are predomunantly targeted for
lysosomal degradation while only a discrete number
recycles back to the plasma membrane (16,22).
However, the functional significance of this small
proportion of recycled receptors 1s emphasized by the
fact that recycling inhibitors like monensin not only
potentiate DOR desensitization (Table 2) but prevent
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resensitization upon agomst removal (39). The
particular sorting phenotype of DORs has been
attributed to 1ts prmary sequence, which
predetermines non-covalent interactions of the
receptor  with  cytoplasmic sorting  proteins
(17.24,53). Indeed, DORs possess specific amino
acid sequences that are recognized by lysosomal
targeting proteins such as GASP (17,53) and SNX-1
(Sorting Nexin-1) (24), and at the same time lack the
recycling signal present in other opioid receptors like
MORs (22). By showmg that DOR trafficking 1s
dynamically regulated by Src, our results indicate
that post-endocytic sorting of opioid receptors 1s not
only predetermined by their primary structure.

The remarkable ability of Src mhibitors to
eliminate short-term  desensitization (Figure 2)
confirms a major contribution of fhis tyrosine kinase
m the modulation of DOR signalling efficacy (Audet
et al., 2005). Furthermore, the observation that this
protective effect 1s abolished by using monensin to
mterfere with receptor recycling mndicates that Sre
contribution fo desensitization 15 indeed through
modulation of the recycling process. The alternative
possibility that Src could be regulating membrane
targeting of newly synthesized receptors is unlikely,
since the effect of PP2 on membrane recovery of
DORs was assessed 1n cells whose protein synthesis
had been blocked by cycloheximide. Moreover, the
idea that Src confributes to DOR desensitization
through regulation of a post-endocytic event is also
supported by the observation that suboptunal
mternalization mterfered with protection afforded by
Src blockers. This 1s clearly evidenced m truncated
DORs where a decrease m internalization specifically
reduced PP2 efficiency to protect from
desensitization. Inibition of internalization by
sucrose also mterfered with PP2 protection from
desensitization. However, apart from producing a
decrease m the magnitude of the protective effect of
Sre inhibitors meubation with sucrose reduced DOR
responsiveness to acute agonist exposure. The lafter
observation 1s not swrprising given that sucrose has
been previously shown to mterfere with constitutive
mternalization of DORs (39), a process that
contributes to maintain a steady-state level of active
membrane receptors (54,55). In addition, by
decreasing agonist-induced mternalization by more
than 60%, the overall pool of receptors that 1s
available for recycling and consequently targeted by
Sre 15 also reduced. consistent with the observed
reduction m the absolute magmtude of PP2



protection. It is mnteresting that following a short
period (10 min) of complete inhibition, DOR
sequestration m the presence of sucrose progressively
recovered to reach almost 40% of membrane
receptors. This observation which is mn agreement
with previous reports showing DOR internalization
through a clathrin-ndependent pathway (41) could
provide a substrate for the residual protection by
PP2.

Our results demonstrating that monensin
mhibited both PP2 protection from desensitization
and membrane recycling of DORs are consistent with
the mnotion that Src contributes to DOR
desensitization by mterfering with receptor recycling
and reducing its resensitization in presence of the
agonist. In addition, Src also mterfered with recovery
of DOR signalling potential following agomist
removal. This is clearly illustrated by the ability of
PP2 to enhance recovery of DOR-ocu3 mteraction
once DPDPE had been removed from the incubation
medmum On the other hand, given the ability of PP2
to prevent desensitization by DPDPE, it was quite
surprising to observe that Src blockade during agomist
exposure had no effect on the amount of Gui3
recovered with DORs. This observation could find a
possible explanation m a recent study reporting that
the rate of resensitization was 10 fold faster than
GPCR dephosphorylation at GRK sites (51). Such
results raise the possibility that dissociation of the
receptor from B-arrestin rather than
dephosphorylation could determine its rapid
resensitization. Furthermore, the study also showed
that there was no receptor dephosphorylation in
presence of an agomst (51), mdicating that
dephosphorylation would not be a likely mechanism
whereby recycling would allow to maintain DOR

responsiveness during agonist exposure.
Alternatively, recycling could contribute to
maintaiming  agonist-dependent  signalling by

mereasing the number of P-arrestin-free receptors
available for interaction with the G protein. However,
since being phosphorylated makes the population of
recycled receptors highly susceptible to re-binding -
arrestin (56), their mteraction with G protetns would
be expected to be much more unstable than that of
non-phosphorylated counterparts. Hence, one could
expect that if Src blockade protects from
desensitization via rapid recycling mn presence of the
agonist, it would do so by increasmg the number of
membrane DORs available for G protein interaction
rather than by restoring DOR affimty for the o
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subumt. In such case, the amount of a3 recovered
with imnmmopurified DORs would still be reduced
during agonist exposure despite the ability of Src
blockers to mterfere with desensitization.

