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Résume

Les opiacés figurent parmi les analgésiques les plus puissants pour le traitement
des douleurs sévéres. Les agonistes du DOR (récepteur delta opiacé) induisent
moins d'effets secondaires que ceux du mu, ce qui les rend une cible d'intérét
pour le traitement des douleurs chroniques. Cependant, ils induisent la tolérance
a l'analgésie. Des hypotheses récentes proposent que le potentiel des drogues a
induire la tolérance soit la conséquence de la stabilisation de différentes
conformations du récepteur induites par la liaison avec différents ligands,
chacune ayant différentes propriétés de trafic. Dans ce contexte, nous avons
déterminé si différents ligands du DOR différaient dans leur capacité a induire
la signalisation et le trafic du récepteur. Nos résultats indiquent que DPDPE et
SNC-80 sont les drogues les plus efficaces a inhiber la production d’AMPc,
suivis par UFP-512, morphine et TIPP. DPDPE et SNC-80 induisent a eux
seuls I’internalisation du DOR dans les cellules HEK-293 de fagon dépendante
de la B-arrestine mais pas de la GRK2 ni PKC. Ces deux drogues induisent
¢galement 1’internalisation du DOR dans les neurones corticaux et c’est
seulement le DPDPE qui permet au DOR de regagner la membrane des cellules
HEK-293 et des neurones apres récupération. Cette capacité de recyclage était
suggérée comme un mécanisme protégeant contre la survenue de la tolérance.
Ces observations indiquent que le DOR peut subir différentes régulations en
fonction du ligand lui étant associ¢. Cette propriété de sélectivité fonctionnelle
des ligands pourrait étre utile pour le développement de nouveaux opiacés ayant

une activité analgésique plus durable.

Mots-clés : récepteur delta opiacé, signalisation, internalisation, recyclage,

analgésie, tolérance, sélectivité fonctionnelle.



Abstract

Opiates are among the most powerful painkillers to treat severe pain. Delta
opioid receptor (DOR) agonists induce fewer side effectsthan mu opioid
receptor agonists, which makes them a target of interest for the treatment of
chronic pain. However, they induce tolerance to analgesia. Recent hypotheses
suggest that drugs tolerance isthe result of stabilization of ligand-specific
conformations of the receptor, with distinct traffic properties such as
internalization and/or recycling. In  this context, we determined whether
different DOR ligands differed with respect to their ability to induce signaling
and receptor trafficking. Our results indicate that DPDPE and SNC-80 are
the most effective drugs to inhibit the production of cAMP, followed by UFP-
512, morphine and TIPP. Only DPDPE and SNC-80 manage to induce DOR
internalization in HEK-293 cells. This effect is dependent on -
arrestin but not on GRK2 or PKC. Of these two internalizing agonists,
only DPDPE allows the DOR to recycle back tothe membrane of HEK-293
cells after recovery. DPDPE and SNC-80 also trigger similar DOR
internalization in cortical neurons, and as observed in HEK293 cells only
DPDPE allowed the receptor to recycle back to the membrane. This recycling
capacity was suggested as a mechanism to protect against the onset of
tolerance. These observations indicate thatthe DOR can undergo different
regulations depending on the ligand bound to it. This property of functional
selectivity of DOR ligands could be useful for the development of new opiates

with longer lasting analgesic properties.

Keywords : delta opioid receptor, signaling, internalization, recycling,

analgesia, tolerance, functional selectivity.
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Introduction

1. Récepteurs opioides et analgésiques opiacés :
1.1. Circuits de la douleur :

L'I.A.S.P (International Association for Study of Pain) propose de définir la douleur comme
« Une expérience subjective sensorielle et émotionnelle désagréable associée a un
dommage tissulaire présent ou potentiel, ou décrite en terme d'un tel dommage ». Cette
définition est également retenue par 1'0.M.S (Organisation Mondiale de la Santé) (28).
Habituellement, elle correspond a un signal d'alarme de l'organisme pour signifier une

remise en cause de son intégrité physique (146).

Il existe 3 grands mécanismes de genese de la douleur : la douleur de nociception ou
douleur nociceptive résultant de 1ésions des tissus périphériques, qui provoquent un influx
douloureux transmis par le systéme nerveux intact, la douleur neurogeéne due a des 1ésions
du systéme nerveux, que ce soit au niveau périphérique (2 la suite d'une amputation, de la
section d'un nerf, d'un zona, d'une neuropathie diabétique ou alcoolique...) ou central (apres
un traumatisme médullaire, un infarctus cérébral...) et la finalement la douleur psychogéne :
elle existe en l'absence de Iésion et ces manifestations douloureuses sont liées a la
somatisation des problémes psychologiques, psychiques ou sociaux de l'individu. On va
surtout s’intéresser au premier type de douleur : la douleur de nociception. En effet, la
nociception est le processus par lequel les stimuli thermiques, mécaniques ou chimiques
sont détectés par une sous-population de fibres nerveuses périphériques, appelés
nocicepteurs (141). Les corps cellulaires des nocicepteurs sont localisés dans les ganglions
de la racine dorsale pour le corps et le ganglion de Gasser pour le visage, et ont tous deux
une branche axonale périphérique et centrale qui innerve les organes cibles et la moelle
épiniére, respectivement. Les nocicepteurs sont excités uniquement lorsque ’intensité du
stimulus atteint une valeur seuil, ce qui suggere qu'ils possédent des propriétés
biophysiques et moléculaires qui leur permettent de détecter et de réagir sélectivement a
des stimuli potentiellement nocifs. Il y a deux grandes classes de nocicepteurs : les fibres
Ad et les fibres C. Les fibres Ad sont my¢linisées, de diametre moyen et interviennent dans
la premicre douleur, c’est-a-dire la douleur aigué, rapide et localisée. Ces afférences
my¢linisées différent des fibres AB de plus grand diamétre, de conduction rapide et qui

répondent a une stimulation mécanique inoffensive (toucher léger par exemple). La
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deuxiéme classe de nocicepteurs comprend les fibres C non my¢linisées, de petit diamétre

et qui véhiculent la douleur secondaire, lente et moins bien localisée (19).

Ces fibres primaires afférentes se projettent dans la corne dorsale de la moelle épiniere, qui
est organisée en couches distinctes anatomiquement et électrophysiologiquement (364). Par
exemple, les fibres Ad se projettent au lamina I ainsi que dans la corne dorsale profonde
(lamina V). Les afférences AB se projettent dans les lamelles profondes (III, IV et V). En
revanche, les nocicepteurs C iront plus superficiellement aux laminas I et II (19) Les
neurones des laminas I et V constituent la principale efférence de la corne dorsale vers le
cerveau (141). Ces neurones sont a l'origine de multiples voies ascendantes, y compris les
voies spinothalamiques et spinoreticulothalamiques, qui portent des messages nociceptifs
au thalamus et au tronc cérébral, respectivement. La voie spinothalamique est
particuliérement pertinente pour 1’aspect sensori-discriminatif de 1'expérience de la douleur
(ou est le stimulus et quelle est son intensité), alors que la voie spinoreticulothalamique est
plus pertinente dans les douleurs mal localisées. A partir du tronc cérébral et du thalamus,
l'information atteint les structures corticales. Il n'y a aucune région spécifique du cerveau
contrdlant la douleur (5). En effet, la douleur résulte de l'activation de différentes
structures, dont certaines sont plus associées avec les propriétés sensori-discriminatives
(telles que le cortex somato-sensoriel) et d'autres avec les aspects émotionnels (comme le
gyrus cingulaire antérieur et le cortex insulaire).

La perception douloureuse ne découle pas seulement de I'activation des voies nociceptives
ascendantes mais d'un véritable dialogue de celles-ci avec les différentes voies
descendantes de controle de cette douleur par I’intermédiaire des interneurones présents
dans la corne dorsale (265). Le cortex, le thalamus et le tronc cérébral incluant la substance
grise péri-aqueducale, le noyau du raphé et le locus coeruléus (LC) y sont impliqués. La
sérotonine et la noradrénaline jouent un rdéle prépondérant dans ces controles (280). Les
endomorphines et d'autres peptides sont aussi impliqués dans ces mécanismes (7) (figure
1).

Ces différentes voies nociceptives, citées ci-dessus, transmettent I'information du stimulus
nociceptif grace a des mécanismes électro-biochimiques faisant intervenir de nombreuses
molécules et acides aminés. Ces éléments comprennent les stimuli chimiques, les
neurotransmetteurs des afférences sensitives primaires, les récepteurs et leurs ligands

correspondants, les protéines intracellulaires et finalement les canaux ioniques (figure 1).
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Figure 1. Perception et contrdle de la douleur

Quelle que soit la nature du stimulus nocicepteur (mécanique, thermique, chimique ...), il doit étre de forte
intensité, c'est-a-dire supraliminaire ou supérieur au seuil de déclenchement de la réponse (1) et capable de
nuire a l'intégrité de l'organisme. Dans l'organe concerné (peau, viscére, articulation, muscle), le stimulus
nocicepteur provoque l'apparition d'une zone 1ésée. La taille et la réactivité de cette zone dépend directement
de l'intensité du stimulus et va définir l'intensité et la durée de la réponse. Une réaction inflammatoire (2) se
développe : les cellules abimées libérent des substances algésiogénes : histamine, sérotonine, prostaglandines,
bradykinine (3), entre autres. Ces substances sécrétées se fixent (4) sur des nocicepteurs qui élaborent (5) un
PA (potentiel d'action). Cet influx nerveux se propage le long du neurone sensitif (6). La transduction est un
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phénomeéne qui se produit au niveau d'un site de transduction, localisé sur l'extrémité d'une dendrite d'un
neurone sensitif. Le corps cellulaire du neurone sensitif (6) est dans le ganglion spinal (7) c'est-a-dire dans le
renflement présent sur la racine postérieure sensitive du nerf rachidien qui aboutit a la moelle épiniere.
L'arborisation terminale arrive dans la substance grise de la CDME (corne dorsale de la moelle épiniére); ce
contact est représenté agrandi dans le cercle en haut et & droite du schéma. Dans l'arborisation terminale, les
potentiels d'action provoquent la libération d'un neurotransmetteur de la douleur dans la fente synaptique :
la substance P (8) et (9), mais aussi d'autres substances comme le glutamate (acide aminé). La morphine
agirait en bloquant l'exocytose de cette substance. Le neurone nociceptif postsynaptique médullaire posséde
sur sa membrane des récepteurs spécifiques au glutamate et a la substance P. Le neurone unipolaire (la fibre
C) se divise en deux et présente donc 2 synapses : (8) et (9) a gauche dans l'agrandissement. L'une (S1) vient
au contact d'un neurone postsynaptique médullaire (8), c'est-a-dire d'un neurone qui parcourt la moelle
épiniére. L'autre synapse (S2) communique avec un interneurone (9) inhibiteur (-) dont les terminaisons
axoniques sécrétent un autre neurotransmetteur (10) : c'est une morphine endogéne ou endomorphine. Dans ce
groupe de molécules, on trouve les endorphines, les dynorphines et les enképhalines. Elles se fixent sur des
récepteurs particuliers, appelés récepteurs opioides (11). Ces molécules imitent l'action de la morphine, car
leur structure est partiellement semblable. L'enképhaline sécrétée par 'arborisation terminale de l'interneurone
inhibiteur, se fixe sur des récepteurs opioides du neurone bipolaire S3. Le résultat est que S1 ne peut plus
libérer la substance P et le glutamate : le message de douleur est arrété (ou modulé). Une enképhalinase,
enzyme naturellement présente dans la fente synaptique, détruit rapidement I'enképhaline. Une fibre nerveuse
atteint la zone de la sensibilité générale (15). La premiere étape de la discrimination concerne la localisation
et I’identification (nature, intensité) du stimulus douloureux. Une deuxiéme fibre arrive au niveau du cortex
frontal (16) o se fait la 2°™ étape de la discrimination motivo-affective (17). C’est ce qui fait que des
individus vont réagir différemment a une méme douleur, car le cortex frontal prend en compte les facteurs
émotionnels : peur, anxiété, etc. Les PA venant de ces deux zones corticales se rejoignent (18) au niveau de la
zone (aire) motrice. Il en résulte un PA moteur (19) qui quitte le cerveau par une fibre motrice descendante,
en rouge sur le schéma. La fibre motrice efférente (c'est-a-dire qui part des centres nerveux vers les organes
périphériques) parcourt la moelle épiniére et sort au niveau concerné par une racine ventrale (donc motrice et
sans ganglion spinal) d’un nerf rachidien (20). Elle est reliée a un organe effecteur (muscle, glande, par
ex.) (21). Les réactions peuvent étre trés variées : mouvement réflexe, fuite, sueur, décharge d’adrénaline.
Contrdle de la douleur au niveau périphérique : c’est au niveau des 1ésions (2) que se fait ’action de certains
médicaments comme 1’aspirine (acide acétylsalicylique), le paracétamol, les AINS (anti-inflammatoires non
stéroidiens). Ces molécules limitent ou empéchent la sécrétion des prostaglandines (3). Il en résulte une
diminution ou une suppression des PA (6) et donc de la douleur. Au niveau central, la morphine et les
molécules assimilées présentent une similitude de forme avec I’enképhaline. Elles vont donc se fixer sur les
récepteurs  opioides (11) et  empécher la  libération de substance P au niveau Sl
(http://georges.dolisi.free.fr/Ladouleur/Douleur.htm) (130).

1.2. Systéme opioide :
1.2.1. Historique :
La découverte du systeme opioide découle de l'utilisation et I'abus de 'opium dans 1'histoire
ancienne. L'opium, extrait de graines de pavot (Papaver somniferum), posséde de
puissantes propriétés analgésiques et produit I'euphorie. Cette substance a été utilisée pour
des fins médicales et récréatives pendant plusieurs millénaires. La morphine est I'ingrédient
le plus actif de I'opium. Le composé a été isolé en 1805 et devient rapidement le traitement
clinique de choix pour soulager la douleur sévere. L'héroine a été synthétisée chimiquement
par diacétylation de la morphine dans les années 1800 et a été commercialisée comme la
premicre drogue opiacée non addictive pour traiter la toux et I'asthme. Les fortes propriétés
addictives de I'héroine ont été rapidement reconnues, et I'héroine et I'opium ont été interdits

en 1910. Aujourd'hui la morphine reste le meilleur antidouleur dans la médecine
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contemporaine, en dépit d'un large éventail d'effets indésirables (dépression respiratoire,
constipation, tolérance et dépendance). L'héroine est une drogue illicite d'abus, et la
dépendance a I’héroine représente un enjeu majeur de santé publique. En raison de leurs
puissantes propriétés analgésiques et addictives, les opiacés ont fait 1’objet de plusieurs
recherches scientifiques afin de comprendre leur mode d'action dans le cerveau et
d’optimiser leur utilisation. En 1973, trois équipes indépendantes ont montré que les
opiacés se lient a des récepteurs membranaires dans le cerveau, et ces récepteurs ont été
nommés L, & et Kk quelques années plus tard (153). En 1975, deux pentapeptides, Met-et
Leu-enképhaline ont été isolés comme les premiers ligands endogeénes de ces récepteurs
(153). De nombreux peptides ont suivi, formant la famille des peptides opioides. Trois
genes distincts codant pour les peptides ont été isolées dans les années 1970 et début 1980,
trois autres genes codant pour les récepteurs ont été clonés. Dans le milieu des années 1990,
l'ensemble du systéme opioide endogene a été caractérisé au niveau moléculaire (153).

1.2.2. Composantes moléculaires du systéme opioide :
1.2.2.1. Les peptides :
Le systéme opioide endogene est constitué¢ de trois genes précurseurs de peptides opioides
qui sont ensuite clivés en peptides plus courts (154). Tous les peptides opioides partagent
une séquence N-terminale (Tyr-Gly-Gly-Phe), qui interagit avec les récepteurs opioides. Le
gene codant pour la préproenképhaline produit plusieurs copies du pentapeptide Met-
enképhaline et une copie de la Leu-enképhaline. Ce géne encode également des copies plus
longues de Met-enképhaline. Notamment, le peptide opioide bam22, active les récepteurs
opioides via sa séquence N-terminale tout en activant une autre famille de récepteurs
sensoriels connus sous le nom de sensory neuron-specific (SNS) receptors via sa partie C-
terminale. Le geéne de la préprodynorphine code également pour plusieurs peptides
opioides, y compris la dynorphine A, dynorphine B, et la néo-endorphine. Les peptides
dérivés de la préprodynorphine contiennent tous la séquence N-terminale de la Leu-
enképhaline et des résidus d'acides aminés basiques dans leur extrémité C-terminale. Enfin,
le géne de la préproopioimélanocortine code pour un seul peptide opioide : la B-endorphine,
parmi d’autres peptides présentant une activité biologique non opioide. La B-endorphine est
le plus long peptide opioide (31 acides aminés) et démontre des propriétés analgésiques tres

puissantes et de longue durée (153, 154) (figure 2).
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Figure 2. Peptides précurseurs des opioides endogenes

Les ligands endogeénes des récepteurs opioidergiques sont des peptides qui dérivent de peptides précurseurs
plus gros par clivage enzymatique. La proenképhaline et la prodynorphine sont spécifiques des opiacés alors
que la pro-opiomélanocortine (POMC) est aussi le précurseur de la MSH (Melanocyte Stimulating Hormone),
de la lipotropine (LPH) et de la corticotrophine (ACTH). En cas d’insuffisance surrénalienne périphérique et
donc de levée du rétrocontrole négatif exercé par le cortisol, I’augmentation de la production d’ACTH a pour
origine une majoration de la production de POMC conduisant simultanément a I’activation de la synthése de
la B-endorphine ainsi que des trois formes de la MSH (Faculté de Médecine de Strasbourg, Module de
Pharmacologie Clinique DCEM3 2005/2006 « Les analgésiques centraux » - L. Monassier - Mise a jour :
janvier 2005) (131).

1.2.2.2. Les récepteurs

Les récepteurs opioides sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires qui
appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Cette
famille comprend plusieurs centaines de membres au sein du génome des mammiferes. Les
récepteurs opioides L, & et k constituent une sous-famille des GPCR, avec un quatriéme
membre correspondant au récepteur orphanine FQ / nociceptine. Ce dernier et ses ligands
endogénes présentent une forte homologie de structure avec les récepteurs et peptides
opioides. Toutefois, le récepteur ne lie pas les opiacés et le peptide orphanine FQ /

nociceptine ne démontre aucune affinité envers les récepteurs 1, d ou k. Les quatre génes
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codant pour les récepteurs opioides présentent une organisation génomique semblable, avec
des jonctions intron-exon conservées. Ces génes ont été caractérisés a travers les vertébrés,
mais n’ont pas pu étre identifiés plus tot dans 1'évolution. Les quatre génes sont appelés a
Oprml (p), Oprdl (8), Oprkl (x), et Oprll (orphanine FQ / nociceptine). Ces récepteurs
sont classiquement appelés MOR (récepteur opioide p), DOR (récepteur opioide d), KOR
(récepteur opioide «), et ORL-1 (opioid receptor like-1), respectivement, a travers la
littérature. Une nouvelle nomenclature des MOP (p), DOP (3), KOP (k) et NOP (orphanine
FQ / nociceptine) a été récemment proposée par 'union internationale de pharmacologie
fondamentale et clinique (IUPHAR) pour unifier les abréviations des récepteurs.
L’enképhaline et la B-endorphine ont une plus forte affinité pour les MOR et DOR, et la
dynorphine a une plus forte affinité pour les KOR (153). Beaucoup de polymorphismes
nucléotidiques ont été¢ identifiés dans les séquences codantes et régulatrices des geénes
humains des récepteurs opioides, et de grandes études génétiques sont en cours pour
associer ces phénotypes avec des maladies neurologiques ou psychiatriques.

Ces récepteurs sont largement distribués dans tout le systéme nerveux (systeme limbique,
voies nociceptives, axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien) et régulent plusieurs
fonctions physiologiques, y compris la douleur, le stress, la récompense, la motivation,
I’humeur (203) et autres fonctions autonomiques comme la respiration, la thermorégulation,
la motilité gastrointestinale. Ils modulent aussi la réponse immunitaire (151).