Despite therr preferential sorting towards
lysosomal degradation, DORs do not undergo
immediate proteolysis after mternalization (25), and
remain retamed in the endocytic compartment for at
least 60 minutes (16). This behaviour mdicates that
their poor recycling is not a default consequence of
degradation, but the result of a specific sorting event.
In this sense, it is worth considering that the
mteraction site of sorting proteins GASP and SNX-1
on the DOR C-terminus are few amuno acids
downstream of the NPXY sequence (17,24.53).
Given that DOR agomists promote Src-dependent
phosphorylation of the receptor (Figure 1C; (25)) and
since the tyrosine residue within the NPXY domain
has been identified as a major target for tyrosine
kinase activity (57), Sre could influence DOR
trafficking by regulating its interaction with sorting
protems through phosphorylation of DOR Tyr
residues. Alternatively, Src activity could be directed
towards sorting protems themselves. This possibility
i1s consistent with results from the present study
showing destabilization of the DOR-Src complex
upon agonist binding. A plausible substrate for
unbound Sre could be Hrs (Hepatocyte growth
factor-regulated tyrosine kinase substrate) (58).
which has been recently shown to participate in
GPCR recycling and resensitization (59,60). Hence, a
major goal for future study will be to deternune if
and how Sre regulates DOR interaction with each of
these sorting proteins.

An mteresting feature that distinguishes DOR-
Src mteraction from that of other receptors 1s that the
DOR-Src complex 1s formed m a ligand-independent
manner (Figure 1B) while Sre recruitment to f2ARs,
ATIRs, or NKI1Rs is triggered by scaffold formation
following agomust binding (31-33,61). In fact, agonist
binding to DORs elicits an abrupt decline i the
amount of Src recovered with the receptor (= 50%
decrease n the first 5 nun), an observation that 1s
compatible  with  conformational  changes
destabilizing the complex. Although the mteraction
between DORs and Sre is quite different from that of
other GPCRs, 1t 15 highly remuniscent of opioid
receptor interaction with calmodulin, whose
spontaneous and direct association with DORs 1s also
disrupted upon agonist binding (62). Our results do
not allow us to conclude whether Src directly
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FOOTNOTES

The FLAG-tagged mouse DOR and the truncated mutant DOR344T subcloned into the pcDNA3 expression
vector were kindly provided by Dr. M. von Zastrow. The dominant negative mutant form of c-Src was a gift
from Dr. M. Bouvier’s laboratory. These studies were supported by research funds from the Canadian Instifutes
of Health Research and the Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada. E.A L. was funded
by a post-doctoral fellowship from the Fonds de la Recherche en Santé Québec (FRSQ), MP.G. was a
recipient of FRSQ MSc bursary and G.P. holds an FRSQ award for junior researchers.

The abbreviations used are: DOR, Delta Opioid Receptor; PP2, 4-ammo-5-(4-chlorophenyl)-7-(z-
butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine; DPDPE, p-Pen-2,5-enkephalin; MOR, Mu Opioid Receptor; GPCRs, G
Protemn-Coupled Receptors; GRKs, GPCR-kinases; GASP, G protein coupled receptor Associated Sorting
Protein; PTX, pertussis toxin; DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; DNM, Donunant Negative
Mutant; DMSO, dimethyl sulfoxide; ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; OD, optical density;
CTL, control; B2AR, B2-adrenergic receptor; NK1R, neurokimin-1 receptor; AT1Rs, angiotensin II receptor
type 1; ANOVA, analysis of variance; SNX-1, sorting nexing-1.

FIGURES LEGENDS

TABLE 1. Signalling and desensitization in wild-type DORs, fruncated DORs, and wild-type DORs exposed
to sucrose.

cAMP accumulation assays were performed m cells stably expressing wild-type DORs that were exposed to
sucrose (0.4M) or not (CTL), as well as m cells stably expressing similar amount of truncated DOR mutants
(DOR344T). Results are the mean = SEM from at least three experiments carried out m triplicate. For each
condition Emax values represent the % of change with respect to cAMP production in the absence of ligand.

TABLE 2. Effect of monensin on DOR signalling and desensitization.
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cAMP accumulation assays were performed in cells stably expressing wild-type DORs, m the presence or
absence of monensin (50 pM). Results are the mean + SEM from at least three experiments performed in
triplicate. For each condition Emax values represent the % of change with respect to cAMP production i the
absence of ligand.

FIGURE 1. DOR stimulation activates Src and reduces its spontaneous interaction with the receptor.