Les récepteurs opioides constituent les principales cibles pour les médicaments opioides.
En raison de leur fort potentiel thérapeutique pour le traitement des douleurs séveres, ces
composés ont été étudiés pendant plusieurs décennies et des milliers de nouveaux dérivés
synthétiques ont ét¢ développés. Ces efforts ont vis¢ a augmenter la sélectivité¢ des
agonistes ou antagonistes envers les récepteurs opioides i, d ou et k, avec l'espoir que 1'on
pouvait distinguer les événements biologiques médiés par chaque type de récepteur et de
déterminer si 1’effet thérapeutique et les effets indésirables des opioides pourraient étre
dissociés (153). Ces études ont montré que chaque récepteur avait une distribution
spécifique dans le systéme nerveux central (17), dont certaines régions exprimant les trois
types de récepteurs (striatum et la corne dorsale de la moelle épiniere), mais pas
nécessairement dans les mémes neurones, et d'autres régions présentant préférentiellement
un seul type de récepteur (noyaux thalamiques pour le récepteur p ou le claustrum pour le
récepteur k). Des études par hybridation in situ au niveau du SNC du rat ont démontré que

I’ARNm du MOR était essentiellement localisé¢ dans le bulbe olfactif, le noyau caudé-
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putamen, le noyau accumbens, les noyaux thalamiques, 1'hippocampe, I'amygdale, ’aire
préoptique, le noyau du raphé, le LC, le noyau du tractus solitaire, la moelle épiniére et les
ganglions de la racine dorsale (198). En revanche, les ARNm du KOR ont été exprimés
dans 1'hippocampe, y compris le gyrus dentelé, 1'hypothalamus et certains noyaux
thalamiques et également dans le cortex, le noyau caudé putamen, le tubercule olfactif, le
claustrum, ’amygdale, la substance noire, I’aire tegmentaire ventral, le noyau accumbens,
la moelle épinicre et les ganglions de la racine dorsale. L'ARNm du DOR a été
principalement retrouvé dans le cortex cérébral, le tubercule et bulbe olfactif,
I’hippocampe, 1’amygdale, I’hypothalamus, le noyau caudé putamen, les noyaux pontiques
et réticulaires, le noyau accumbens, la moelle €épiniére et les ganglions de la racine dorsale
(94). Chez I’humain, une étude d’histochimie du cerveau en postmortem par hybridation in
situ au 33P démontre une distribution de ’ARNm du MOR et du KOR dans le striatum, le
thalamus, I'hypothalamus, le cortex cérébral, le cervelet et certaines zones du tronc cérébral
et de la moelle épiniére. Le DOR était surtout retrouvé au niveau du cortex cérébral avec
une localisation modérée au niveau de I’hippocampe et du noyau pontique et une faible

apparition dans le striatum, le thalamus et I’hypothalamus (232) (tableau I).
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Tableau I. Distribution des récepteurs opioides au niveau du systeéme nerveux chez le rat et

I’humain
MOR DOR KOR
Rat bulbe olfactif, | cortex cérébral, | hippocampe, y
noyau caudé¢- | tubercule et bulbe | compris le gyrus
putamen, noyau | olfactif, dentelé,
accumbens, noyaux | hippocampe, hypothalamus,
thalamiques, amygdale, certains noyaux
hippocampe, hypothalamus, thalamiques, cortex,
amygdale, aire | noyau caudé | noyau caudé
préoptique, noyau | putamen, noyaux | putamen, tubercule
du raphé, LC, noyau | pontiques et | olfactif, claustrum,
du tractus solitaire, | réticulaires, noyau | amygdale,
moelle épiniére, | accumbens, moelle | substance noire, aire
ganglions de la | épinic¢re, ganglions | tegmentaire ventral,
racine dorsale de la racine dorsale | noyau accumbens,
moelle épiniére,
ganglions de la
racine dorsale
Humain striatum, thalamus, | cortex cérébral, | striatum, thalamus,
hypothalamus, hippocampe, noyau | hypothalamus,
cortex cérébral, | pontique, striatum, | cortex cérébral,
cervelet, certaines | thalamus, cervelet, certaines
zones du tronc | hypothalamus zones du  tronc
cérébral et de la cérébral et de la
moelle épinicre. moelle épinicre.

Une autre équipe, a démontré au niveau du cerveau du cochon de Guinée par
autoradiographie et en utilisant la liaison au GTPyS une fois le récepteur stimulé par
I’agoniste spécifique, une distribution des RO semblable a celle retrouvée dans le SNC des
rats (273). Cette étude a démontré que la distribution des récepteurs opioides est compatible
avec leurs fonctions connues. La présence des récepteurs opioides dans le noyau
accumbens et le cortex est compatible avec les effets de récompense des opioides (17, 304).
La localisation de tous les récepteurs opioides dans l'hypothalamus refléte les actions
neuroendocrines, dont la thermorégulation, I'homéostasie des fluides et la synthése
d’hormones (175, 112). Leurs niveaux ¢élevés dans le mésencéphale, la protubérance et le
bulbe rachidien sont compatibles avec les effets connus des opiacés sur la nociception (120,
186, 86) et la fonction cardiovasculaire et respiratoire (71, 20, 116, 235). Au niveau de

I’hippocampe, les RO contrdlent les processus de cognition comme [’apprentissage et la
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mémoire. Cependant, chaque récepteur est aussi impliqué dans une fonction distincte et a
un degré différent (282). Globalement, il semble que les agonistes du récepteur p présentent
la meilleure activité antinociceptive, mais aussi le plus grand potentiel d'abus, que les
agonistes des récepteurs o pourraient présenter un potentiel moins addictif, tout en ayant
une activité analgésique moindre, et enfin, que l'utilisation des agonistes du récepteur k
pour le traitement de la douleur devrait étre limité a la périphérie en raison des fortes
propriétés dysphoriques de ces composés (perturbations de 1'humeur caractérisées par un
sentiment déplaisant et dérangeant de tristesse, d'anxiété, de tension et d'irritabilité) (151).
Les récepteurs & sont moins directement impliqués dans le contréle hédonique (li¢ au
plaisir). Tres distincts des récepteurs p et k, les récepteurs o régulent les réponses
émotionnelles et montrent une activité anxiolytique et antidépressive. Cette fonction
spécifique des récepteurs o est maintenant confirmée tant par I’inactivation du géne codant
pour le DOR et des études pharmacologiques utilisant le SNC-80, le seul composé que 1’on
peut administrer par voie systémique avec une spécificité accrue envers le DOR.
L’inactivation du géne codant pour le MOR, quant a elle, produit I’effet contraire, en
diminuant le taux de stress psychologique et de réactivité émotionnelle, confirmant 1’effet
anxiogene induit par le MOR et ses ligands (159). Les souris déficientes en MOR, DOR et
KOR démontrent toutes une sensibilité accrue a la douleur. Cela indique que les trois
récepteurs activés par les peptides opioides endogeénes inhibent les réponses nociceptives.
Visiblement, les phénotypes des souris mutantes différent selon les modeles de douleur.
Dans les modéles de douleur physiologique ou aigué, les récepteurs p modulent la
nociception mécanique, chimique et thermique contrdlée au niveau supra spinal, tandis que
les KOR modulent la nociception thermique a médiation spinale et la douleur viscérale.
Encore une fois, les DOR different des MOR et des KOR dans le sens qu'ils n’interviennent
pas dans la douleur aigué€. En revanche, il existe des preuves du role des DOR dans la
réduction de 1'hyperalgésie dans des situations de douleur inflammatoire et neuropathique.
Ces données, combinées a de nombreuses études pharmacologiques, démontrent clairement
un role spécifique de chaque récepteur dans la régulation de la douleur (153).
Les récepteurs opioides ont été aussi retrouvés en périphérie : sur les terminaisons
périphériques des nerfs sensoriels de la synovie chez I’homme (215, 283), sur les fibres
nerveuses dermiques et épidermiques, la pulpe dentaire et au niveau des fibres afférentes
primaires ou ils modulent la douleur en périphérie (281). Aussi, les peptides opioides ont

¢été trouvés dans les cellules humaines sous-cutanées et synoviales, les mastocytes, les
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granulocytes, les lymphocytes et les macrophages. Les peptides dominants étaient la -
endorphine et la met-enképhaline, mais la dynorphine et les endomorphines ont également
été détectées (121, 181, 215, 252, 283, 287). La présence du systeéme opioide au sein des
cellules immunitaires démontre son rdle important dans la régulation de la douleur
périphérique inflammatoire (276, 282). Dans ce contexte, on a démontré que
I’inflammation favorise la synthése et le transport axonal des récepteurs opioides au niveau
des ganglions de la corne dorsale donc une efficacité accrue des agonistes opioides au
niveau des terminaisons nerveuses périphériques (140). Plusieurs médiateurs de
I’inflammation modulent la libération des opioides a partir des leucocytes, y compris les
cytokines, les catécholamines, le CRF (corticotrophin releasing factor) et les chémokines
(258, 253).

Les MOR, DOR et KOR ont été retrouvés au niveau du systéme nerveux entérique. Les
MOR, retrouvés au niveau du plexus sous-muqueux et myentériques, sont les principaux
responsables de la constipation provoquée par les opioides. En effet, I’activation des MOR
inhibe la transmission synaptique au niveau du systéme nerveux entérique induisant une
diminution de la motilité intestinale (126, 69, 125). Aussi, cette activation résulte en une
diminution de la sécrétion d’eau et d’¢lectrolytes au niveau de la lumiére intestinale et une
augmentation de 1’absorption de fluides par la paroi intestinale favorisant la constipation
(127). L’équipe de Bigliardi et al. (24) ont montré que, chez les humains, les MOR sont
exprimés dans les terminaisons nerveuses périphériques du derme et 1'épiderme. Les
kératinocytes environnants ces terminaisons, ainsi que les terminaisons nerveuses elles-
mémes produisent la B-endorphine, qui, a son tour, affecte directement l'expression des
MOR sur les kératinocytes. La présence du systeéme opioide a ce niveau pourrait expliquer,
en partie, la genese du prurit induit par les opioides (247).

Une étude réalisée en 1985 a démontré 1’existence de récepteurs opioides au niveau du
ceeur de rat (166). 11 est clair que, sous certaines conditions telles que le stress, 1'age et les
maladies cardiaques, les peptides opioides endogeénes sont libérés par les myocytes pour
activer les récepteurs opioides du myocarde et donc protéger le cceur (263). Les effets
cardioprotecteurs des agonistes des RO ont été constamment démontrés dans différents
modeles d'ischémie/reperfusion in vivo ainsi que in vitro (263).

Les MOR, DOR et KOR montrent une homologie de 60% dans la séquence d'acides
aminés. Une forte homologie survient dans les sept domaines transmembranaires, qui

contiennent la poche liant les opioides et au niveau des boucles intracellulaires et d’une
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partie de la queue C-terminale adjacente au septieme domaine transmembranaire. Les
domaines extracellulaires, dont trois boucles extracellulaires et le domaine N-terminal,
déterminent la sélectivité p, & et k. Ces domaines varient fortement entre les récepteurs et
probablement agissent comme une porte filtrant les agonistes ou antagonistes p, 6 et k qui
péneétrent apres la poche de liaison. Des composés synthétiques ont été¢ développés avec une
forte sélectivité p, J, et K, alors que les peptides endogeénes montrent une préférence limitée
des récepteurs (77, 152, 209, 316, 325) (figure 3 et 4). La troisiéme boucle intracellulaire a
¢été impliquée dans la liaison aux protéines G, et la forte homologie en cette partie du
récepteur suggere que les différents récepteurs opioides interagissent avec des complexes
similaires de protéines G, bien que de petites différences aient été citées (58) (voir
paragraphe suivant et figure 5). Les MOR, DOR et KOR couplent négativement 1’adénylate
cyclase, inhibent les canaux calciques voltage-dépendants, augmentent la conductance des
canaux potassiques a rectification entrante, et stimulent la phospholipase C (PLC) (257).
Les différences les plus marquées entre les récepteurs se trouvent dans les deuxiéme et
troisiéme boucles extracellulaires ainsi que dans les domaines N et C-terminaux (figure
3). Basé sur des études antérieures des GPCR, il est probable que les résidus hydrophiles
dans la septieme hélice forment le noyau de la poche de liaison du ligand et que les
différences dans les boucles extracellulaires sont celles qui déterminent la spécificité des

ligands des trois récepteurs (325).



31

h-72-8-67-K U—4d-F-dd-x p-19-8 -6-x
K—6T7-p=56—0 k-d41-p-26-0 K=25-p-12-0
B-50-0—56—x §-31-0-44-x 8-12-0-25-K
T -2 T M -3 ThMID-4 TMD-7
p—100-8-86—k| | p—B2=f-01=xk | | p=52-08=52-x | | p=77-6-73-x p—T8-8 —Td-x
w-B-p-82-0 || x-91-p-77-0 || k-43-p-39—0 || v-77-p-6d4—0 | v-73-p-5%—0 §§ v-T8-n-Td4-0
§-82-0-82-x || 5-77-0-82-x || 5-48—0-35-x || 6-59-0-59—x || 5-55-0-73-x || 5-T0-0-Td-x
L= 100=&-100-x p-91-5-95-% p-87-5-87-x
k=1 00—-p—86-0 K=Y 1-p~6il-o e=-96—u-Fi-o
& BAo—0-B6—x f-6d=0-6d =K B-8T-0-9]-K 256 —29-x

K—34—4i-27-0
-33-0-37-x

Figure 3. Illustration des homologies de domaines entre les membres de la famille des récepteurs

opioides mu, delta, kappa et ORL.

Les nombres représentent le pourcentage d’homologie entre les séquences d’acides aminés et sont calculés a partir
d’alignements en utilisant le logiciel MacVector, Kodak, New Haven, CT. Les fleches indiquentles frontiéres
communes d’intron-exon dans la région codante pour les quatre membres de la famille des récepteurs opioides, TMD :

domaine transmembranaire ( Zaki et al, 1996) (325).
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Figure 4. Rdle physiologique des récepteurs et peptides opioides in vivo.

Les peptides opioides démontrent une certaine sélectivité, bien que faible, envers les récepteurs p, 8 et k. Un
agoniste trés sélectif exogeéne (morphine) ou synthétique (SNC-80 et U50488H) est indiqué pour chaque
récepteur. La combinaison des études pharmacologiques avec des approches génétiques de knock-out (KO)
(inactivation génique ciblée chez la souris) ont montré que chaque récepteur contrdle des réponses neuronales
spécifiques. Les récepteurs p et k produisent l'euphorie ou la dysphorie, respectivement, tandis que les
récepteurs & contrdlent la 1’anxiété et la dépression (réactivité émotionnelle). L'activation de ces trois
récepteurs inhibe la douleur (analgésie), mais chaque récepteur controle une modalité de douleur distincte
(adapté de kieffer et al, 2009) (153).

2. Voies de signalisation des récepteurs opiacés :
2.1. Protéines de signalisation, seconds messagers et effecteurs :
Les RO appartiennent a la superfamille des GPCR a 7 domaines transmembranaires
(DTM) : 7 hélices hydrophobes connectées par trois boucles extracellulaires et trois boucles
intracellulaires. Le domaine N-terminal orient¢ du coté extracellulaire est opposé au
domaine C-terminal intra cytoplasmique (25). Comme tous les GPCR, les récepteurs
opioides transmettent des signaux extracellulaires au sein de la cellule en activant les
protéines G hétérotrimériques, chacune composée de trois sous-unités, soit un des 23
isomeres de la sous-unité a, un des 7 isomeres de la sous-unité B et un des 12 isomeres de la
sous-unité y (207). Les sous-unités B et y forment un dimére qui ne se dissocie pas dans les

conditions physiologiques, mais il demeure controversé si I’activation de la sous-unité a
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crée ou non une dissociation avec le dimere By (207). La sous-unité o est composée d’une
hydrolase guanosine triphosphate (GTPase) qui convertit la guanosine triphosphate (GTP)
en guanosine diphosphate (GDP) par hydrolyse, déclenchant son activation et le controle de
la durée du signal en aval. C’est 1’étape de la dissociation du GDP, permettant la liaison
d’un nouveau GTP non-hydrolysé, qui constitue 1’étape limitant de ce systéme de
signalisation. La liaison de 1’agoniste modifie la structure hélicoidale du récepteur, et un
réarrangement dans les DTM 3, 6 et 7 a été proposé pour induire la transition entre les
conformations inactives et actives du récepteur. Ce mouvement hélicoidal modifie la
structure intracellulaire du récepteur, d'ou l'interaction récepteur-protéines G. Les boucles
intracellulaires constituent une grande partie de l'interface récepteur-protéines G. Une
pléthore d'études sur les GPCR a 7 DTM ont établi le role essentiel de la deuxiéme et
troisieme boucles intracellulaires plus, au moins dans certains récepteurs, la portion
proximale de la partie C-terminale dans le couplage a la protéine G (95). Pour le DOR, une
¢tude de mutagenése incluant 30 mutations a propos¢ une activation du récepteur par le
ligand comme suit : 1’agoniste opioide se lie a la partie hydrophobe de la boucle
extracellulaire 3 et éventuellement dans la région N-terminale, déstabilisant ainsi les
interactions de DTM6 et DTM7 prés du coté extracellulaire du récepteur. Le ligand pénetre
ensuite dans la poche de liaison et perturbe les interactions hydrophobes et hydrophiles au
sein des hélices 3, 6 et 7. Il en résulte des mouvements de ces hélices et la propagation
ultérieure de ces mouvements dans le récepteur. Ce mouvement aboutit finalement a une
rupture des liaisons cytoplasmique ioniques et éventuellement l'exposition des domaines
intracellulaires des récepteurs aux protéines G et d'autres protéines effectrices (70). Ces
domaines intracellulaires sont presque identiques pour les récepteurs 1, o et k, confirmant le
fait que les trois récepteurs interagissent majoritairement avec les protéines G inhibitrices
de type Go/Gi: Gil, Gi2, Gi3, Gol, Go2, sensibles a la toxine pertussique, bien que le
couplage aux protéines Gs ou Gz, insensibles a la toxine pertussique, a également été
rapporté (60, 90, 119). Les MOR n'activent pas Gq, G11, G12, G13 et G14 et il existe un
couplage différentiel des différents RO pour la plupart des protéines G. Les MOR, DOR et
KOR semblent préférentiellement activer Go et Gi2 bien qu'il y ait des preuves que les
MOR montrent une préférence pour Gi3 (90). Les DOR couplent & G16 plus efficacement
que le font les MOR et les KOR. Il existe certaines preuves que les RO, en particulier les
MOR et ORL1, peuvent aussi coupler a des effecteurs cellulaires de maniére indépendante

de la protéine G (58). En effet, il a ét¢ démontré que dans des cultures de
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cellules chromaffines de la médullosurrénale bovine, la modulation de I’activité du canal
potassique par le MOR n’a pas été bloquée par un traitement a la PTX (toxine pertussique
qui inhibe la protéine Gai), ni par l'inclusion de nucléotides inhibiteurs ou activateurs des
protéines G hétérotrimériques dans I'électrode d'enregistrement. La méme observation a été
émise quant au récepteur ORL1 (58).

Dans certains neurones, les MOR s’associent au Gs, un stimulant de 1’adénylate cyclase et
de ’AMPc et un sous-type de protéine G qui est particulierement intéressant, étant donné
que son activation est associée a une analgésie inexistante ou méme a la douleur (97).

Les sous-unités a et By de la protéine G modulent I’activité des effecteurs intracellulaires.
Plusieurs événements de signalisation ont été identifiés dans des cellules transfectées et les
tissus natifs. En effet, les opioides inhibent I’adénylate cyclase via la sous-unité o de la
protéine G diminuant la production de 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
affectant a la fois les événements cytoplasmiques et I'activité transcriptionnelle de la cellule
(187, 322). Aussi, les opioides inhibent les canaux Ca*" voltage-dépendants ou activent les
canaux potassiques a rectification entrante (301), par I’intermédiaire des sous unités By, ce
qui diminue la libération des neurotransmetteurs et 1'excitabilité neuronale (322) (figure 5).
De plus, I’interaction de la sous-unité By avec la phospholipase C et A2 induit la production
ultérieure de phosphatidyl inositol 3 (IP3) et diacylglycérol (DAG), qui stimulent la
libération du calcium intracellulaire et activent la PKC. Cette action des opioides est soit
significativement améliorée ou compleétement dépendante de la co-activation des récepteurs
qui sont directement couplés a la phospholipase (322). Globalement, les opioides inhibent
les neurones en diminuant soit les décharges neuronales ou la libération des
neurotransmetteurs, en fonction de la localisation des récepteurs post ou pré-synaptique.
Les récepteurs opioides sont exprimés sur les neurones excitateurs et inhibiteurs, et peuvent
donc exercer une inhibition ou désinhibition dans les circuits neuronaux, lesquelles se

manifestent par I’analgésie.



35
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Figure 5. Actions des récepteurs opioides sur les canaux calciques et potassiques.

L’activation des récepteurs opiacés entraine la fermeture des canaux calciques réduisant la libération de
neurotransmetteurs par les nocicepteurs et active les canaux potassiques causant une réduction de
I’excitabilité des neurones post-synaptiques (adapté de Audet et al , 2010) (10).

2.2.  Protéines de régulation :
L’activation d’un RO par un agoniste induit non seulement le déclenchement de voies de
signalisation mais aussi une régulation de I’activit¢ du récepteur. Cette régulation dite
«négative » permet un controle de la durée d’activation de mani¢re a éviter les effets
néfastes d’une stimulation prolongée du récepteur. Pour étre effective, cette régulation
nécessite un découplage physique entre le récepteur et la protéine Ga. Ce phénomene,
défavorisant le couplage du récepteur a ses partenaires et induisant une atténuation de la
transmission du signal en provenance de ce dernier, est connu sous le nom de
désensibilisation. Plusieurs protéines sont impliquées dans ce phénomene de régulation.

Elles vont ainsi tout a la fois, stimuler I’initiation de certaines voies de signalisation et

constituer des pierres angulaires des mécanismes de rétrocontrdles assurant 1’atténuation et
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la terminaison du signal initié par un récepteur donné. Ce mécanisme de désensibilisation
spécifique d’un récepteur donné, activé par son ligand est dit homologue. Il peut également
s’étendre a d’autres récepteurs et avoir des conséquences plus larges sur I’ensemble de la
signalisation cellulaire, dites hétérologues, par I’intermédiaire de protéines kinases comme
PKA ou PKC aux multiples cibles potentielles (183). En d’autres termes, on doit distinguer
la désensibilisation homologue, induite par la liaison de 1’agoniste au récepteur, de la
désensibilisation hétérologue qui est elle indépendante d’un ligand spécifique mais
provoquée par I’activation d’un autre récepteur sur la méme cellule. Ce phénomeéne est lié
au fait que les kinases dépendantes des seconds messagers vont phosphoryler non
seulement les récepteurs activés par les agonistes mais aussi les récepteurs n’ayant pas été
stimulés préalablement par un ligand. Les mécanismes de désensibilisation des RO incluent
le découplage fonctionnel des protéines G, I’internalisation du récepteur et sa régulation
négative (183). Parmi les acteurs de désensibilisation des RO, on retrouve entre autres, les
protéines kinases activées par des seconds messagers tels que I’AMPc (PKA), le GMPc
(PKG), le calcium et le DAG (PKC) et le Ca®"/calmoduline (CaMKII) ainsi que les kinases
plus spécifiques des GPCR : les GRK et les kinases activées par les mitogenes : MAPK
(183, 317). En effet, plusieurs études ont démontré un parallélisme entre la phosphorylation
des RO et la désensibilisation induite par 1’agoniste (183). Ces kinases phosphorylent les
RO sur des résidus sérine/thréonine, localisés dans leur extrémité C-terminale (117) et dans
les domaines intracellulaires (84).

2.2.1. Les kinases
22.1.1. Les GRK
Les GRK sont une famille de kinases qui phosphorylent spécifiquement le récepteur activé
par I’agoniste (237). La famille des GRK est composée de sept membres qui partagent une
homologie de séquence significative. Chaque membre contient un domaine central
catalytique, un domaine N-terminal pensé pour étre important dans la reconnaissance du
substrat et qui contient un domaine homologue au domaine RGS (régulateur de la
signalisation des protéines G), et un domaine C-terminal qui contribue a I’envoi de la
kinase vers la membrane plasmique. Elles différent essentiellement par leur extrémité C-
terminale, alternativement modifiée par des groupements lipidiques (acylation ou
farnésylation) ou présentant un domaine de liaison au complexe Gy (286). La famille des
GRK peut étre regroupée en trois sous familles en fonction de leur homologie de séquence:

1) GRK1 (rhodopsine kinase) et GRK7 (un nouveau candidat a cone opsine kinase) 2)
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GRK2 (kinase du récepteur B-adrénergique 1 : B-ARKI1) et GRK3 (B-ARK?2) et 3) GRK4,
GRKS5 et GRK6 (figure 6) (84). Toutes ces kinases partagent un méme domaine RGS N-
terminal ainsi qu'un domaine catalytique central. Elles se distinguent néanmoins par leur
domaine C-terminal qui va définir leurs propriétés d’association aux membranes. La GRK1
et GRK7 vont étre farnésylées au niveau d’un motif CAAX. La GRK2 et GRK3 vont quant
a elles présenter un domaine d’homologie a la pleckstrine. La GRKS présente une séquence
riche en résidus basiques lui conférant une affinité pour les phospholipides. Finalement les
GRK 4 et 6 vont étre palmitylées au niveau de résidus cystéines (84). Dans les cellules non
stimulées, les GRK 1, 2 et 3 sont localisées dans le cytosol et leur translocation a la
membrane a lieu suite a I’activation du récepteur par I’agoniste. Les GRK 4, 5 et 6
présentent toutes une localisation membranaire. La palmitylation des GRK 4 et 6 semble
essentielle pour leur localisation membranaire. L’association de la GRKS a la membrane
plasmique pourrait étre expliquée par une interaction électrostatique entre 46 résidus acides
aminés basiques contenus dans la partie C-terminale de la kinase et les phospholipides

membranaires (169, 240).
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Figure 6. Représentation schématique des différentes protéines de la famille GRK (GRK1-
GRK7)

Le domaine N-terminal des GRK1-GRK7 contient une région RGS conservée. Toutes ces GRK partagent le
méme domaine catalytique mais différent au niveau de la région C-terminale. La GRK1 et GRK7 vont étre
farnésylées au niveau d’un motif CAAX. La GRK2 et GRK3 présentent un domaine d’homologie a la
pleckstrine. La GRKS présente une séquence riche en résidus basiques lui conférant une affinité pour les
phospholipides et les GRK 4 et 6 sont palmitylées au niveau de résidus cystéines (figure adaptée de Stoffel et
al., 1994) (286).

L’équipe de Chakrabarti et celle de Hurle ont démontré que le traitement opioide conduit a
la régulation a la hausse de diverses GRK et de la Parr 2 in vivo (43, 132). Les études
cellulaires ont montré que la phosphorylation du récepteur par la GRK et sa liaison
ultérieure a la Parr sont des étapes essentielles dans la désensibilisation de nombreux
GPCR. La phosphorylation par la GRK augmente l'affinit¢ des GPCR a la Parr qui est
requise dans la formation de puits recouverts de clathrine et des vésicules au cours de
I’internalisation du récepteur. L’équipe de Christie et al. a démontré que I’inhibition de
I’action de la GRK2 bloque la désensibilisation du MOR suite a un traitement chronique a
la morphine (63). Aussi, une étude récente réalisée en 2011 a montré que la
désensibilisation et la tolérance cellulaire ont été diminuées en utilisant un inhibiteur de la
GRK2 : le NaPPldans les neurones du LC (voir détails dans la section lien entre
désensibilisation et tolérance) (246). Par ailleurs, la phosphorylation prolongée du KOR

médiée par la GRK3 est responsable d’une tolérance analgésique soutenue chez les souris.
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En effet, cette étude a démontré que le knock-out de la GRK3 induit une tolérance
analgésique significativement moindre que chez les souris natives (208).

22.1.2.  LesPKC

C’est une famille de sérine/thréonine kinases avec 11 isoformes (226). Elles sont
impliquées dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires comme la signalisation,
la modulation de I’expression génétique, la prolifération, I’apoptose, la différenciation et la
mort cellulaire (299). En se basant sur la structure primaire et la nature des cofacteurs, ces
kinases peuvent étre divisées en trois groupes. Le groupe des PKC conventionnelles
(PKCc) comprend les PKCoa, BI, BII, et y, qui sont activés par le calcium et le
diacylglycérol. En revanche, les PKCn (nouvelles PKC), y compris les isoformes 9, €, 1, 0
et u ne semblent pas avoir besoin du calcium pour leur activation. Les deux isoformes
moins caractérisées, et A appartiennent a la classe des PKC atypiques (PKCa) et sont
activées par la phosphatidylsérine, un composant de la bicouche de phospholipides (317).
La structure des PKC est constituée d'un domaine de régulation et d’un domaine catalytique
attachés entre eux par une région charniére. La région catalytique est hautement conservée
entre les différentes isoformes. La différence entre les isoformes réside au niveau de la

région régulatrice (figure 7) (299).
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Figure 7. Structure des isoformes de la PKC

Les isoformes de la PKC sont divisés en 3 groupes qui contiennent des régions conservées (C1-C4). Les
cPKC ou PKC conventionnelles sont activées par le calcium qui lie la région C2 et par le diacylglycérol
(DAG) et les phorbol esters liant la région C1. Les nPKC ou nouvelles PKC ne possedent pas le site de liaison
au calcium dans leur région C2 et sont seulement activées par le DAG et les phorbol esters via leur liaison a la
région Cl. Les aPKC ou PKC atypiques manquent complétement la région C2 et possédent un domaine C1
modifié liant les céramides et les phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphates. Toutes les PKC possedent une
séquence de pseudosubstrat autoinhibiteur (PS) attaché au domaine catalytique et bloquant I’acces du substrat
dans 1’état basal de la kinase, jusqu’a ce que les activateurs induisent des changements conformationnels et
favorisent 1’accés du substrat. Les régions C3 et C4 sont des séquences hautement conservées qui lient I’ATP
et les substrats des protéines, respectivement (Turban et al, 2011) (299).

La phosphorylation des RO, protéines G et AC (adénylate cyclase) par la PKC est
impliquée dans la désensibilisation, internalisation et régulation négative des RO ainsi que
dans la super sensibilisation de I’activité de I’AC (voir détails plus loin, paragraphe 3.2.2.1)
(183). D’autres études ont, en revanche, pu montrer que la PKC serait plutdt impliquée
dans la désensibilisation hétérologue du MOR (199). La désensibilisation hétérologue ou
désensibilisation croisée se caractérise par une désensibilisation de plusieurs GPCR apres
I’activation prolongée d’un seul (199). L'activation de la PKC résulte de la translocation de
la kinase du cytosol vers la membrane plasmique, qui a été utilisée comme un indicateur de
l'activation de la PKC (226). La liaison de la PKC a la membrane, telle que révélée par
autoradiographie, est augmentée chez les animaux tolérants aux opioides (206). Aussi, un
traitement chronique a la morphine augmente 1’activité enzymatique de la PKC (220). De
plus, divers inhibiteurs de la PKC ont été utilisés dans différents modéles animaux et le
résultat était toujours une diminution de la tolérance analgésique aux opiacés : DAMGO

([D-Ala(2),N-Me-Phe(4),Gly(5)-ol]-enképhaline), morphine et étorphine (317). Les
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isoformes a, B et y ont été les plus impliquées dans la perte de I’efficacité analgésique
(317).

En résumé, un certain nombre d'études de plusieurs laboratoires différents ont identifi¢ de
manicre indépendante le role crucial de la PKC dans la tolérance aux opiacés. Il est encore
énigmatique comment ’activation de la PKC induit une tolérance aux opiacés car on devait
s'attendre a une désensibilisation de la kinase aprés son activation prolongée (317). Un
mécanisme plausible serait l'interaction de la PKC avec les récepteurs N-méthyl-D-
aspartate (NMDA). Les récepteurs NMDA, membres dela famille des canaux
ioniques ligand-dépendants, répondent au glutamate, un acide aminé excitateur. La
phosphorylation des récepteurs NMDA est un moyen essentiel pour réguler Ia
fonction des canaux ioniques, qui sont perméables au calcium. Il a ét¢ démontré que la
phosphorylation des récepteurs NMDA par la PKC active ces récepteurs (149,192). Par
conséquent, la PKC activée suite a un traitement opioide chronique peut potentiellement
augmenter l'activité des récepteurs NMDA. Ces récepteurs activés sont perméables au
calcium qui, @ son tour, peut activer davantage la PKC. En conséquence, une boucle de
contrdle positif entre la PKC et les récepteurs NMDA peut exister lors de la genése de la
tolérance aux opiacés, méme si un tel mécanisme n'a pas encore été testé. Dans ce contexte,
les antagonistes des récepteurs NMDA ont ét¢ démontrés tres efficaces pour atténuer la
tolérance aux opiacés (297, 298).

2.2.1.3. La CaMKII (Calcium/calmodulin-

dependent protein kinase II)

Ces kinases, régulées par le complexe Ca2+/Calmoduline, et dont les isoformes o et B sont
largement exprimées dans le SNC, sont multifonctionnelles. En effet, outre leur role dans la
mémoire et ’apprentissage, ces kinases sont impliquées dans la désensibilisation des RO
(78) et le développement de la tolérance (195). En effet, I’équipe de Koch et al. a démontré
que la désensibilisation des MOR dépend de la phosphorylation médiée par la CaMKII
dans les cellules HEK-293 (158). Cet effet est nettement atténué par mutagenéese dirigée des
sites de phosphorylation par la CaMKII sur la troisiéme boucle intracellulaire des MOR
(158). Des données récentes démontrent que le traitement morphinique aigu et chronique
module l'expression et l'activité de la CaMKII dans les cellules NG108-15 (189). Les
inhibiteurs de l'activité de la CaMKII (KN62, KN93) atténuent fortement le développement
de la tolérance et la dépendance physique en réponse a un traitement de morphine

chronique. Les mécanismes de régulation de 1’activité de la CaMKII suite a une exposition
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aux opioides demeurent inconnus. Cependant, des mécanismes spéculatifs ont été émis
(183). En effet, vu que la CaMKII phosphoryle le CREB (protéine liant 1’¢lément de
réponse a I’AMPc) et médie l'activation de la MAPK et que le role du CREB et de la
MAPK dans les mécanismes de tolérance aux opiacés sont bien décrits, plusieurs lignes
d’évidence soutiennent le role de la phosphorylation médiée par la CaMKII dans le
développement de la tolérance aux opiacés (134, 170, 224). Les mécanismes par lesquels
les récepteurs opioides modulent l'activit¢é de la CaMKII restent flous. L'activation
de récepteurs MOR par la morphine provoque I'hydrolyse du phosphatidyl inositol, la
formation de l'inositol, et la libération subséquente du calcium des réserves
intracellulaires. Un autre mécanisme pourrait impliquer les courants calciques médiés par
les récepteurs NMDA et l'activation en aval de la CaMKII, bien qu'il n'y ait pas de preuve
directe pour soutenir ces mécanismes dans les cellules tolérantes aux opioides (183). La
sur-activation de la voie de I’AMPc aprés un traitement opioide chronique estun autre
mécanisme possible pour la phosphorylation médiée par la CaMKII et la modulation de son
activité. Malgré leur plausibilité, ces mécanismes restent spéculatifs et d'autres études sont
nécessaires pour ¢tablir les mécanismes de régulation de l'activit¢ de la CaMKII suite a
l'exposition aux opiacés (183).
2.2.1.4. Les MAPK

Plusieurs études ont démontré le couplage fonctionnel des RO aux MAPK (36, 87, 180).
Les MAPK sont une famille de sérine/thréonine kinases qui répondenta des stimuli
extracellulaires (mitogénes, stress osmotique, choc thermique et cytokines pro-
inflammatoires) et régulent diverses activités cellulaires, telles que l'expression des
genes, la mitose, la différenciation, la prolifération, I’apoptose et la survie cellulaires (231).
Elles jouent un rdle crucial dans la transduction du signal en aval des tyrosine-kinases et
des protéines Ras et Raf. Les MAPK régulent les protéines du cytosquelette, la PLA2 et des
facteurs de transcription comme le Fos B, C-Myc, Elk-1 et ATF-2. Cette famille de kinases
inclue les ERKs 1-8 (extracellular signal-regulated kinases), les JNKs (c-Jun N-terminal
kinases), les p38 et les p57 (231).

La stimulation des MOR induit l'activation et la translocation nucléaire significative des
MAPK dans les cellules HEK-293 (262). Les MAPK semblent également étre impliquées
dans la désensibilisation et l'internalisation des MOR et des DOR (134, 262). Un inhibiteur
de MAPK1 (PD98059) a non seulement empéché l'activation de la MAPK, mais aussi
inhibé la désensibilisation homologue des MOR en empéchant leur phosphorylation (262).
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Aussi, ’internalisation du DOR induite par le ligand a été requise afin d’activer les MAPK
dans cellules mammiféres transfectées (134).

2.2.1.5. Les PKA
La protéine kinase dépendante de ’AMPc ou PKA est une holoenzyme tétramérique
formée de 1’association de deux domaines régulateurs constitutivement dimériques et de
deux domaines catalytiques. La liaison de I’AMPc aux sous unités régulatrices initie la
dissociation du complexe et I’activation de 1I’enzyme. La PKA, modulée par plusieurs
drogues opioides, module a son tour de nombreux effecteurs (223). Outre les récepteurs, la
PKA phosphoryle de nombreux canaux ioniques et protéines cellulaires. Alors que
I’activation des RO conduit a une inhibition de I’adénylate cyclase, il est peu probable que
la PKA joue un role dans les mécanismes de régulation a court-terme puisque cette enzyme
est activée par I’AMPc. L’augmentation de I’activité de cette sérine/thréonine kinase, suite
a la super activation de la voie d’AMPc lors d’un traitement chronique a la morphine, a été
impliquée dans la neuroadaptation cellulaire induite par un traitement prolongé aux
opioides (314), bien que les études avec des inhibiteurs de la PKA ont démontré des
résultats contradictoires quand au role de la PKA dans la tolérance (317). La PKA n’est pas
impliquée dans la désensibilisation des récepteurs opioides (42).
2.2.1.6. Les PKG
La PKG est largement exprimée dans le SNC et autres tissus. Deux génes codant pour la
PKG I et la PKG II ont ét¢ identifiés chez les mammiféres. Cette kinase a été¢ impliquée
dans la phosphorylation et la désensibilisation de nombreux GPCR (256). Activée par le
GMPc, cette kinase a été aussi citée parmi les kinases ayant un réle dans le développement
de la tolérance analgésique aux opiacés (317). Bien que la GMPc est un second messager
important dans le SNC, on connait peu son action dans la tolérance aux opiacés. Dans une
¢tude publiée, l'inhibiteur de PKG (KT-5823) empéche la tolérance a la morphine s'il est
donné par voie intrathécale, mais pas intracérébroventriculaire (23). Des preuves plus
indirectes viennent des études examinant la voie d'activation majeure de la PKG par l'oxyde
nitrique (NO), I’activation de la guanylyl cyclase sensible au NO et I’augmentation du taux
de GMPc intracellulaire (317).
22.2. Les B-arrestines

Une série d'expériences de reconstitution in vitro impliquant des complexes P2AR
(récepteur P2 adrénergique) et l'activit¢ de I’AC conduit a la conclusion que la

désensibilisation des GPCR implique minimalement deux étapes, la phosphorylation GRK
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dépendante des résidus sérine/thréonine des récepteurs stimulés suivie d’une interaction de
haute affinité entre le récepteur et les B-arrestines (Barr) 1 et 2 (21). Les Parr constituent une
famille de protéines solubles capables d'empécher completement I'interaction
récepteur/protéine G en agissant comme cofacteurs des GRK (désensibilisation
homologue). Elles interférent stériquement au niveau de 1’interface récepteur/protéine Ga a
I’issu de leur recrutement par le récepteur activé. La Parr exhibe néanmoins une faible
affinité pour le récepteur activé et c’est la phosphorylation de ce dernier par les GRK qui
favorise le passage de la Barr dans un état de haute affinité pour le récepteur. L’interaction
initiale entre la Parr et le récepteur activé mettrait en jeu des résidus polaires pointant au
niveau des surfaces concaves de chacun des domaines en feuillet beta de la protéine (figure
8A). En détruisant ce réseau de résidus polaires, les résidus phosphorylés du récepteur
favoriseraient une conformation de la Parr exhibant une affinité supérieure vis a vis du

récepteur (313) (figure 8B).
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Figure 8. Diagramme en ruban de la B-arrestine et ses mécanismes de liaison au récepteur.