A. HEK?293 cells stably expressing FLAG-tagged DORs were mcubated overnight in serum-free medium
containing either PTX (100 ng/'mL) or vehicle and exposed to DPDPE (1 pM; 5 nun). Src activation was
assessed as described under “experimental procedures” by measuring phospho-Tyr416 mmunoreactivity.
Results correspond to a representative example carried out at least four times. B. Cells were exposed to PP2 (20
pM; 1 h) or vehicle (DMSO) prior to treatment with DPDPE (1 M) for the indicated time periods. DORs were
mmunopurified as described m the experimental section and DOR-Src mteraction was assessed by
immunoblot, calculating the ratio between Src and FLAG-immunoreactivity present in each sample. Results
represent mean * S EM. of at least six experuments and are expressed as percentage of the basal ratio. C. Cells
were pre-treated with PP2 (20 puM: 1 h) or vehicle prior to treatment with DPDPE (1 puM; 30 min), following
which the receptor was mmunopurified and Tyr-phosphorylation assessed by immunoreactivity. Results
shown correspond to a representative example of five similar experiments.

FIGURE 2. Src contributes to functional desensitization of DORs.

A. HEK293 cells stably expressing DORs were incubated overnight with [*H]adenosine. The day of the
experiment cells were exposed for 1 h to PP2 (20 uM) or vehicle (DMSO) and then submutted (DES) or not
(CTL) to a desensitizing treatment by adding DPDPE (1 pM) for additional 30 min. Following treatment cells
were thoroughly washed and used m cAMP accumulation assays (see experimental procedures) to generate
dose response curves for DPDPE. Results are expressed as % of maximal cAMP inhibition obtamed i non-
desensitized controls and correspond to at least 3 experiments carried out in triplicate. Statistical comparison
between desensitized and non desensitized conditions was assessed using two-way ANOVA. Left panel:
p<0.0001; n=4; Right panel: p=0.7, n= 3. Non-desensitized curves carried out in presence of PP2 were not
significantly different from comresponding controls. Inser: representative example of the effect of PP2 pre-
treatment (20 pM; 1 h) on Sre activation by DPDPE, measured by Phospho-Src imnmmoreactivity. B. HEK293
cells were transiently transfected with DOR/pcDNA3 or DOR/DNM-Src and cAMP assays were performed
48h after transfection. Desensitization, expression of results and statistical analysis as m A. Left panel:
p=0.0002; n=5. Right panel: p=0.7; n=5. Non-desensitized curves carried out m DOR/pcDNA3 and
DOR/DNM-Src were not significantly different from one another. Inser: representative example of the effect of
DNM-Sre overexpression on Sre activation by DPDPE, measured by Phospho-Sre immumnoreactivity.

FIGURE 3. Conditions of Src blockade that protect from desensitization do not modify DOR internalization.
Internalization of surface receptors was measured following incubation with DPDPE (1 pM) for the indicated
periods of time. Presence of DORs at cell surface was measured by ELISA as explamed in “experimental
procedures”. Results are expressed as % of maximal internalization observed in corresponding controls and
represent mean = S.EM. of seven mdependent experiments carried out i triplicate. A. DOR mternalization
was assessed mn cells stably expressing wild-type DORs, following exposure to PP2 (20 pM; 1h) or vehicle
(DMSO). Curves carried out in presence of PP2 were not significantly different from control curves (CTL). B.
DOR internalization was assessed m transiently transfected cells expressing DOR/pcDNA3 or DOR/DNM-Sre.
Curves obtained with DOR/pcDNA3 were not sigmificantly different from those obtamned with DOR/DNM-
Sre.

FIGURE 4.

Muaximal improvement of DOR signalling following Src blockade requires normal internalization.

A. Internalization of surface receptors by DPDPE (1 pM) was measured m cells stably expressing wild-type
DORs that were exposed or not to sucrose (0.4 M) as well as in cells stably expressing simular amount of
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tnmcated DOR mutants (DOR344T). Internalization assays were performed as i figure 3 and results were
expressed as % of maximal internalization observed for wild-type DORs not treated with sucrose (CTL).
Values correspond to mean £ SEM. from at least four independent experiments carried out in triplicate.
Statistical differences between curves were established by two-way ANOVA. CTL vs DOR344T: p<i0.0001,
1=5; CTL vs Sucrose: p<0.0001; n=4. B. The effect of PP2 pre-treatment (20 pM; 1 h) on DPDPE-dependent
desensitization (1 pM; 30 muin) was assessed in truncated DORs (DOR344T) (left panel) and m wild-type
DORs that were exposed to sucrose (0.4 M) for the length of the experiment (right panel). cAMP accumulation
assays were performed as m figure 2. Results are expressed as % of maximal cAMP inhibition obtamned in
corresponding naive, wild-type controls, and represent values of at least four experiments carred out
triplicate. Statistical comparison between dose response curves for DPDPE in cells desensitized m the presence
of PP2 or vehicle was done by two-way ANOVA. Left panel: DOR344T DES vs DOR344T DES + PP2:
p=0.01; n=4; Right panel: Sucrose DES vs sucrose DES + PP2 p=0.03; n=6. Thin lines superimposed on each
graph correspond to dose response curves obtained in wild-type DORs not exposed to sucrose following
desensitization mn the absence (dashed line) or presence (full line) of PP2. Jnser: representative example of the
effect of PP2 on intemalization of DOR344T and on wild-type DORs that were exposed fo sucrose. Results
were expressed as % of maximal mternalization observed in wild-type, untreated DORs.