A) Diagramme en ruban de la Barr. Les brins sont colorés du bleu vers 1’orange en fonction de leur distance
de ’extrémité N-terminale. Les domaines N et C-terminaux sont indiqués par N et C respectivement. B)
Meécanismes proposés de liaison du récepteur a la Parr. Les domaines N et C terminaux sont en rose et en
bleu, respectivement. Le noyau polaire est localisé a I’interface entre les domaines N et C terminaux et est
représenté par des interactions entre charges (points rouges et bleus). La queue C-terminale est en jaune-vert
alors que la queue N-terminale est en magenta. Les charges positives et négatives sont représentées en bleu et
rouge, les portions hydrophobes sont en jaune. Le récepteur activé est en vert (Han et al, 2001) (111).
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A ce jour, six membres de la famille des Parr ont été identifiés et divisés en quatre sous-
groupes en fonction de I'homologie de séquence et de la distribution tissulaire : (1)
l'arrestine visuelle (ou antigéne S) des cellules en batonnet découverte de par sa liaison a la
rhodopsine (168). (2) la B-arrestine 1 (aussi appelée arrestine 2) et la B-arrestine 2 (ou
arrestine 3) nommeées ainsi pour leur role dans la désensibilisation du récepteur f2AR (9,
188). Ces deux protéines sont exprimées de maniere ubiquitaire avec cependant une
concentration accrue dans les tissus lymphatiques. (3) l'arrestine C (ou arrestine 4 et
arrestine X) des cellules en cone (59, 217). (4) l'arrestine D et l'arrestine E (séquences
encore partielles) ne sont pas caractérisées mais montrent une distribution tissulaire diffuse
(59, 85). De plus, des variants d'épissage sont connus pour les arrestines 1, 2 et 3 (tableau

10).

Tableau II: Propriétés moléculaires des arrestines.

Nomenclature  Autres noms Distribution ~ Localisation Régulation Spécificité
des arrestines tissulaire chromosomique
Arrestine Antigéne S cellulesen  2q37 3 variants rho>>PoAR ~ Mo mAChR
baténnets d'épissage :
404, 396, 370
Arrestine-2 f arrestineou  ubiquitaire 11q13 2 variants BoAR ~ Mo mAChR > rho
[ arrestine-1 d'épissage :
418, 410, liaison
a la clathrine
Arrestine-3 p arrestine-2  ubiquitaire  17q13 2 variants BoAR ~ Mo mAChR > rho
d'épissage :
420, 409, liaison
a la clathrine
Arrestine-4 arrestine-C ou  cellules X cen-q21 388 inconnue
arrestine X en cones

rho, rthodopsine ; B2AR, récepteur B2-adrénergique ; M2 mAChR, récepteur muscarinique de type M2 (adapté
d'aprés Krupnick et al , 1998 et Penn et al, 1998) (167, 234).

La découverte et le clonage des Parr 1 et 2 a suivi immédiatement la caractérisation de
l'arrestine visuelle. Ces trois protéines ont été identifiées comme médiateurs cruciaux de la
désensibilisation de leurs GPCR apparentés. Les GRK 1 et 7 phosphorylent le opsines

visuelles, alors que les GRK 2, 3, 4, 5 et 6 régulent les divers membres des GPCR ainsi que
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d'autres récepteurs de surface cellulaire (178).

La famille des arrestines présente une organisation structurale comme le montre la figure 9.
Dans le cas des Parr 1 et 2, d’autres domaines fonctionnels s’ajoutent y compris ceux
responsables de la liaison a la protéine adaptatrice AP2 et ceux reconnaissant les kinases

comme la tyrosine kinase Src et les MAPK (178).

@ | | & (%] EYs (Y X} & A
25 aa Domaine de liaison
a la clathrine

Figure 9 : Organisation structurale des arrestines.

Ces protéines peuvent étre divisées en plusieurs domaines fonctionnels : A, domaine de reconnaissance de
I'état activé du récepteur ; P, domaine de reconnaissance du degré de phosphorylation du récepteur ; R1, R2,
régions régulatrices N- et C-terminales ; S, site secondaire d'interaction avec le récepteur ; (losange), site
potentiel de phosphorylation par la PKC ; (cercle), site potentiel de phosphorylation par la kinase GMPc
dépendante et par la PKC. Les Barr 1 et 2 présentent une région C-terminale additionnelle de 15 acides aminés
responsable de la liaison a la clathrine (Ferguson et al, 1998) (85).

L’interaction entre la Parr et le récepteur dévoilerait également des interfaces de liaison
pour plusieurs partenaires comme la clathrine. En effet, les Parr participent également a
I’endocytose du récepteur dans des vésicules tapissées de clathrine. Ce processus requiert
¢galement la présence de la dynamine (protéine nécessaire a la formation des vésicules) et
de la protéine adaptatrice AP2 qui permet l'assemblage de nouvelles vésicules recouvertes
de clathrine (199). En effet, I'activit¢t GTPase de la dynamine facilite la formation de
I'étranglement des puits tapissés de clathrine et est essentielle dans la scission des vésicules
de la surface membranaire (173). Le récepteur une fois internalisé peut suivre deux voies :
soit il est dirigé vers des endosomes de recyclage, soit il est orienté vers le compartiment
lysosomial (figure 10) (199). Le pH acide des endosomes de recyclage peut favoriser la
dissociation entre le ligand et le récepteur (77). Le récepteur libre peut alors étre
déphosphorylé par des phosphatases et recyclé a la membrane plasmique : on parle de
resensibilisation (227). En revanche, d’autres récepteurs sont dirigés vers les lysosomes ou
ils sont dégradés par des protéases. Ce mécanisme favorise vraisemblablement I’arrét de la
transmission du signal cellulaire. Le role de 1’'ubiquitination de certains récepteurs dans leur

orientation vers le compartiment lysosomal a récemment été démontré (152). Deux modeles
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distincts du trafic de la Parr a 'intérieur de la cellule ont été proposés, conduisant a la
classification des GPCR en deux classes. Les récepteurs de classe A (comme le B2AR, le
récepteur al-adrénergique, le MOR, le récepteur a I'endothéline ETA, le récepteur de la
dopamine DI1A,...) démontrent une liaison préférentielle a la Parr 2 par rapport a la Parr 1
et aucune interaction avec I’arrestine visuelle. La stimulation de ces récepteurs conduit a la
translocation rapide de la Barr-GFP a la membrane plasmique. La liaison de la Parr a ces
récepteurs semble transitoire, puisqu’elle se dissocie du récepteur peu apres le transfert de
ce dernier dans les vésicules de clathrine. De ce fait, la Parr et le récepteur ne colocalisent
pas dans les endosomes. Les récepteurs de classe B (y compris le récepteur a la
neurotensine 1, le récepteur a la neurokinine 1, le récepteur a la vasopressine de type 2
V2R, le récepteur a I’angiotensine II de type 1A) peuvent se lier a ’arrestine visuelle et
présentent une affinité égale pour Parr 1 et 2 (26). Le complexe récepteur-Parr est plus
stable. Ainsi, le récepteur activé et la Parr circulent ensemble et semblent étre colocalisés
dans les endosomes pendant des périodes prolongées. De plus, les récepteurs de classe A
resensibilisent et recyclent plus rapidement que ceux de la classe B. Les informations
contenues dans la partie C-terminale du récepteur est suffisante pour déterminer sa
classification. Par exemple, un remplacement de la queue C-terminale de B2AR (classe A)
avec celle des V2R (classe B) ou vice-versa transforme les chimeéres résultant dans 1’autre
classe (114). Oakley et al. (313) ont rapporté la présence d'un ensemble de triplet de résidus
sérine dans les queues cytoplasmiques des récepteurs de classe B qui est responsable de la

colocalisation des Parr et du récepteur dans les endosomes.
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Figure 10. Trafic intracellulaire des récepteurs a sept domaines transmembranaires et [3-

arrestines.

La phosphorylation dépendante de 1’agoniste des récepteurs a sept DTM induit le recrutement de la Barr apres
quoi les deux sont ubiquitinés. Ce complexe est envoyé vers les puits recouverts de clathrine. Dans le cas des
récepteurs de classe A, la Parr perd son ubiquitination, induisant sa dissociation du récepteur. Le récepteur
ubiquitiné se dirige vers les endosomes tardifs et les lysosomes pour y étre dégradé. Dans le cas des
récepteurs de classe B, la Parr reste ubiquitiné et colocalise avec le récepteur dans les endosomes. U :
ubiquitine. Le récepteur activé va induire le recrutement d’une GRK et sa phosphorylation subséquente. La
Barr est alors recrutée au récepteur et favorise son internalisation au niveau des puits recouverts de clathrine
(CCP). On distingue alors deux types de comportements différents du récepteur : les récepteurs de classe B
vont étre retenus a 1’intérieur de la cellule et dégradés ou lentement recyclés vers la surface. Les récepteurs de
classe A vont, quant a eux, rapidement recycler vers la surface cellulaire & I’issu de leur endocytose.
Contrairement aux récepteurs du groupe A, les GPCR du groupe B vont interagir stablement avec la Parr et
co-internaliser avec cette derniére. Dans ce cas, la Parr va favoriser la phosphorylation des ERK1/2 mais
inhiber leur translocation vers le noyau. Dans le cas d’une interaction transitoire avec le récepteur (groupe A),
la Parr reste associée a la membrane plasmique en systéme hétérologue aussi longtemps que le ligand n’est
pas dissocié de son récepteur (Shenoy et al, 2003) (269).

3. Analgésiques opiacés
Les RO constituent la cible principale des substances opioides endogeénes et exogenes. Les
analgésiques opiacés figurent parmi les drogues les plus puissantes pour le traitement des
douleurs modérées a sévéres (douleurs cancéreuses, postopératoires, chroniques,...). Au
niveau cellulaire, les opioides inhibent les canaux calciques voltage dépendants en
diminuant l'entrée des ions calcium résultant en une diminution de la libération des
neurotransmetteurs présynaptiques (par exemple, la libération de substance P des afférences
primaires dans la corne dorsale de la moelle épiniere). Ils activant également les canaux

potassiques a rectification entrante entrainant [’hyperpolarisation des neurones post-
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synaptiques et une diminution de la transmission synaptique. Par ailleurs, les opiacés
inhibent la transmission GABAergique dans un circuit local (par exemple dans le tronc
cérébral, ou le GABA agit en inhibant un neurone inhibiteur de la douleur). Cette action de
désinhibition des opioides a le net effet d’exciter les circuits descendants inhibiteurs de la
douleur (137). Les analgésiques opiacés utilisés en clinique sont surtout des agonistes du
MOR, a leur téte la morphine et ses dérivés. Ces analgésiques incluent les agonistes
complets des MOR, les agonistes partiels et les agonistes-antagonistes (tableau III).
L’activation des MOR est accompagnée de 1’apparition de nombreux effets indésirables
centraux et périphériques. Ces effets sont liés a de nombreux facteurs comme I’age, la
pathologie, les dysfonctions organiques, I’administration simultanée d’autres drogues, 1’ex-
exposition aux opioides et la voie d’administration (137). Les effets indésirables les plus
fréquents sont la dépendance physique et psychique, la sédation, les nausées et les
vomissements, la constipation, la tolérance et la dépression respiratoire. Mais il y a d'autres
effets indésirables, y compris la confusion, les hallucinations, les cauchemars, la rétention
urinaire, les myoclonies multifocales, 1’étourdissement, la dysphorie, et 'hyperalgésie qui
ont été rapportés par les patients recevant ces drogues (34). Les agonistes du DOR ont un
pouvoir analgésique plus faible que ceux du MOR (93) et peuvent causer des convulsions,
une fois utilisés a forte dose (255). Cependant, ils démontrent une action analgésique
intéressante surtout dans la douleur chronique (92) et provoquent moins d’effets
secondaires que les agonistes du MOR. En effet, ils induisent moins de dépression
respiratoire, de constipation et de dépendance physique (306). De plus, plusieurs études ont
démontré leur efficacité putative dans le traitement des troubles psychologiques comme la
dépression (33, 255, 311) et l'anxiété (305,311) et de plusieurs maladies
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (110) et d’Alzheimer (204, 291). Dans
ce contexte, les agonistes du DOR démontrent un potentiel unique dans la neurogenese et la
neuroprotection que 1’on ne retrouve pas avec les autres RO (219). Le DOR constitue alors
une cible attrayante pour le traitement de nombreuses pathologies, surtout avec un profil
d’effets indésirables limité. C’est pour ces raisons que nous nous sommes intéressés a

I’étude du récepteur delta-opiacé.
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Equianalgesic

Starting oral dose

Name m dose® Im/Po potency range (mg) Comments Precautions
Morphinelike agonists
Morphine 10 [ 3060 Standard of comparison for Lower doses for aged paticnts;
opiond analgesics; impaired ventilation; bronchial
sustained-release preparations asthma; increased intracranial
(M5 Contin, Oramorph SR pressure; liver failure
and Kadian)
Hydromorphone {Dilaudid) 15 5 4-8 Slightly shorter acting; HP im Like morphine
dosage form for wolerant
patients
Methadone (Dolophine) 10 2 10-20 Coad oral potency; long plasma Like morphine; may accumulate
halt-lifc with repetitive dosing, causing
excessive sedation
Levorphanal (Levo-Dromaoran) 2 ) 24 Like methadone Like methadone
Oxymaorphone (Numorphan) 1 See comments See comments Not available orally; available as Like im morphine
a rectil suppository
Oxycodone 20 - 15-30 Immediate-release (Roxicodone Like morphine
and Oxy IR) and
sustained-relesse (Oxyconting
forms; also lower doses in
cambination with nenopioids
Mq;pcri(llm: {Demerol) 75 4 Mot recommended Normeperidine (loxic metabelite)
orally for less severe pain accumulates with repetitive
dosing causing CNS
excitation: not for patients
with impaired renal function
or feceiving monoamine
oxidase inhibitorsi
Codeine 130 1.5 See comments Used orally for less severe pain Like morphine
Fentanyl 0.1 - Transdermal fentanyl Transdermal creates skin
(Duragesic); also oral reservoir of drug; 12-hour
transmucoesal fentany] citrate delay in onset and offset;
for breakthrough pain fever increases ahsorption
Mixed agomist—antagonists
Pentazocine {Talwin) ol 3 See comments Used orally for less severe pain; May cause psychotomimetic
mixed agonisi-antagonist effects; may precipitale
withdrawal in opioid
dependent patients: not for
myocardial infarction
Malbuphine (Nubain) [}] See comments See comments Mot available orally; like im Incidence of psychotomimetic
pentazocine but not effects lower than with
“scheduled™ pentazocine
Butorphanol (Stadol) 2 Bee comments Bee comments Mot avilable orally like im Like nalbuphine
nalbuphine
Partial agonists
Buprenorphine (Buprenex) 0.4 Sce comments See comments Mot available orally; sublingual May precipitate withdrawal in

opioid-dependent paticnts; not
readily reversed by naloxone;

preparation not vet in LLS,;
does not produce

Pour ces doses intramusculaires (im) équianalgésiques, le temps du pic de I’analgésie chez les patients non
tolérants est d’une demi-heure a une heure et la durée d’action est de 4 a 6 heures. L’effet analgésique au pic
est retardé et la durée est prolongée suite & une administration orale (po). Oramorph SR et Roxicodone sont
synthétisés par les laboratoires Roxane, Kadian par Faulding USA, Oxycontin par Purdue Pharma LP,
Dilaudid par Knoll Pharmaceuticals, Dolophine par Eli Lilly, Nomorphan par Endo Laboratories, Demerol et
Talwin par Sanofi Winthrop Pharmaceuticals, Duragesic par Janssen Pharmaceuticals, Nubain par Du Pont
Merck Pharmaceuticals, Stadol par Bristol-Myers Squibb et Buprenex par Reckitt & Colman. *Ces doses sont
les doses im recommandées au début du traitement, a partir de laquelle la dose optimale pour chaque patient
est déterminée par titration et la dose maximale limitée par les effets adverses. Pour une dose intraveineuse en
bolus, on utilise la moitié de la dose im (Inturrissi et al, 2002) (137).

4. Tolérance analgésique et mécanismes sous-jacents
4.1. Définition de la tolérance
La tolérance que ’on peut définir simplement comme la diminution des effets d’une
substance chimique ou xénobiotique lors d’administrations répétées est néanmoins un
phénomene complexe, aussi bien au niveau de ses composantes que dans les mécanismes
qui en sont a I’origine. En effet, lors d’un traitement prolongé par des opiacés, la tolérance

analgésique peut étre due a une évolution de la pathologie, a une modification du
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métabolisme (tolérance pharmacocinétique) ou encore a une modification du signal
opioidergique (tolérance pharmacodynamique). De plus, pour une méme molécule, la
tolérance différe selon les effets observés. Alors que la tolérance aux effets respiratoires de
la morphine est faible, comparée a la tolérance aux effets analgésiques, I’augmentation des
doses (pour avoir le méme effet thérapeutique) peut conduire a une dépression respiratoire
fatale (199). La tolérance est généralement quantifiée par le déplacement vers la droite de la
courbe dose-réponse qui peut étre associée a une diminution de la réponse maximale chez
les animaux entiers ou des changements semblables au niveau des courbes concentration-
réponse dans les systemes isolés. Il faudrait alors augmenter les doses pour qu’il y ait plus
de récepteurs activés afin d’avoir le méme effet thérapeutique que celui obtenu au début du
traitement.

4.2. Mécanismes moléculaires et cellulaires de la tolérance
La tolérance analgésique est médiée par de multiples mécanismes d'adaptation allant des
mécanismes moléculaires du couplage MOR-effecteur dans les neurones et du systeme de
second messager dans les cellules sensibles aux opioides, les cellules non-neuronales (y
compris les cellules gliales) et le réseau de neurones interagissent avec les neurones
opioidergiques, au comportement acquis chez les animaux, en passant par la neuroplasticité
(54).
4.2.1. Mécanismes moléculaires liés au récepteur
4.2.1.1. Lien entre désensibilisation et tolérance

Nous allons nous intéresser dans ce qui va suivrte a uniquement [’aspect
pharmacodynamique de la tolérance et un des phénoménes les mieux décrits comme
mécanisme moléculaire de la tolérance analgésique fut la désensibilisation du récepteur. La
désensibilisation du récepteur opiacé est un état durant lequel une liaison opiacée
relativement prolongée réduit la fonction et entrave la capacité du récepteur a émettre des
signaux par sa (ses) voie(s) intracellulaire(s). La désensibilisation du MOR, qui stimule le
développement d’une tolérance aux opiacés, a lieu lors de changements d’état du récepteur,
de ses protéines de signalisation associées, et des protéines effectrices.