FIGURE 5.

Sre contributes to DOR desensitization by interfering with recepior recycling fo the membrane. A. HEK293
cells stably expressing wild-type DORs were mcubated with PP2 (20 pM; 1 h) or vehicle (DMSO) prior to
DPDPE exposure (1 uM: 30 nun) m order to induce mtemalization. The agonist was then removed and cells
allowed to recover for the idicated time periods before membrane receptors were assessed usmg an ELISA-
based method described m the expermmental section. The assays were conducted in the presence of
cycloheximide to block protein synthesis. Results are expressed as % of maximal recovery of mternalized
receptor obtamed in control cells. The data represent mean * SEM. from seven imdependent experiments
carried out in triplicate. Statistical comparison between curves (CTL vs PP2) was assessed using two-way
ANOVA (p<0.0001; n=7). B. The effect of PP2 on desensitization of wild-type DORs was assessed as mn
previous figures with the experiment being conducted in the presence of monensm (50 uM). Results are
expressed as % of maximal cAMP inhibition obtained m non-desensitized, non monensin-treated controls and
correspond to three experiments carried out m triplicate. Statistical comparison of DPDPE dose response
curves obtained from cells desensitized in presence or absence of PP2 was carried out using two-way ANOVA.
DES + monensmn vs PP2 DES + monensin: p=0.2; n=3. Inset: representative example of DOR membrane
recovery in presence or absence of monensin. Experiments were carried out as in A. and results are expressed
as % of maximal recovery of mternalized receptor i cells that were not exposed to monensin.

FIGURE 6.

Sre activity interferes with recovery of DOR-G protein interaction upon agonist removal. A. HEK293 cells
expressing FLAG-tagged DORs were exposed to DPDPE (1 uM) for the indicated periods of time prior to
DOR. mmunopurification. The purification product was then separated by electrophoresis SDS-PAGE and
subject to successive western blot analyses using anti-ou3 and anti-FLAG antibody. DOR-«i13 interaction was
assessed by calculating the ratio between ci3 and FLAG-immunoreactivity present in each sample. Results
were expressed as percentage of ct13/FLAG ratio obtained i basal conditions and represent mean * SEM. of
at least four experiments. B. Recovery of DOR-ci3 mteraction after desensitization (DES) by DPDPE (1 pM,
30 mun) was assessed by monitormg the amount of Geu3 co-purified with DORs following removal of the
desensitizing agomst at the indicated times (recovery 30 nun and 1 h). Results represent mean = SEM. of at
least four experiments and are expressed as percentage of ci3/FLAG ratio obtained in non-desensitized cells.
Statistical comparison of recovery values in presence or absence of PP2 was performed using a two-way
ANOVA and p values appear in the figure. Differences between c13/FLAG ratio n desensitized vs recovery
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conditions within each group were established by one-way ANOVA followed by Neumann-Keuls post-hoc test
(* p<0.05).
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TABLE 1
CTL DES
) N ) I Two-way ANOVA
ECs (M) Emax (% of inhibition) ECsp(nM) Emax (% of inhibition) CTL vs DES
CTL(n=T) 55+14 640+28 318215 425+324 p=<0.0001
DOR344T (n=0) 50:14 60527 197227 430+61 p=0.0045
Sucrose (n=3) 74531 422£71* 534218 332£32 p=0.0280
* two—way ANCVA CTL vs sucrose - p=0.0007, n=3
TABLE?2
CTL DES
) N ) I Two-way ANOVA
ECxy (nM) Emax (% of inhibition) ECsg(nM) Emax (% of inhibition) CTL vs DES
CTL (n=5) 17212 0617 128212 64715 p<0.0001
Monensin (n=3) 54=186 75845 125213 515+18" p<0.0001

* two-way ANOVA CTL DES vs monensin DES © p=0.0001
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