Les premiers travaux concernant la désensibilisation des récepteurs opioides datent des
années 1980 par I’équipe de Loh sur la lignée murine NG108-15, un hybridome exprimant
le DOR et un des rares mode¢les cellulaires disponibles a cette époque. Ces auteurs ont pu
montrer qu’un traitement prolongé par différents agonistes induisait une désensibilisation

de ces récepteurs, observée sur 1’inhibition de ’adénylate cyclase (173). A la suite de ces
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travaux, de nombreuses études ont pu montrer qu'une stimulation prolongée des MOR et
KOR provoquait une désensibilisation de ces récepteurs, observée sur I’adénylate cyclase
mais également sur d’autres effecteurs comme les canaux ioniques (199). Cependant, ce
n’est qu’apres 1992 et le clonage du premier récepteur opioide (77, 152) que de
nombreuses équipes ont étudié les mécanismes de la désensibilisation dans des systémes
cellulaires exprimant un des trois types de récepteur opioides. On peut citer les lignées de
cellules embryonnaires de rein humain (HEK-293), de cellules rénales de singe vert africain
(COS-7) ou de cellules ovariennes de hamster chinois (CHO). Ces systémes d’expression
hétérologue présentent I’avantage de ne pouvoir exprimer qu’un type de récepteur et ce en
quantité importante, facilitant ainsi les études biochimiques et cellulaires. Cependant, il faut
toujours garder a D’esprit que dans ce cas, nous sommes alors loin des conditions
physiologiques. Méme s’il semble clair qu’un parallele existe entre désensibilisation et
tolérance, puisque les définitions de ces deux termes recouvrent des réalités similaires (on
trouve les ¢éléments de « traitement prolongé » et « diminution de réponse »), quels sont les
arguments en faveur d’une implication de la désensibilisation dans le développement de la
tolérance ? Un traitement chronique avec la morphine chez le rat induit une
désensibilisation des DOR et MOR observée sur I’adénylate cyclase, dans la substance
grise périaqueducale, le thalamus et le LC (227, 114). Aussi, 'utilisation de souris knock-
out pour le geéne codant la PBarr 2 a permis de montrer que cette protéine qui est connue
comme impliquée dans la désensibilisation des GPCR jouait un réle dans la tolérance a la
morphine (26). En effet, chez ces souris knock-out, la désensibilisation du MOR suite a un
traitement chronique a la morphine, mesurée par la liaison MOR-GTPYyS, a été abolie. Ces
mémes souris traitées chroniquement a la morphine maintiennent aussi le méme degré de
réponse analgésique, mesuré par la latence des animaux a produire une réponse sur la
plaque chauffante. Whistler et al. suggérent que la propriété des agonistes a induire
I'endocytose (une étape du processus de désensibilisation) est corrélée avec leur capacité a
promouvoir la tolérance (318). Ils suggerent que bien que la morphine, un opioide
hautement addictif, puisse activer les MOR, elle induit une faible internalisation,
contrairement au DAMGQO, étorphine et méthadone. D’autres observations ont rapporté que
la méthadone et 1’étorphine induisent moins de tolérance que la morphine quand elles sont
administrées chroniquement et a des doses produisant la méme efficacité (74, 210, 251). Si
la méthadone et 1'étorphine, produisant une faible tolérance, induisent l'internalisation du

récepteur et la morphine, produisant la tolérance, ne provoque pas l'internalisation du
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MOR, il semble que l'internalisation du récepteur joue un rdéle déterminant dans la tolérance
aux drogues. L’équipe de Whistler suggere que le cycle de la désensibilisation des MOR et
leur resensibilisation ultérieure peut €tre congu pour mimer I’action des peptides opioides
endogénes (ne produisant pas de tolérance) qui sont généralement libérés de maniere
phasique ou pulsatile (318). Cette resensibilisation implique 1I’internalisation du récepteur,
suivie de son recyclage a la membrane pour entamer une nouvelle signalisation cellulaire.
Donc si la désensibilisation du récepteur (surtout celle médiée par la Barr2) est suivi par sa
resensibilisation, ceci constitue une étape protégeant contre la survenue de la tolérance (8).
Cependant, d’autres études ont démontré que le MOR peut resensibiliser sans implication
du cycle internalisation-recyclage membranaire. Dans ce contexte, I’équipe de Dang et al. a
démontré que la resensibilisation du MOR ne requiert pas le trafic médié par la farr2 chez
des animaux traités de fagon chronique a la morphine, en utilisant des souris KO (knock-
out) de Parr2 (63). Aussi, une revue publiée en 2011 indique que les propriétés
pharmacocinétiques de la morphine et de la méthadone sont différentes et que 1’équivalence
des concentrations intra-cérébro-ventriculaires (ICV) n’a pas été établie ce qui rend les
résultats de Whistler (indiqués ci-haut) difficiles a interpréter. De plus, I’équipe de Soignier
et al. a démontré que la morphine et les endorphines 1 et 2 présentaient un niveau de
tolérance comparable quand elles étaient administrées par voie ICV, suggérant que la
tolérance des agonistes, quel que soit leur amplitude d’internalisation, devrait étre la méme
quand ces agonistes partagent la méme efficacité intrinséque (cas de la morphine et des
endorphines) (278). En outre, chez les humains, la tolérance développée chez ceux ayant un
dispositif transdermique de fentanyl (haute efficacité, endocytose modérée) était plus
importante que chez ceux recevant la buprénorphine (faible efficacité, pas d’internalisation)
(275). Dong, il reste incertain si les agonistes avec une forte internalisation produiraient
moins de tolérance analgésique que les agonistes induisant moins d’internalisation.
L’équipe d’Arttamangkul a démontré que le blocage de [D’internalisation par la
concanavaline A n’affecte pas la désensibilisation du MOR dans les neurones du LC de
souris, que cette désensibilisation a été la méme que chez les souris KO de Parr2 et que la
resensibilisation du récepteur n’a pas été modifiée suite au blocage de 1’endocytose (8)
mais accélérée chez les souris KO de Parr2 (246). On peut conclure de cette étude que la
désensibilisation ne requiert pas la Parr et est distincte de ’internalisation. Aussi, Dang et
al. ont démontré que le blocage de 1’endocytose dépendant de la dynamine n’a aucun effet

sur le taux et I’ampleur de la désensibilisation du MOR dans le méme systéme biologique
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(65). Bien que I’endocytose puisse produire une désensibilisation en déplagcant le MOR de
la membrane cellulaire, il est clair d’apres ces études que le découplage MOR-effecteur ne
le requiert pas. La désensibilisation est aussi plus rapide que I’internalisation (de point de
vue cinétique) et il est certain que 1’efficacité de désensibilisation et celle de 1’endocytose
ne sont pas corrélées (64).
La désensibilisation induite par la Met-enképhaline, DAMGO, morphine et méthadone
(246) est plus prononcée dans le LC (66, 67), ainsi qu’au niveau des neurones de la
substance grise péri-acqueducale (PAG) (135), aprés une exposition chronique a la
morphine. La désensibilisation contribuerait a la tolérance par la réduction fonctionnelle
des MOR 4 la surface cellulaire suite a une administration prolongée des drogues (voir
détails au début du paragraphe). Il y a beaucoup d'adaptations causées par I’administration
chronique de la morphine qui pourraient &tre responsables de cette observation, mais
I'endocytose ne semble pas jouer un rdle, du moins selon certaines études. L’équipe de
Quillinan et al a démontré une réduction de I’endocytose apres un traitement chronique a la
morphine, responsable d’une désensibilisation accrue (246). Autres mécanismes
d'adaptation comprennent ceux qui sont directement impliquées dans la phosphorylation
des MOR par des kinases telles que ERK1/2, GRK (mais GRK2 est diminué (79)), Parr
(mais Parr2 est diminuée dans la PAG (80)) ou autres telles que les protéines RGS :
protéines régulatrices des signaux des protéines G (99), la phospholipase D2 (157) ou la
spinophiline (45). En plus d’une désensibilisation accrue, le traitement chronique a la
morphine conduit a une réduction de la resensibilisation du MOR dans les neurones du LC
de la souris (66). Dang et al. et Quillinan et al. ont récemment confirmé cette observation et
ont établi que cette réduction de la resensibilisation est reliée a une adaptation dans le
processus de régulation du MOR médiée par la cascade GRK2-Barr2-dynamine (63, 246). 11
a été proposé que, suite a un traitement chronique a la morphine, la régulation des MOR par
la Parr2 soit renforcée (probablement suite @ une phosphorylation accrue du MOR par la
GRK2), ce qui ralentit la resensibilisation du récepteur et aboutit & une accumulation des
MOR désensibilisés (63). La constatation que I’herkinorine (analogue de 1’opiacé
salvinorine) engage efficacement les protéines G de signalisation mais ne provoque pas de
phosphorylation du récepteur ni de translocation de la Barr2, méme lorsque la GRK2 est
surexprimée (103) confirme la possibilit¢ de trouver des analgésiques opiacés qui ne
produiraient pas de diminution de la resensibilisation du MOR médiée par la farr2 donc qui

induiraient moins de tolérance. Cet opiacé est actuellement dans les phases précoces de
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développement. L’équipe de Virk en 2009 a rapporté la découverte intrigante que la met-
enképhaline produit une signalisation efficace en présence de faible concentration de
buprénorphine, mais ne produit plus de désensibilisation rapide (312). Ceci suggére que les
opioides, ou drogues apparentées, peuvent stabiliser le MOR dans des conformations qui
sont en mesure de signaler aux protéines G, sans pour autant le désensibiliser, limitant ainsi
la tolérance (64). Aussi, on a démontré que la morphine combinée a un opiacé qui stimule
I’endocytose aura pour résultat I’internalisation du MOR, sa resensibilisation et son
recyclage. Cette découverte a donné naissance a la proposition que des « cocktails »
d’opiacés, comme par exemple de la méthadone a faible dose associée a de la morphine
dans un traitement, atténueraient le développement d’une tolérance (118). En outre, la
méthadone a des effets inhibiteurs sur les récepteurs NMDA, ce qui peut également
prémunir contre le développement d’une tolérance aux opiacés (297). Un autre domaine
possible de développement de médicament pourrait avoir lieu dans le champ de
I’identification des adjuvants aux opiacés qui empéchent la tolérance aux opiacés en
agissant sur la phosphorylation des récepteurs (par 1’inhibition de la PKC ou autre kinase)

et la liaison a la Parr.

4.2.1.2. Conséquences fonctionnelles de la
désensibilisation : découplage récepteur-
effecteur

Il existe des preuves tres solides qui supportent que 1’altération du couplage MOR-effecteur
contribue a la tolérance in vivo (64). La tolérance aux opiacés a été largement quantifiée
dans des tissus isolés, des neurones et des préparations membranaires d’animaux tolérants a
la morphine, ainsi que dans des modeles de culture cellulaire. La mesure fonctionnelle de la
diminution du couplage MOR-effecteur dans les tissus et cellules isolées aprés un
traitement morphinique chronique montre systématiquement une perte dans le nombre de
récepteurs fonctionnels, sans changement dans la liaison au MOR (157). Les agonistes
fortement internalisant le MOR, telle que I’étorphine, sont une exception, car ils induisent
une régulation négative des récepteurs (279), probablement parce qu'une faible proportion
des MOR internalisés est dégradée pendant chaque cycle de l'internalisation (319).

Les modeles opérationnels (ou analyse Fuchgott) utilisés pour quantifier la perte du
couplage fonctionnel MOR-effecteur dans des systemes isolés aprés un traitement

chronique a la morphine ont calculé une perte minimale d’environ 80% des MOR
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fonctionnels pour observer un déplacement de la courbe dose-réponse (voir définition de la
tolérance) (55, 74, 15). Les essais étudiant 1’interaction directe de la protéine GPy avec les
canaux ioniques au niveau des neurones opioidergiques d’animaux traités chroniquement
avec de la morphine in vivo ont déclaré un couplage MOR-effecteur affaibli (a I'exception
de 135), notamment au niveau de la PAG de rats et souris (14), du LC du rat et de la souris
(15, 55, 58, 63, 67, 246) et des ganglions neuronaux du trijumeau chez la souris (143). Des
résultats similaires ont également été signalés au niveau de l'inhibition de la transmission
synaptique GABAergique dans les terminaisons nerveuses dans la PAG (88, 107). Aussi,
I’¢tude de la liaison MOR-GTPyS dans le tronc cérébral en paralléle avec la densité des
MOR (26) a démontré un couplage MOR-effecteur réduit, suite a une administration
chronique de morphine, mais pas dans d’autres régions (155, 274). Pris ensemble, ces
résultats sont cohérents avec les rapports précédents dans des cultures cellulaires montrant
que l'exposition chronique a la morphine inhibe le couplage MOR-effecteur (par technique
de liaison au GTPyS) sans affecter sensiblement la densité des MOR a la membrane (242,
243).

La désensibilisation du récepteur, le role des différentes kinases et Parr, 1’endocytose,
I’interaction avec différentes protéines cytoplasmiques et le trafic post-endocytique
(recyclage, dégradation), comme déja expliqués, contribuent également aux mécanismes
moléculaires de la tolérance analgésique liés au récepteur.

4.2.2. Mécanismes cellulaires de la tolérance

Le traitement chronique aux opiacés donne des adaptations de certains neurones spécifiques
du cerveau, provoquant un phénoméne complexe psychologique et physique connu sous le
nom de toxicomanie. Les comportements complexes, comme la tolérance et la dépendance
physique et psychique, qui caractérisent I'état toxicomane, semblent  résulter
de neuroadaptations au niveau du complexe récepteur/effecteur. Apres l'utilisation
chronique des opioides, il ya une régulation a la hausse de la voie de 1'AMPc, une
augmentation du CREB et une augmentation du facteur de transcription cFosB. Ceux-ci
seront discutés plus en détail ci-dessous. Il ya de nombreuses régions du cerveau qui ont été
impliquées dans les neuroadaptations qui se produisent pendantla tolérance et la
dépendance aux opiacés. Le LC a été le plus largement étudié et il a été proposé de jouer un
role causal principal dansl'expression de nombreux signes de sevrage (222,
266). Cependant, d'autres études ont fourni des preuves pour suggérer que des régions

indépendantes du LC, comme le PAG, le bulbe rostral ventrolatéral, y compris le noyau
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réticulaire paragigantocellulaire (PGi), et la corne dorsale de la moelle épiniére, jouent
un réle plus important dans le syndrome de sevrage (56). Des 1ésions au niveau du PGi, la
principale source des afférences excitatrices du LC, atténuent profondément 1’initiation du
sevrage médiée par le LC (248). Le PAG présente de nombreuses projections
réciproques a un certain nombre de régions du cerveau, y compris I'amygdale, le noyau
accumbens (113, 194), le PGi et plusieurs régions hypothalamiques (254). Ces domaines
peuvent également subir des adaptations quand ils sont traités chroniquement par des
opiacés.

4.2.2.1. Activation de la voie de 1’adénylate cyclase
Donnés en aigué, les opioides sont connus pour inhiber I’activité adénylcyclase. Cependant,
aprés un traitement chronique a la morphine dans des cultures de lignées cellulaires non-
neuronales, il y a une régulation a la hausse de la cascade de l'adénylcyclase malgré la
présence continue de 1’agoniste (12, 13). Aprés retrait de la morphine, I’activité de
I’adénylate cyclase augmente davantage et serait potentiellement une composante
importante du sevrage (268). La régulation positive de ' AMPc implique une augmentation
des concentrations de I'adénylate cyclase et, éventuellement, d'autres composantes de la
transduction de cette voie de signalisation (4). En outre, la régulation positive de la voie
d’AMPc s'oppose a I’inhibition aigué de cette voie par les opiacés et, par conséquent,
représenterait une des causes de la tolérance physiologique. La cascade AMPc est connue
pour avoir des effets puissants sur la libération de neurotransmetteurs dans les synapses a la
fois excitatrices et inhibitrices du systéme nerveux central (27, 53). La suppression des
opioides, apres un traitement chronique, résulte en une augmentation de la transmission
synaptique GABAergique dépendante de I'AMPc dans plusieurs sites, y compris l'aire
tegmentaire ventrale (ATV) (53, 272), le PAG (136) et le noyau accumbens (53). Dans
le PAG et ’ATV, les opioides administrés en aigué€ inhibent la transmission synaptique
GABAergique présynaptique par un mécanisme indépendant de la PKA (27, 310).
Toutefois, apreés un traitement opioide chronique, il y a une augmentation du couplage
récepteur opioide/AMPc au niveau de la transmission synaptique médiée par le GABA.
4.2.2.2. CREB et autres facteurs de transcription

Les mécanismes par lesquels 1'exposition chronique aux opiacés provoque la régulation
positivede la voiede I’AMPcsont encore mal compris.ll a été démontré
que l'administration chronique d'opiacés régule a la hausse de maniere sélective les

deux isoformes de 1'adénylate cyclase (types I et VIII) dans les neurones du LC (170, 205).
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La régulation positive de l'adénylate cyclase de type VIII semble étre médiée par la
protéine CREB, l'un des principaux facteurs de transcription dépendant de I’AMPc dans le
cerveau (40, 170). L’infusion d'oligonucléotides antisens du CREB dans le LC réduit
'augmentation induite par la morphine de l'adénylyl cyclase type VIII. Cependant, elle n'a
aucun effetsur le typel (170). En outre, cette infusion atténue seulement certains
comportements de sevrage 16-30 min apres administration du naltrexone (170). Par
conséquent, il peut y avoir d'autres facteurs en dehors du CREB qui assurent la
médiation de la régulation a la hausse de 'adénylyl cyclase ou bien le processus médié par
le CREB n’est pas responsable de tout le syndrome de sevrage. Les mécanismes de
neuroadaptation peuvent étre aussi reliés a Dactivit¢é d’autres facteurs de
transcription. Les familles Fos et Jun ont ¢ét¢ impliquées dansle développement de la
dépendance. Leur induction est rapide, mais transitoire, aprés administration aigué des
opioides.  Aussi, les protéines Fos-like, appelées FRA chroniques (Fos-related
antigens), s'accumulent apres un traitement répété aux opiacés (228). Les FRA chroniques
sont un variant d'épissage du géne fosB et sont des candidats potentiels pour la plasticité
induite par les médicaments (48, 182, 225).

4.2.2.3. Expression conjointe du MOR et du DOR

Bien que nous ayons principalement porté notre attention sur les MOR jusqu’a présent, il
est important de comprendre que des interactions entre les différents sous-types de
récepteurs opiac€s surviennent, sont complexes, et se modifient & cause d’une expression
des récepteurs modifiée pendant la mise en place d’une tolérance aux opiacés et aussi
durant la douleur inflammatoire chronique. Par exemple, I’activation des MOR par la
morphine augmente I’expression des DOR sur les surfaces cellulaires de plusieurs neurones
du cerveau et de la moelle épiniere (327), augmentant ainsi la probabilit¢ d’une interaction
entre les sous-types. Le DOR homomérique active un sous-ensemble similaire de protéines
G que le MOR homomérique (3). Toutefois, I’hétérodimérisation pu/d des RO modifie les
propriétés de liaison de 1’agoniste et de 1’antagoniste du complexe du récepteur opiacé et de
son sous-type associé de protéine G (activation préférentielle de la Gaz) (81). On pense que
cela est di a un échafaudage complexe de protéines sur les récepteurs opiacés
homodimériques et hétérodimériques, lequel intégre ses protéines G associées, ses protéines
de phosphorylation et d’autres protéines effectrices et méme peut-étre les récepteurs
NMDA (211). L’association des DOR aux MOR semble augmenter la possibilité de

développer une tolérance a la morphine (327), mais on ne sait pas pourquoi. En effet, le
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développement de la tolérance a été atténué, chez les souris KO du DOR et aussi par les
molécules agoniste du MOR et antagoniste du DOR désignées pour interagir
préférentiellement avec les hétérodimeres (68). Aussi, on ne connait pas non plus ’effet de
I’activation de la protéine Gz. C’est pourquoi les interactions entre les différents sous-types
de récepteurs opiacés, et en particulier entre les MOR et les DOR, doivent faire I’objet de
recherches plus approfondies afin d’atténuer le développement de la tolérance.

D’autres approches récentes prometteuses pour limiter la tolérance ont été largement revus
et incluent le ciblage sélectif d’hétéromultimeres, ou les opiacés qui activent des cascades
de signalisation intracellulaire  différentes, impliquant éventuellement [ activation
différentielle des sous-types de la protéine Ga (236), et en particulier ’activation
différentielle de la protéine G par rapport a I’endocytose (22, 54, 157, 202).

4.2.3. Plasticité synaptique
4.2.3.1. Description

Les drogues toxicomanogénes, y compris les opiacés, influencent profondément la
plasticit¢ synaptique qui souligne I'apprentissage et la mémoire dans les systémes
neuronaux impliqués dans le développement de la toxicomanie (récemment passé en revue
par Hyman et al, 2006 et Kauer et Malenka, 2007) (133, 147). Des études récentes ont mis
I'accent sur les processus qui jouent un role clé dans la consolidation de la mémoire, la
potentialisation a long terme (LTP) (renforcement durable de 1'efficacité de la transmission
synaptique qui fait suite a certains types de stimulation), et la dépression a long terme
(phénomeéne inverse de la LTP qui conduit & la mise sous silence de la synapse). Dans la
plupart des cas, ces processus impliquent des changements dans la synthése, l'insertion, la
suppression, la stabilisation et la consolidation des sous-unités des récepteurs du glutamate
(généralement AMPA) au niveau des synapses (72, 196). Apres un traitement chronique a
la morphine, la LTP a été fortement inhibée au niveau des synapses excitatrices des
neurones CAl de l'hippocampe (les MOR agissent directement sur les interneurones
GABAergiques dans cette région (322)), un effet qui pourrait étre renversé par la morphine
en traitement aigué (241). Cela semble étre di a 1’activation de la voie de ' AMPc pendant

le sevrage, car ¢a pourrait &tre bloqué par les inhibiteurs de PKA (54).
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4.2.3.2. Régulation a la hausse du récepteur NMDA

De nombreuses études ont démontré 1’existence d’une réponse paradoxale aux opiacés
connue sous le nom d’hyperalgésie induite par les opiacés (HIO) (41, 52, 105). Lors de
I’HIO, les récepteurs p se couplent aux protéines Gs et forment alors un complexe
excitateur avec augmentation de I’AMPc (160, 161) et libération de neurotransmetteurs
excitateurs. Cela active la PKC intracellulaire (51) qui induit alors la phosphorylation des
récepteurs NMDA (49, 50) provoquant un influx de Ca*" et par 1, toutes les cascades de
sensibilisation centrale. De nombreux systémes excitateurs contribuant a une analgésie
réduite ou a une douleur plus forte sont secondairement activés ou modulés par I’activation
des MOR. On a proposé d’inhiber les systémes excitateurs coactivés avec des adjuvants au
traitement opiacé afin de réduire ou d’atténuer la tolérance aux opiacés. Parmi les systémes
excitateurs qui sont régulés a la hausse avec une activité des MOR, il y a : les récepteurs
d’orphanine (300), la cyclo-oxygénase (129), le peptide li¢ au geéne de la calcitonine (294)
et la substance P (294). L’attention des chercheurs s’est surtout portée sur I’amélioration de
la fonction des récepteurs NMDA pendant le traitement aux opiacés. Bien que les
récepteurs NMDA soient omniprésents dans le systéme nerveux central, ils jouent un rdle
particulicrement important dans la signalisation de la douleur via une neurotransmission
glutamatergique dans les lames superficielles de la moelle épiniére dorsale. Dans les
neurones de la corne dorsale, les récepteurs NMDA et les MOR sont tous deux présents et
participent a la transmission et a la modulation des signaux de douleur au cerveau. Bien que
les processus cellulaires contribuant a la tolérance aux opiacés et provoquant une
distinction entre la forme aigué et chronique par ce mécanisme ne soient pas clairs, il existe
des preuves provenant d’études animales que I’inhibition des récepteurs NMDA pendant
une exposition aux opiacés réduit la tolérance chronique a ces drogues (297). Récemment,
les recherches portant sur I’effet hyperalgésique des opiacés se sont davantage concentrées
sur la régulation a la hausse de la fonction des récepteurs NMDA activée par les récepteurs
opiacés en tant que mécanisme possible. Il est cliniquement difficile de faire une distinction
entre I’HIO et la tolérance aux opiacés. C’est pourquoi il est possible qu’une fonction des
récepteurs NMDA accrue puisse contribuer aux deux processus ainsi qu’a d’autres troubles
pathologiques comme la douleur chronique et la douleur neuropathique. Ces pistes de
preuves concernant les systémes excitateurs régulés a la hausse par 1’activation des
récepteurs opiacés fournissent une justification pour 1’utilisation clinique de traitements

adjuvants lors d’une thérapie a base d’opiacés, comme par exemple avec des agents anti-
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inflammatoires non stéroidiens et des antagonistes NMDA (bien que ces derniers puissent
causer des troubles de mémoire et d’apprentissage). Des médicaments en développement
pourraient fournir de nouveaux adjuvants au traitement par opiacés qui visent d’autres
systémes excitateurs stimulés.

5. Internalisation et trafic post-endocytique du DOR

Nous avons porté notre attention principalement sur les MOR jusqu’a présent. Cependant,
le DOR constitue une cible prometteuse pour le traitement des douleurs chroniques, ainsi
que de nombreux désordres psychologiques. C’est pourquoi il devient intéressant d’étudier
les mécanismes moléculaires de la tolérance aux ligands du DOR. Vu que la
compréhension de ces mécanismes repose sur I’étude du trafic du récepteur, il sera alors
indispensable d’étudier les aspects de ce trafic et les mécanismes moléculaires sous-jacents.
Plusieurs études ont suggéré que les agonistes des DOR sont capables de stimuler différents
trafics du récepteur. Par exemple, la pré-incubation des cellules HEK-293 exprimant de
fagon stable le DOR avec les peptides DPDPE ([D-pénicillamine”, D-pénicillamine’]-
enképhaline), la [D-Ser2, D-Leu5]enképhaline-Thr, la [D-Ala®, D-Leu’Jenképhaline, la
deltorphine II ou les alcaloides comme le BW373U86 et I'étorphine aboutit a
l'internalisation du récepteur, mais pas avec les alcaloides lévorphanol, morphine et
oxymorphindole (30, 32). Les études de liaison avec les radioligands ont démontré que le
traitement chronique a la morphine induit une régulation négative du DOR dans une lignée
cellulaire de neuroblastome humain (324), mais pas dans les cellules NG108-15 (174).
Cette régulation négative du DOR suite au traitement chronique a la morphine, vient a
I’encontre des résultats trouvés au niveau du SNC, ou on a démontré une augmentation de
I’expression du DOR a la surface cellulaire suite a un traitement chronique a la morphine
(voir paragraphe 3.2.2.3). Dans les cellules de neuroblastome humain SK-N-BE, le DPDPE
et la deltorphine I induisent l'internalisation et la dégradation lysosomale du DOR, alors
que I’étorphine stimule I’internalisation et le recyclage du récepteur a la surface cellulaire
(201, 115). Toutefois, l'activation de la voie de dégradation du DOR n'est pas spécifique
aux peptides car les peptides endogeénes, comme la [Leu5] enképhaline et [Met5]
enképhaline, induisent le recyclage du DOR aprés son internalisation, mais [’opioide
synthétique SNC-80, dirige le récepteur vers la voie de dégradation (176). Evidemment,
I’internalisation du DOR et son recyclage semblent étre spécifiques de 1’agoniste et du

systéme biologique dans lequel il est exprimé (319). En effet, au niveau des neurones de
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I’hippocampe et du striatum, le SNC-80 provoque une forte internalisation du DOR, alors
que son dérivé proche, le AR-M100390 ne réussit pas a induire son endocytose (238). Cette
méme étude a démontré que le récepteur, une fois stimulé par le SNC-80, se dirige vers les
lysosomes pour y étre dégradé. Aussi, le DOR est internalisé en réponse a une exposition

prolongée a la dermenképhaline au niveau de la corne dorsale de la moelle épinicre de rat

91).

L'internalisation du DOR implique les vésicules de clathrine dans la plupart des cellules
mammifeéres (308). D’autres données indiquent toutefois que, selon l'environnement
cellulaire, des voies alternatives d'internalisation (35) peuvent également étre impliquées
dans l'internalisation du DOR. La mono-ubiquitination a ét¢ impliquée dans l'internalisation
de certains GPCR (122). L'ubiquitination du DOR lui-méme n’est cependant probablement
pas essentielle pour son internalisation dépendante de I’agoniste, puisque la mutation
exhaustive des résidus lysine cytoplasmiques n'a pas inhibé 1'endocytose du DOR dans les
cellules HEK-293 (288). Le domaine C-terminal du DOR a été démontré ayant un role
crucial dans l'internalisation du récepteur. La troncature des 15 ou 37 derniers résidus du
DOR a complétement bloqué l'internalisation médiée par le DPDPE dans les cellules CHO
(296). On a constaté cependant que 1’¢étorphine et le DADLE ([D-Ala2, D-Leu5]-
Enképhaline) ont été capables d'internaliser le DOR tronqué dans les cellules HEK-293
(218). Par ailleurs, bien que le DOR tronqué internalise dans les cellules HEK-293, le DOR
portant des sites de phosphorylation mutés au niveau C-terminal ne le fait pas (320). Pour
expliquer ces résultats, Whistler et al. ont suggéré que la queue C-terminale du DOR peut
servir comme «frein» dépendant de la phosphorylation, qui empéche l'interaction entre le
DOR et la Barr en l'absence d'agoniste. L'internalisation du récepteur a un role important
dans la resensibilisation du signal. Ainsi,il a ét¢ démontré que la prévention de
l'internalisation du DOR par une solution de sucrose hypertonique ou la concanavaline
A prolonge 1'état désensibilis¢é du DOR dans les cellules SK-N-BE (115). Cependant,
I’endocytose est aussi une étape essentielle pour le ciblage du DOR vers les voies de
dégradation (308). Plusieurs études réalisées dans des systemes d'expression hétérologues
ont montré que les DOR internalisés sont rapidement dirigés vers les lysosomes pour une
dégradation ultérieure (123, 319) ou recyclés vers la membrane (100, 295, 328), via un
mécanisme dépendant de Rab11 (6). Le tri des DOR vers ces destinations impliquerait aussi

la Barr2 (328). Bien que la capacité du DOR a recycler ait été fréquemment rapportée, ces
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récepteurs sont souvent engagés dans la voie de dégradation via leur interaction avec les
protéines GASP (G protein coupled receptor associated sorting proteins) (123, 319). Le

DOR a été souvent rapporté comme appartenant a la classe B (voir explication a la section

2.2.2) (319, 329).

Une fois internalisé, le DOR subit une régulation négative rapide et importante dans des
lignées de cellules recombinantes (193), de cellules de neuroblastome (1) et dans les tissus
du cerveau intact (290). L'implication des vésicules de clathrine est bien établie dans la
régulation négative de nombreux GPCR (167). Dans cette voie, 1'environnement acide des
endosomes précoces favorise la dissociation du complexe agoniste-récepteur. Le récepteur
libre est ensuite dégradé dans les lysosomes. La régulation négative du DOR implique
principalement sa dégradation lysosomale dans les cellules du neuroblastome (156, 267). 1l
est généralement admis que le domaine C-terminal du DOR a un role fondamental dans la
régulation négative du récepteur (1, 62). Ainsi, I'échange de la queue C-terminale entre les
récepteurs p et & conduit a des changements réciproques dans la cinétique de la régulation
négative du récepteur (1). La troncature des 37 derniers acides aminés de la partie C-
terminale du DOR empéche la régulation négative médiée par le DADLE dans les cellules
CHO (62). De fagon intéressante, le transfert de motifs de recyclage putatifs d'autres
GPCR, tels que le MOR (289) ou le récepteur f2-adrénergique (89) sur le DOR a montré

que les constructions chimériques résultantes se dirigeaient vers la voie de recyclage.

Dans le DOR de souris, la Thr353 a été identifiée comme le résidu crucial de la régulation
négative médiée par le DADLE (62). Le résidu homologue est une Ala dans le DOR
humain. Cette observation souligne l'importance d'étudier la régulation du récepteur
humain.

Wang et al. (315) ont identifi¢ un motif de ciblage lysosomal supplémentaire (Leu245,
Leu246) dans la troisiéme boucle intracellulaire du DOR de rongeurs, ce qui indique que,
en plus de l'extrémité C-terminale, d’autres domaines du récepteur peuvent également
prendre part au trafic du DOR. Le rdle des protéasomes dans la dégradation du DOR a
¢galement été reporté (46, 307).

6. Role de la GRK2, PKC et Barr2 dans la régulation du DOR

Pour étudier les mécanismes moléculaires sur lesquels repose le trafic du DOR, on s’est

principalement intéressé aux rdles de la GRK2, la PKC et la Barr2 dans la régulation du
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DOR, vu leurs roles cruciaux dans le développement de la tolérance analgésique aux
opiacés.
Le role de la GRK2 dans la modulation de la signalisation et du trafic du DOR a fait I’objet
de diverses études controversées. En effet, I’équipe de Willets et al. a démontré que dans
des cellules de neuroblastomes de souris NG108-15, qui exprime de facon endogene le
DOR, la désensibilisation du récepteur ne semble pas dépendre de la GRK2 (321). Aussi, la
désensibilisation du DOR stimulé par le DPDPE et la deltorphine I, dans des cellules de
neuroblastomes SK-N-BE, n’a pas été affectée par la transfection d’une forme mutante de
la GRK2 (200). D’autres études ont démontré tout a fait le contraire, en démontrant le role
crucial de la phosphorylation médi¢e par la GRK2 dans la désensibilisation du DOR, dans
différents systémes biologiques (200, 214, 233). Cette phosphorylation a un réle important
dans I’induction de I’internalisation du DOR, dans différentes lignées cellulaires et avec
différents agonistes (115, 296, 326, 330). Cependant, I’équipe de Zhang et al. a démontré
que le DOR peut internaliser dans les cellules HEK-293 de facon indépendante de la GRK2
(329).
L'activation du DOR par 1’agoniste conduit a son internalisation suite au recrutement de la
GRK2 vers la protéine Gy, qui phosphoryle le récepteur a plusieurs sites, y compris la
Sérine 363 (Ser363), permettant le recrutement de la Parr et sa localisation dans des puits
recouverts de clathrine (32). L’inhibition de la protéine G par la PTX ne prévient pas
I’internalisation du DOR stimulé par le DPDPE dans les cellules de neuroblastomes de
souris (44). En revanche, dans les cellules HEK-293 exprimant de fagon stable le DOR, le
prétraitement a la PTX inhibe de 60% la capacité de 1'agoniste [D-Thr2]-Leu-enképhaline-
Thr6 a induire I’internalisation du récepteur (163). L’équipe de Traynor et al. a démontré
qu’au niveau des cellules HEK-293, le DOR peut étre phosphorylé et internaliser de fagon
dépendante de la protéine G. Cependant une voie alternative indépendante de la protéine G
et de la GRK2 existe (32). En effet, cette équipe a démontré que I’internalisation du DOR
par le DPDPE a été ralentie en présence de PTX, mais le taux d’internalisation a été le
méme au bout de 6h. T, T°°' et S* de la partie C-terminale du DOR sont les 3 trois
sérine / thréonine responsables de la phosphorylation du récepteur induite par le DPDPE
(179, 328, 329). L'internalisation médiée par la GRK2 conduit le DOR vers le recyclage,
tandis que les récepteurs mutées au niveau de ces 3 résidus (cités ci-dessus) donc
internalisés indépendamment de la phosphorylation sont destinés a la dégradation et ne

peuvent pas recycler a la surface cellulaire (328).
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Outre la désensibilisation médiée par la GRK2 (désensibilisation homologue dépendante de
I’agoniste), I’activation hétérologue de la PKC, au niveau des cellules HEK-293, stimule la

S** induisant son internalisation de fagon

phosphorylation du DOR au niveau de la
dépendante de la Barr et la clathrine (323). Cette activation hétérologue est indépendante de
I’agoniste. Elle a lieu suite a 1’activation d’autres GPCR ou une augmentation du niveau de
Ca”" intracellulaire (323). Aussi, I’activation de la PKC augmente le taux et la magnitude
de la régulation négative (diminution des sites de liaison) du DOR induite par 1’agoniste
dans les cellules NG108-15 (104).

La phosphorylation du DOR induit le recrutement de la Parr2 a sa proximité. La Parr2 est
exprimée de facon ubiquitaire et constitue un régulateur majeur de la plupart des GPCR.
Bien que la phosphorylation du récepteur induite par 1’agoniste a été démontrée pour étre
d'une grande importance pour la liaison de la Parr (83, 96), la capacité des récepteurs
opioides de recruter la Parr sans étre phosphorylés a été illustrée pour les MOR et DOR ou
les sites de phosphorylation induite par 1’agoniste ont été enlevés ou mutés (244, 329). Le
role de la Parr2 dans l'internalisation du DOR a été proposé (245, 329). En effet, la
déplétion en cette protéine régulatrice bloque I’internalisation du DOR stimulé par le
DPDPE dans les cellules HEK-293 et sa surexpression I’augmente (329). Ceci a été aussi
démontré dans les cellules de fibroblastes embryonnaires de souris (245). L’équipe de
Zhang a démontré que I’internalisation dépendante de la phosphorylation par la GRK2, qui
est médiée par Parrl et Parr2 conduit au recyclage du DOR alors que 1’internalisation
GRK2 indépendante, médiée par Parr2 uniquement, mene a la dégradation du récepteur.
Ainsi, le trafic post-endocytique du DOR peut étre régulé par la phosphorylation catalysée
par la GRK2 ainsi que les différentes isoformes de la Parr (328). Tout récemment, notre
laboratoire a démontré que les différentes modalités de recrutement de la Parr vers le DOR
supporte les différences de recyclage entre les agonistes. En effet, le recrutement de la
Barr2 a proximité de la sous-unité y2 de la protéine G empéche le DOR de recycler a la

membrane (annexe II).

7. La  sélectivité  fonctionnelle : un  nouveau  concept

pharmacologique
Dans le but de prédire si un médicament aura la capacité de se lier a un récepteur (affinité)

et de I’activer (efficacité), la pharmacologie classique se fonde sur des principes de type



67
quantitatif. Ces principes reposent sur I’hypothése selon laquelle un récepteur oscille entre
une conformation active et une conformation inactive, 1’état actif étant a la source de toutes
les réponses pharmacologiques associées au récepteur (figure 11A) (10). Dans ce modele,
I’efficacité d’un ligand est définie par sa capacité a stabiliser diverses quantités d’une seule
conformation active du récepteur : I’agoniste complet stabilise une grande quantité de la
forme active, 1’agoniste partiel une quantit¢é moindre, [’agoniste inverse stabilise
principalement la conformation inactive, quant a 1’antagoniste, il occupe le récepteur sans
modifier la distribution entre les deux états de celui-ci (302). Ce modele pharmacologique
classique a cependant été remis en question au cours de ces derniéres années. Les progres
technologiques ont en effet permis de démontrer que I’ordre d’efficacité ou de puissance de
différents ligands peut s’inverser lorsque ces propriétés sont évaluées sur plusieurs voies de
signalisation (11). Ces observations ne peuvent pas s’expliquer par I’existence d’un état
actif unique. Elles impliqueraient plutdt qu’un méme récepteur puisse €tre stabilisé¢ sous
différentes conformations actives dont chacune posseéde des propriétés de signalisation
spécifiques (302, 150). Avec ce nouveau concept est née 1’idée que la mise au point de
ligands sélectifs qui stabiliseraient spécifiquement certaines conformations de récepteurs
pourrait permettre de cibler des voies de signalisation et donc d’obtenir les réponses
pharmacologiques qui y sont associées (figure 11B) (150). La capacit¢ d’un ligand a
stabiliser un récepteur dans une conformation reliée a des propriétés de signalisation ou de
régulation spécifiques (11) est appelée sélectivité fonctionnelle (302) ou agonisme biaisé
(150). La sélectivité du ligand pourrait étre fondée sur I’interaction d’un opiacé en
particulier avec le complexe des récepteurs et sa capacité a stabiliser ou au contraire
déstabiliser la structure dans laquelle les cascades enzymatiques sont activées. Par la suite,
les protéines activées régissent I’effet analgésique ou le développement d’une tolérance.
C’est pourquoi différents opiacés auront différents effets sur les processus intracellulaires
qui modifieront leur efficacité analgésique et leur profil d’effets secondaires. Ce nouveau
paradigme est actuellement 1’objet d’une attention considérable puisqu’il constitue
théoriquement un moyen de dissocier les effets désirables d’un médicament de ses effets
indésirables, a condition bien sir, de connaitre les signaux correspondant a chaque type de

réponse (10).
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Figure 11. Evolution du concept d’efficacité en pharmacologie

A. Modele a deux états : une conformation active unique est a la source de toutes les réponses associées a un
récepteur donné. B. Etats actifs multiples : différentes conformations actives présentent des profils de
signalisation distincts (Audet et al, 2010) (10).

La capacité¢ des ligands opiacés a stabiliser différentes conformations du DOR a été
démontrée en étudiant I’affinité aux différentes sous-unités de la protéine G (10). Aussi, les
¢tudes de mutagenese ont démontré que différents agonistes du DOR interagissent avec
différents acides aminés de la 3™ boucle extracellulaire (308). Des différences spécifiques
de I’agoniste ont été observées dans la désensibilisation du DOR (2, 184, 249). Dans ce
contexte, on a constaté que tandis que le traitement avec des agonistes peptidiques ou

I’étorphine résulte en une importante phosphorylation du DOR dans les cellules HEK-293
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transfectées, le traitement avec la morphine ne I’induit pas (218, 326). De plus, bien que la
troncature de la partie C-terminale du DOR abolisse la phosphorylation médiée par les
agonistes peptidiques (230, 330), le SNC-80 estencore capable de phosphoryler
le DOR tronqué humain. Par conséquent, on peut émettre 1'hypothése qu’il y a plus de sites
de phosphorylation du récepteur par les protéines kinases dans la conformation stabilisée
par le SNC-80 que dans celle stabilisée par le DPDPE (308). Aussi, les interactions du
DOR avec la Parr ont été démontrées spécifiques de 1’agoniste (308). En effet, bien que la
morphine et 1’étorphine activent le DOR au niveau des cellules HEK-293, seule 1’étorphine
réussit a induire la translocation de la Parr vers la membrane cellulaire (318).
L’internalisation du DOR a également ¢été démontrée dépendante de [’agoniste.
Ainsi, ’équipe de Marie et al. (201) a montré que dansles cellules SK-N-BE, la
cinétique et le profil d'internalisation du DOR humain est dépendante de la structure
chimique (peptide ou alcaloide) de 1'agoniste. En outre, la morphine, en accord avec son
incapacité de phosphoryler le DOR et de recruter la Parr, est également incapable de
promouvoir l'internalisation dans les cellules HEK-293 (148) et CHO (164). Contrairement
au MOR, la surexpression de GRK2 ne favorise pas I’internalisation du DOR induite par la
morphine dans les cellules HEK-293 (326). Aussi, [’agoniste AR-M1000390 induit une
désensibilisation rapide du DOR humain sans causer une internalisation mesurable dans les
cellules SK-N-BE (201). Ceci n’a pas ¢€t¢ le cas au niveau du cerveau ou le AR-M1000390
ne réussissait pas a désensibiliser la réponse analgésique médiée par le DOR (231).
La régulation négative du DOR dépend également de I’agoniste en question. En utilisant la
microscopie a fluorescence, I’équipe de Marie et al. (201) a démontré que, bien que le
traitement moins de 4h avec des agonistes de nature peptidique cible le DOR humain dans
les lysosomes, I’étorphine dirige préférentiellement le récepteur dans les endosomes de
recyclage. Aussi, la troncature de la partie C-terminale du DOR humain au niveau de la
Gly™® (229) abolit complétement la régulation négative médiée par le DPDPE mais pas
celle par SNC-80. De méme, la mutation du site de phosphorylation primaire putatif, la
Ser’® en alanine atténue seulement la régulation négative du DOR induite par le DPDPE
(pas celle induite par le SNC-80) dans les cellules CHO (cellules ovariennes de Hamster
chinois) (221). Ces données suggerent que la phosphorylation du DOR et sa régulation
négative médiée par le SNC-80 impliquent d’autres domaines du récepteur, en plus de la
partie C-terminale.

En conclusion, les différences entre les agonistes apparaissenta chaque étape de la
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désensibilisation homologue du DOR et méme les agonistes qui présentent des efficacités
similaires dans l'activation dela protéine G différent souvent dans leur capacité a
phosphoryler, désensibiliser, internaliser et dégrader le DOR (308).

Outre le trafic, la sélectivité fonctionnelle peut également permettre 1’activation de voies de
signalisation par des mécanismes différents. Le DPDPE et le TICP (H-Tyr-Tic[CH2N]Cha-
Phe-OH ), par exemple, amorcent tous deux I’activation de la cascade ERK, mais le
DPDPE se comporte comme un agoniste dans la voie cyclase, tandis que le TICP est
agoniste inverse sur cette voie (11). Ces observations indiquent que méme si le DOR
occupé par I’'un ou l'autre des ligands est capable d’activer la voie de signalisation des
ERK, les conformations sont nécessairement distinctes puisqu’elles produisent des effets
opposés sur la voie de I’AMPc (10).

8. Hypothese de travail
Les différents ligands du DOR induisent des propriétés de trafic distinctes du récepteur soit
au niveau de ’internalisation et ses mécanismes sous-jacents ou au niveau du recyclage a la
surface cellulaire. Ceci confirme que le DOR adopte différentes conformations, en fonction
de I’agoniste qui lui est associé, définissant la propriété de sélectivité fonctionnelle des
ligands.
9. But du projet

Le but de cette étude est de mieux caractériser les propriétés de signalisation et les
mécanismes de régulation des DOR, puisqu’ils semblent étre des cibles putatives pour le
traitement de la douleur chronique, ainsi que de plusieurs désordres psychologiques.
Cependant, le traitement chronique aux agonistes du DOR produit la tolérance. Donc,
puisque la compréhension de la tolérance aux opiacés touche aux mécanismes moléculaires
sur lesquels est fondé¢ le trafic des DOR, nous avons été intéressés a étudier ces aspects, et
en particulier étudier le role de la sélectivité fonctionnelle dans la régulation du DOR afin
d’évaluer I'importance de 1’étude de cette propriété pharmacologique pour éviter le

développement de la tolérance analgésique.
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Matériel et méthodes
1. Réactifs
Les réactifs reliés a la culture cellulaire tels le milieu de base DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium), le sérum de veau fcetal, le sérum de veau, la glutamine, la pénicilline, la
streptomycine, la trypsine, la G418 (geniticine) et le HBSS proviennent de Wisent (St-
Bruno, QC, Canada). Le bleu de trypan et les lamelles proviennent de VWR. L’[*H]
adénine est fournie par PerkinElmer Life Sciences. Le chlorure de sodium (NaCl) provient
d’ACP Chemicals (Montréal, QC, Canada). La polyéthylénimine (PEI) provient de
Polysciences, Inc. (Warrington, PA, Etats-Unis). La lipofectamine et I’anticorps Alexa 488
sont fournis par Invitrogen. L’acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) et le sérum
d’albumine bovine (BSA) sont fournis par EMD chemicals (Gibbstown, NJ, Etats-Unis).
L’anticorps conjugué¢ a une peroxidase (HRP) anti-souris a été fourni par Amersham
Biosciences. Le supplément B27 et le Neurobasal A proviennent de Gibco. Le Neurocell
était fourni par Multicell. Le Purecol™ provient de INAMED Biomaterials. La papaine a
¢été fournie par Worthington Biochemical corporation. La morphine, le DPDPE, les sels
utilisés pour le tampon PBS (phosphate buffered saline), la forskoline,
I’isobutylmethylxantine  (IBMX), [I’anticorps anti-FLAG M1, le substrat o-
phenylenediamine dihydrochloryde (SIGMA FAST™ OPD), la chélérythrine, la poly-
lysine, la Cystéine-HCl monohydrate, 1’acide borique, le borate de sodium, le sérum de
chevre, I’imidazole, la paraformaldéhyde (PFA), le chlorure de magnésium et de calcium,
le triton, I’inhibiteur de trypsine, I’acide trichloracétique, ’ATP, ’AMPc et tous les
produits de la solution de dissociation proviennent de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Etats-
Unis). Le ligand TIPP provient généreusement du laboratoire du Dr P. Schiller, et I’'UFP-
512, du laboratoire de Dr G. Balboni. Le SNC-80 provient de Tocris Cookson Inc.
(Ellisville, MO, Etats-Unis). Les plaques de 96 puits proviennent de Perkin-Elmer. Les
plats de pétris sont fournis par Sarstedt et les lames étaient de chez Fisherbrand.
2. Plamides

Le FLAG-DOR (264, 265) est le résultat du gene murin DOR étiqueté a 1’extrémité N-
terminale avec I’épitope FLAG a l'intérieur du vecteur pcDNA3, provenant aimablement
du laboratoire du Dr. M. von. Zastrow (Universit¢ de Californie, San Francisco). Le
dominant négatif de GRK2 (GRK2-K220-R) a été généreusement fourni par le laboratoire

du Dr. F. Mayor (département de biologie moléculaire et centre de biologie moléculaire
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Severo Ochoa, Espagne). Le dominant négatif de Parr (Barr (319-418)) provient
aimablement du laboratoire du Dr. M. Bouvier (Département de biochimie, Université de
Montréal). La GRK2-K220R est inactive en raison de la mutation du résidu lysine (K) en
position 220 en une arginine (R) qui interfére avec son activité kinase. La Parr (319-418)
est équivalente au fragment de I’extrémité C-terminale de la Parr 1 et fonctionne comme
dominant négatif parce qu’elle compétitionne avec la Barr fonctionnelle endogéne.

3. Culture cellulaire et transfection

Lignées cellulaires immortalisées

Les cellules embryonnaires humaines rénales HEK-293 ont été transfectées, en utilisant la
lipofectamine, avec 4 pg de FLAG-DOR (par pétri de 100mm), pour exprimer ce récepteur
de facon stable. Les lignées cellulaires ont été sé¢lectionnées a 1’aide de 500 pg/ml de G418.
Ces cellules, nommées WT6, ont été utilisées pour étudier la cinétique d’internalisation des
différents ligands et réaliser les expériences d’accumulation d’AMPc. Quant aux
transfections transitoires, effectu¢es a 1’aide de PEI (31), les cellules HEK-293 ont été co-
exprimées avec le FLAG-DOR (3ug pour le controle et 1.8ug en présence du mutant
négatif de GRK2) et soit le vecteur vide pcDNA3 (8ug pour le contréle et 1.2ug en
présence du mutant négatif de GRK2), soit le double mutant négatif de GRK2 (GRK2-
K220R) (8pg), pour étudier I’effet de GRK2 dans I’internalisation. Afin d’évaluer le rdle de
la Parr, les cellules ont été co-exprimées avec le FLAG-DOR et soit le vecteur pcDNA3
soit la Barr (319-418) (mémes quantités que le cas précédant). Les lignées cellulaires ont été
cultivées en monocouche dans des pétris contenant du milieu DMEM enrichi de 10% (v/v)
de sérum de bovin feetal, 1000 unités/ml de pénicilline, 1mg/ml streptomycine, SmM de L-
glutamine et 10 pg/ml de plasmocine dans une atmosphéere humide de 95% air et 5% CO; a
37°C.

La veille de la transfection, on transfére les cellules HEK-293 dans une plaque a 24 puits,
déja traitée avec de la poly-lysine, & une concentration de 150.000 cellules par puits. Le
lendemain, les cellules sont incubées 3-4h avec un mélange contenant du DMEM, les
plasmides requis, 150 mM de NaCl et 3 ng de PEI (pH entre 6.5 et 7.5) pour chaque pg de
plasmide présent, ces trois derniers sont préalablement incubés ensemble 15 min avant
d’étre ajoutés aux cellules. La transfection est arrétée en ajoutant du milieu de base
supplémenté de sérum de veau feetal & 10%. 48 heures post-transfection, on étudiera la

cinétique d’internalisation par méthode ELISA.
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Cultures primaires de neurones

Elles sont préparées a partir du cortex préfrontal de ratons en post natal (au plus tard 2 jours
aprés naissance) en utilisant une procédure adaptée d'une méthode décrite précédemment
(82). Brievement, les ratons sont cryo-anesthésiés, leurs cerveaux rapidement enlevés et
transférés dans une solution de dissociation glacée (Na,S0490mm; K,SO430mM;
MgCl, 5,8 mM; CaCl, 0.25mM; Hepes 10 mM, glucose 20 mM, pH 7,4). Le cortex
préfrontal est disséqué et digéré dans une solution de papaine (20 unités par ml, 40 min a
37°C). Par la suite, le produit est passé successivement dans deux pipettes Pasteur de
diamétres décroissants pour sa dissociation mécanique. La suspension obtenue est
centrifugée, les cellules en suspension sont diluées a une densité de 2,5 millions/ml avant
leur étalement sur des lamelles de verre préalablement traitées avec du collagéne/poly-L-
lysine (chacun a 0,1 mg/ml). Les cellules sont cultivées dans un milieu basal (Neurobasal)
supplémenté avec du B27 (4%), 1000 unités/ml de pénicilline-
streptomycine, Glutamax (2%) et sérum de veau feetal (10%). 24 heures aprés, les
lamelles sont transférées dans une plaque de 6 puits contenant 2 ml de Neurobasal par puits
et on transfecte les cellules avec du FLAG-DOR (8ug d'ADN/puits) en suivant le protocole
de transfection au phosphate de calcium adapté (270). Briévement, un précipité de
phosphate de calcium/ADN s'est formé dans une solution saline tamponnée d’HEPES
(pH 7,03) et a été ajouté goutte a goutte milieu Neurobasal. Aprés 30 min de transfection,
les neurones sont lavés dans une solution saline équilibrée de Hank et retournés a leur

milieu de culture d'origine.
4. Essai d’accumulation d’AMPc

Les cellules WT6 sont incubées, pendant au moins 16h, dans du milieu DMEM contenant
de la [’H]-adénine (1pCi/ml; 1Ci=37GBq). La membrane cellulaire est perméable a
I’adénine tritiée, qui peut donc pénétrer a I’intérieur de la cellule et s’incorporer dans ’ATP
produit par la cellule. L’ATP produit a son tour de I’AMPc marqué. Le lendemain, le
milieu radioactif est enlevé et est remplacé par du DMEM a 37°C. les cellules sont ensuite
décollées mécaniquement et lavées 4 fois au PBS a 4°C. Les cellules sont par la suite
incubées pendant 20 min a 37°C dans une solution contenant 300ul de PBS/0.1uM
forskoline  (activateur de 1’adénylate cyclase)/2.5uM IBMX (inhibiteur de

phosphodiestérases) ot on a dilué toutes les drogues de 107 4 10°M. La réaction est
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arrétée sur glace a 1’aide d’une solution contenant 5% d’acide trichloracétique, SmM ATP
et 5SmM AMPc non marquées. Aprés une centrifugation de 30min a 4°C a 1200G, I’[’H]-
ATP est séparé de I'[’H]-AMPc par chromatographie séquentielle sur colonne de résine
Dowex et d’oxyde d’aluminium (Alumine). Les quantités d’AMPc et d’ATP tritiés éluées
sont mesurées par un compteur a scintillation liquide et chaque expérience est faite en
triplet. Les résultats sont exprimés selon le ratio : (["H]-AMPc/([’H]-ATP+[’H]-AMPc)).
Les effets des drogues sont exprimés en % de changement par rapport a la production

d’AMPc en absence de ligand (niveau basal).
5. Evaluation du trafic du DOR dans les cellules HEK-293
Internalisation

La quantification des récepteurs a la surface membranaire et la mesure de I’internalisation
du récepteur est effectuée par technique ELISA, adaptée a partir des méthodes déja publiées
(6, 172, 292). Les cellules sont ensemencées a une densité de 300.000 cellules/puits pour
les transfections stables et une densité de 150.000 cellules/puits pour les transfections
transitoires dans une plaque de 24 puits couverts de poly-lysine. L’étude de 1’internalisation
se fait au moins 48h apreés mise en plat des cellules stables, et 48h apres transfection pour
les cellules transfectées de fagon transitoire. Le jour de I’expérience, le milieu complet
(avec sérum) sera changé par du DMEM, 15min avant ’ajout des drogues. Lorsque 1’effet
de la PKC sur la cinétique d’internalisation est étudié, la chélérythrine est diluée dans du
DMEM a une concentration de 6uM et introduite 15min avant le début de 1’expérience. Les
différentes drogues sont diluées dans du DMEM a une concentration de 10uM et ajoutées
aux cellules, aux temps indiqués sur les figures. L’internalisation est arrétée par
I’élimination des drogues et le lavage avec du PBS a 4°C (3 fois). Les cellules sont ensuite
fixées a la PFA (3%) pendant 15min a température piece (RT). Apres lavage de la PFA, les
sites non spécifiques sont bloqués par une solution de PBS/BSA (1%)/CaCl, (1mM),
MgCl, (ImM) durant 30min a RT. Les cellules sont par la suite incubées avec 1’anticorps
primaire anti-FLAG M1 (1:1000 dans du PBS/BSA (1%)), durant 1 heure, toujours a RT.
Aprées lavage de I’anticorps primaire (3 fois au PBS), on ajoute I’anticorps secondaire anti-
souris conjugué a une peroxydase (HRP) (1:5000 dans du PBS/BSA (1%)), pendant 30min.
Les cellules sont encore lavées au PBS et 200ul de substrat HRP o-phenylenediamine

dihydrochloride (SIGMA FAST™ OPD) sont ajoutés dans tous les puits, pendant 8 & 12
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minutes. La réaction est arrétée avec une solution de HCI 3N. La densité optique est
¢valuée a 492 nm dans un lecteur de microplaques (Victor3 ; Perkin Elmer) de 96 puits
dans lesquels 200ul du mélange formé sont transférés. La lecture de la densité optique
(DO) correspond au signal généré par les récepteurs demeurés a la surface cellulaire. La
quantité des récepteurs internalisés a la suite de 1’exposition aux drogues est calculée en
soustrayant la DO obtenue en présence de ’agoniste de celle obtenue en son absence. Les
résultats sont exprimés en pourcentage des récepteurs initialement présents a la surface
cellulaire selon le ratio : (DO*** - DO™™)/DO"**)*100 ou DO*** et DO™™ sont les
DO des récepteurs en absence et en présence des drogues, respectivement et aux différents
temps. Ils correspondent aux résultats de 1’internalisation en pourcentage des récepteurs en
surface avant traitement. Les résultats des différents traitements pour modifier
I’internalisation sont normalisés selon I’internalisation induite par la drogue correspondant
a la condition basale, et présentant le pourcentage d’internalisation maximale observée dans

le cas controle.

Recyclage

Le recyclage des récepteurs internalisés a la membrane cellulaire est estimé en utilisant une
variante de I’essai décrit ci-dessus. Une heure avant I’internalisation, la synthése protéique
est bloquée avec 10uM de cycloheximide qui reste présente durant la période de I’essai. A
la fin de la période d’internalisation, 1’agoniste est éliminé en lavant avec du DMEM a
37°C (3*1min). Les cellules sont ensuite placées dans 1’incubateur, pour permettre leur
récupération dans un milieu sans agoniste (DMEM/HEPES/cycloheximide) pour des temps
d’incubation croissants. L’expérience est arrétée en ajoutant du PBS froid, et on proceéde
aux étapes de quantification des récepteurs a la surface, comme décrites dans le paragraphe
précédant. Le taux des récepteurs internalisés qui recyclent a la surface membranaire est

exprimé comme pourcentage des récepteurs internalisés suite a 1’exposition a I’agoniste.
6. Evaluation du trafic du DOR dans les neurones

Le trafic du DOR dans les neurones est évalué¢ par immunofluorescence et microscopie
confocale. Les expériences d’immunohistochimie sont réalisées 2 jours aprés transfection
du récepteur. Tout d’abord, les neurones sont incubés avec un anticorps primaire de souris
anti-FLAG M1 (1:100), dépendant du calcium, 30 min avant I’ajout soit du véhicule soit

des drogues (10uM). Aprés 60min de traitement, les neurones sont lavés avec du PBS-
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EDTA (2*5min) puis 1 seule fois avec du PBS a 37°C. Ces lavages permettent
I’¢limination des drogues, ainsi que les anticorps liés aux récepteurs de surface, garantissant
ainsi que seuls les DOR internalisés, qui sont protégés des lavages, conservent le marquage
avec D’anticorps primaire (309). Pour les neurones d’internalisation controle, les cellules
sont immédiatement fixées a I’aide de la PFA (3%) puis perméabilisées avec du PBS/Triton
(0.1%) (20min a RT). Les neurones sont alors exposés a 1’anticorps secondaire (Alexa-488
anti-souris, 1:1000), pendant 60min, puis lavés 3 fois au PBS Ca®"/Mg”". Les images sont
acquises en utilisant un microscope confocal a balayage laser FluoView 1000 (Olympus).
L’intensité moyenne du marquage cytoplasmique est quantifiée en utilisant le logiciel
ImageJ selon une méthode décrite précédemment (259). Briévement, 1’intensité nucléaire
intégrée est soustraite de l’intensité intégrée dans le périmétre du corps cellulaire des
neurones. La valeur obtenue est divisée par I’aire comprise entre le périmetre extérieur de
la cellule et le périmetre nucléaire pour donner I’intensité cellulaire moyenne. La
fluorescence nucléaire est considérée comme de 1’arriere-plan et son intensité moyenne est
soustraite du quotient décrit ci-dessus. Pour mesurer 1’intensité du marquage de surface, on
délimite la membrane manuellement et on calcule ’intensité de fluorescence toujours en
utilisant le logiciel ImageJ. Cette valeur sera divisée par I’intensité du marquage
cytoplasmique suite au traitement (avant récupération). Pour les neurones montrant le
marquage intracellulaire aprés recyclage, les cellules sont incubées avec [’anticorps
primaire, exposées aux drogues ou au véhicule pendant 60min et lavées comme décrit ci-
haut. Elles sont renvoyées a [’incubateur pour une récupération de 60min dans du
Neurobasal. Apres cette période, les cellules sont lavées au PBS/EDTA (2*5min) puis au
PBS (1*5min) puis fixées et traitées comme ci-dessus afin d’évaluer la fluorescence
intracellulaire aprés récupération. Pour 1’évaluation du marquage de surface des neurones
qui ont récupéré de 1’exposition a 1’agoniste, les cellules sont lavées au PBS Ca*"/Mg*" et
exposées a I’anticorps secondaire sans perméabilisation. Le recyclage est déterminé a partir
de 2 mesures complémentaires : a) évaluation de la fluorescence intracellulaire qui reste
présente apres récupération de 1’exposition a I’agoniste, b) comptage du nombre de cellules
qui présentent du marquage de surface suite a leur incubation en absence de 1’agoniste. Au
total, 4 expériences indépendantes ont été réalisées dans lesquelles 8-28 neurones par

condition ont été étudiés.
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7. Analyse statistique

Les analyses statistiques et 1’ajustement des courbes sont effectués a 1’aide de la version 5
du logiciel Graph Pad Prism (GraphPad, San Diege, CA). Les tests utilisés sont ’ANOVA
(un et deux facteurs) (mesures non répétées), suivis par les comparaisons post hoc de

Bonferroni (dans le cas de ’ANOVA a deux facteurs) et le test t non apparié.
8. Ligands du DOR utilisés dans cette étude

De point de vue structural, les ligands peuvent étre divisés en deux groupes, les ligands
peptidiques : DPDPE ([D-pénicillamine’, D-pénicillamine’]Jenképhaline), UFP-512 (H-
Dmt-Tic-NH-CH(CH2-COOH)-Bid) et TIPP (H-Tyr-Tic-Phe-Phe-OH) et les ligands non
peptidiques :  SNC-80  ((+)-4-[(aR)-a-((2S,5R)-4-allyl-2,5-dimethyl-1-piperazinyl)-3-
methoxy-benzyl]-N,N-diethyl-benzamide) et morphine. Les ligands non peptidiques sont
moins métabolisés et passent plus facilement la barriere hématoencéphalique ainsi que les
membranes cellulaires (39). Le DPDPE a ¢été synthétisé a partir de I’enképhaline, un
pentapeptide endogéne, en ajoutant des ponts de disulfure entre les deux pénicillamines afin
de rendre la conformation plus rigide pour se lier spécifiquement au DOR (75). L’UFP-512
a ¢été synthétisé a partir d’un pharmacophore antagoniste, le Dmt-Tic, en modifiant
I’extrémité C-terminale dans le but de créer un agoniste (16). Le tétrapeptide TIPP est un
antagoniste potentiel du DOR caractérisé par une extrémité carboxylique libre lui conférant
une haute sélectivité envers le DOR (261). Le SNC-80 a été synthétisé a partir de
I’énantiomére du 1-allyl-trans-2,5-dimethylpiperazine (38). En ce qui concerne la
morphine, des méthodes de synthése chimique existent mais la production a partir du pavot

reste la plus rentable. Industriellement la morphine peut étre obtenue de deux facons :

* a partir de pavot Oeillette : on utilise la capsule égrenée et l'extrémité de la tige du
pavot oecillette (papaver somniferum nigrum) récolté "vert" pendant I'été. Les parties
de la plante sont séchées, puis la morphine est extraite en milieu hydroalcoolique
avec d'autre opiacés. Elle sera séparée par une précipitation sélective avant d'étre
purifiée.

* a partir de l'opium : l'opium est issu de pavots (papaver somniferum), cultivés
en Inde, par évaporation du latex qui s'écoule d'incisions faites sur la capsule. La

morphine (et d'autres alcaloides) est obtenue par extraction aqueuse acide depuis
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I'opium qui en contient a peu pres 10 %. Elle est ensuite obtenue seule par une

précipitation sélective.
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Exposé et analyse des résultats

1. Efficacité de signalisation des différents ligands dans la voie d’accumulation

d’AMPc¢

I1 a ét¢ important d’évaluer en premier lieu I’ordre d’efficacité de nos différentes drogues
dans la voie de 1’adénylate cyclase afin de voir comment il va corréler ultérieurement avec
I’ordre d’efficacité d’internalisation. Une éventuelle inversion dans I’ordre d’efficacité dans
les deux réponses sera un indice confirmant la propriété de sélectivité fonctionnelle, comme
déja détaillé dans I’introduction (paragraphe sélectivité fonctionnelle). La capacité des
différents ligands : DPDPE, SNC-80, morphine, TIPP et UFP-512 de moduler la production
d’AMPc a été évaluée dans les cellules HEK-293, exprimant de fagon stable le DOR. On
remarque que tous les ligands inhibent la production d’AMPc de facon dose dépendante
(figure 12). Ils se comportent donc comme agonistes dans cette voie de signalisation vu que
le DOR est couplé a Gai, inhibant I’activité de 1’adénylate cyclase. En comparant les effets
maximaux (Ep,y) d’inhibition d’AMPc correspondant a chaque drogue (figure 13), on peut
classer les ligands par ordre d’efficacité¢ décroissant: SNC-80 = DPDPE > UFP-512 =
morphine > TIPP (Em.x respectifs en % : 70.8, 68.9, 56.6, 46 et 17). Donc a des
concentrations maximales de 10uM, le SNC-80 et le DPDPE sont les agonistes les plus
efficaces, suivis par I’'UFP-512, la morphine et le TIPP. Ces trois derniers se comportent
donc comme agonistes partiels. Concernant la puissance, les -logECs, étaient de 9.7, 9.4,
8.3, 8 et 5.8 pour TIPP, UFP-512, SNC-80, DPDPE et morphine, respectivement. On peut
alors classer nos ligands par ordre de puissance décroissant : TIPP > UFP-512 > SNC-80 =
DPDPE > morphine. En effet, plus le -logECs est grand, plus la concentration requise pour
avoir 50% de I’effet maximal est faible, donc plus la drogue est puissante (exemple : si -
logECso = 9.7, la concentration requise est de I’ordre de 100pM et si -logECsp = 8.3, la

concentration requise est de I’ordre de 10nM).
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Figure 12. Signalisation des ligands du DOR dans la voie de 1’adénylate cyclase : courbes

doses-réponses.

Les cellules HEK-293, transfectées de fagon stable avec le DOR, ont été utilisées dans les essais
d’accumulation d’AMPc afin de générer des courbes doses-réponses pour chacune des drogues aux
concentrations indiquées. Les résultats sont exprimés en pourcentage de changement de la production

d’AMPc par rapport au basal et représentent la moyenne + SEM pour au moins 7 expériences pour chacun.
Une analyse statistique ANOVA a deux facteurs (mesures non répétées) a démontré un effet du traitement
(p<0.0001), un effet de la concentration (p<0.0001), ainsi qu’une interaction entre les deux facteurs
(p<0.0001). Les comparaisons post hoc de Bonferroni ont permis d’établir que la courbe produite par SNC-80
n’est pas différente de celle produite par le DPDPE (p>0.05), les courbes produites par ces deux drogues
différent de celle produite par ’'UFP-512 (p<0.01), qui & son tour est différente de la courbe produite par le
TIPP (p<0.001). La morphine, quant a elle, donne une courbe différente de toutes les autres avec une
puissance au moins deux fois moins grande (p<0.05).
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Figure 13. L’effet maximal d’inhibition de la production d’AMPc differe selon le ligand.

La présence d’une interaction dans 1’analyse antérieure nous a permis de faire des comparaisons plus poussées
entre les différentes drogues. Nous avons donc opté pour ’ANOVA a un facteur (mesures non répétées) afin
de comparer les E,,, produits par les différents agonistes, ce qui nous a permis d’établir leurs efficacités
relatives. Cette comparaison a révélé que le SNC-80 et le DPDPE ne sont pas différents dans leurs E,.x
(p>0.05), mais différent des E,,,x de la morphine (p<0.001) et du TIPP (p<0.0001). Le E,,x de 'UFP-512
n’est pas différent de celui correspondant & la morphine (p>0.05) mais differe de celui de TIPP (p<0.0001).

2. Internalisation du DOR dans les cellules HEK-293

2.1. Cinétique et magnitude d’internalisation

L’internalisation est ’'une des étapes du processus de désensibilisation des GPCR. On a
voulu alors comparer la magnitude d’internalisation a D’efficacité de signalisation des
différents ligands afin de déceler un éventuel indice de sélectivité¢ fonctionnelle. Nous
avons donc comparé la capacité des différents ligands a internaliser le DOR. La quantité
des récepteurs membranaires internalisés a été quantifiée par la technique ELISA. Les
résultats indiquent que seulement le DPDPE et le SNC-80 réussissent a faire internaliser le
DOR dans les cellules HEK-293. Les autres drogues, agonistes partiels, a savoir I’UFP-
512, la morphine et le TIPP ne le font pas (figure 14). Donc les différentes drogues
modulent différemment 1’internalisation du DOR. Le SNC-80 et le DPDPE produisent la
méme internalisation avec des demi-vies respectives de 11.5 et 17.0 min. Aussi,
I’internalisation des différentes drogues a été proportionnelle a leur efficacité de

signalisation dans la voie de I’adénylate cyclase. En effet, les drogues les plus efficaces
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dans cette voie, a savoir le SNC-80 et le DPDPE internalisent le DOR, alors les agonistes

partiels UFP-512, morphine et TIPP ne produisent aucune internalisation significative du

DOR.
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Figure 14. Les agonistes du DOR induisent différents degrés d’internalisation dans les

cellules HEK-293.

Le graphique représente I’internalisation du DOR en fonction du temps, pour les différentes drogues. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de la densité des récepteurs initialement présents a la membrane et
représentent la moyenne = SEM de 6 expériences pour chacun des ligands. Une analyse statistique d’ANOVA
a deux facteurs (mesures non répétées) a démontré un effet du traitement (p<<0.0001), un effet du temps
d’incubation (p<0.0001), ainsi qu’une interaction entre les deux facteurs (p<0.0001). Les comparaisons post
hoc de Bonferroni ont permis d’établir que la cinétique d’internalisation produite par le DPDPE est similaire a
celle produite par le SNC-80 (p>0.05). Les internalisations produites par ces deux drogues sont différentes de
celles produites par I’UFP-512, la morphine et le TIPP (p<0.0001). Ces dernieres ne sont pas différentes
entre-elles (p>0.05).

2.2. Mécanismes d’internalisation du DOR dans les cellules HEK-293

2.2.1. Role des kinases GRK2 et PKC

Etant donné que le DPDPE et le SNC-80 étaient les 2 drogues qui produisaient
I’internalisation du DOR dans les cellules HEK-293 et de fagon similaire, il était intéressant
de déterminer si ces deux ligands reposent sur les mémes mécanismes pour induire
I’internalisation du DOR. Pour ce faire, on est allé évaluer I’implication d’une kinase
responsable de la désensibilisation homologue et plus précisément I’internalisation du
DOR, a savoir la GRK2 (233, 296) et une kinase impliquée dans la désensibilisation
hétérologue et I’internalisation du DOR, a savoir la PKC (323). En effet, on a démontré que

pour le MOR, il existe des mécanismes spécifiques de I’agoniste concernant sa
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désensibilisation et son internalisation. Donc on a voulu savoir si cela s’applique également

aux ligands du DOR.

La co-transfection avec le dominant négatif de la GRK2 (DMN GRK2), qui interfére avec
I’activité kinase de la GRK2 réduisant sa capacité de phosphoryler le récepteur en raison de
la mutation du résidu lysine (K) en position 220 en une arginine (R), produit une
augmentation dans le taux de récepteurs internalisés par chaque ligand (p<0.0001) (figure
15A et 15B). Ceci était assez surprenant étant donné que la littérature indique un rdle actif
de cette kinase dans I’internalisation du DOR. Des explications probables seront discutées

dans la section suivante.

Pour tester I’efficacit¢ du DMN GRK2 dans notre systéme, on a effectué¢ un controle positif
avec un autre GPCR, qui est déja connu pour faire intervenir la GRK2 dans son processus
d’internalisation dans nos cellules HEK-293, a savoir le 5-HT4, (18). Effectivement,
I’internalisation de I’isoforme a du récepteur 5-HT4 est sensible a ’interférence avec la
fonction de la GRK2 par la GRK2-K220R (figure 25 de I’annexe I). Le blocage de
I’internalisation du récepteur 5-HT4, par le DMN GRK2 indique que ce mutant négatif est
fonctionnel, et que la cause de ’observation inattendue avec les DOR ne peut pas étre

attribuée a une construction défectueuse du dominant négatif.
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Figure 15. La GRK2 n’est pas essentielle pour I’internalisation du DOR produite par le
SNC-80 et le DPDPE dans les cellules HEK-293.

Les cellules HEK-293, transitoirement co-transfectées avec le DOR et soit le mutant négatif de GRK2 (DMN
GRK?2) soit le vecteur vide pcDNA3, ont été exposées soit au DPDPE ou SNC-80 (1uM). Les résultats ont été
normalisés par rapport a I’internalisation maximale dans la situation contrdle et représentent la moyenne +
SEM d’au moins 3 expériences pour chacun. A : Pour le SNC-80, une analyse statistique d’ANOVA a deux
facteurs (mesures non répétées) a démontré un effet du DMN GRK2 (p<0.0001) et un effet du temps de
stimulation (p<0.0001) sans interaction entre les deux facteurs. B : La présence du DMN GRK2 augmente
I’internalisation du DOR induite par le DPDPE. Une analyse statistique d’ANOVA a deux facteurs (mesures
non répétées) donne une valeur de p<0.001 pour I’effet DMN GRK2 et une valeur de p<0.0001 pour I’effet
temps de stimulation, également sans interaction entre les deux facteurs.

Afin de déterminer si la régulation hétérologue du DOR est spécifique de 1’agoniste,
comme dans le cas du MOR (143), nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de la PKC, la
chélérythrine, un alcaloide naturel qui se fixe sur le domaine catalytique et plus
particulicrement sur le site de liaison du substrat. Les résultats montrent que 1’inhibition de
la PKC n’altére pas I’internalisation maximale du DOR par les deux ligands, puisque les
courbes correspondantes atteignent la méme internalisation observée dans les contrdles (98
+ 6% du controle pour le SNC-80 et 97 + 9% du controle pour le DPDPE) (Figure 16A et
16B). On remarque cependant une différence dans la vitesse d’internalisation du DOR
produite par le DPDPE en présence et absence de chélérythrine. On peut en conclure que la
PKC n’affecte pas le taux d’internalisation maximale du DOR produite par les deux
agonistes mais pourrait contribuer a déterminer la vitesse d’internalisation induite par le

DPDPE.

Afin de controler I’efficacité de la chélérythrine, on a refait la méme expérience mais avec

le récepteur 5-HT4p, un récepteur déja connu pour impliquer la PKC dans son processus
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d’internalisation au niveau des cellules HEK-293 (212). Effectivement, la chélérythrine

bloque complétement la séquestration du récepteur (figure 26 de I’annexe I).
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Figure 16. La PKC n’est pas essentielle a la séquestration du DOR produite par le SNC-80
et le DPDPE dans les cellules HEK-293.

Les cellules HEK-293, stablement transfectées avec le DOR, ont été prétraitées avec 6uM de chélérythrine ou
véhicule pendant 15min, ensuite exposées soit au DPDPE et SNC-80 (1uM) durant les périodes de temps
indiquées. Les résultats ont ét€ normalisés par rapport a I’internalisation maximale dans la situation contrdle
et représentent la moyenne + SEM d’au moins 4 expériences pour chaque drogue. A : L’internalisation du
DOR par le SNC-80 est insensible a I’inhibition de la PKC. Une analyse statistique d’ANOVA a deux
facteurs (mesures non répétées) donne une valeur de p>0.05 (non significative) pour ’effet chélérythrine et
une valeur de p<0.0001 pour I’effet temps. B : Pour le DPDPE, ce méme test donne une valeur de p<0.0001
pour I’effet chélérythrine et temps sans interaction entre les deux facteurs.

2.2.2. Role de la B-arrestine

Afin de vérifier si la Parr serait impliquée de la méme fagon dans la séquestration du DOR
par les deux agonistes, et pour déceler une éventuelle sélectivité fonctionnelle de ligands
quant a ’implication de cette protéine dans le processus d’internalisation, comme dans le
cas du MOR (143), nous avons utilis¢ la Parr(319-418), qui correspond a la portion C-
terminale de la Parrl et agit comme dominant négatif au niveau de I’internalisation,
empéchant I’interaction de la Parr avec le récepteur (144, 277). Nous avons observé que la
surexpression de la Parr(319-418) réduit I’internalisation du DOR a peu prés de moitié,
dans le cas des deux agonistes (réduction de I’internalisation maximale de 52% pour le
SNC-80 et de 40% pour le DPDPE). Ces résultats démontrent que I’internalisation du DOR
occupé par le DPDPE ou SNC-80 nécessite 1’action de la Barr de facon similaire (figure

17).
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Figure 17. La Parr est impliquée dans I’internalisation du DOR par le SNC-80 et le DPDPE

de fagon similaire.

Les cellules HEK-293, transitoirement co-transfectées avec le DOR et soit le vecteur vide pcDNA3 soit la
Barr(319-418), ont été exposées au DPDPE et SNC-80. Les résultats ont été normalisés par rapport a
I’internalisation maximale dans la situation contrdle et représentent la moyenne = SEM d’au moins 4
expériences pour chaque drogue. A : Pour le SNC-80, une analyse statistique d’ANOVA a deux facteurs
(mesures non répétées) démontre un effet de la farr(319-418) (p<0.0001) et un effet du temps de stimulation
(p<0.0001) avec une interaction entre les deux facteurs (p<0.01). B : Pour le DPDPE, la méme analyse
statistique révéle un effet de la Barr(319-418) (p<0.0001) et un effet du temps de stimulation (p<0.0001) avec
une interaction entre les deux effets (p<0.001).

L’analyse de la signalisation et de I’internalisation du DOR démontre que les différences
entre les ligands sont principalement reliées a leurs efficacités respectives sans évidence
majeure de D’existence de sélectivit¢ fonctionnelle concernant les mécanismes
d’internalisation. Pour cela et afin de déceler une éventuelle différence plus importante,

nous avons étudié¢ une autre forme de trafic du DOR, en particulier le recyclage comme

exemple de trafic post-endocytique.
3. Recyclage du DOR dans les cellules HEK-293

Plusieurs études réalisées dans des systemes d’expression hétérologues ont montré que les
DOR sont dégradés suite a leur internalisation (123, 319). Cependant, notre laboratoire a
démontré que le DOR peut recycler, quand il est li¢ au DPDPE (6). La liaison de SNC-80
au DOR n’a pas encore été étudiée si elle produirait le recyclage du récepteur suite a son
internalisation. Pour valider ceci, le trafic post-endocytique induit par chaque agoniste a été
¢valué dans les cellules HEK-293 suite a une exposition de 30 min au DPDPE et SNC-
80 (1pM). Comme le montre la figure 18, aucun des récepteurs internalisés par SNC-80 n’a
é¢téen mesure de recycler, alors que 53%+ 3% de ceuxinternalisés parle

DPDPE réapparaissent a la membrane.
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Figure 18. Différents profils de recyclage du DOR suite a I’exposition au DPDPE et SNC-
80

Les cellules HEK-293, stablement transfectées avec le Flag-DOR, ont été prétraitées avec 10uM de
cycloheximide pendant lheure afin de bloquer la synthése protéique, ensuite exposées au DPDPE et SNC-80
(1uM) durant 30min. A la fin du traitement, les agonistes ont été lavés et les cellules laissées récupérer
pendant des temps d’incubation croissants. Le taux des récepteurs internalisés qui recyclent a la surface
membranaire a été évalué par la technique ELISA et exprimé comme pourcentage des récepteurs internalisés
suite a I’exposition a 1’agoniste. Ce taux représente la moyenne = SEM d’au moins 4 expériences pour chaque
drogue. Une analyse statistique d’ANOVA a deux facteurs (mesures non répétées) a démontré une différence
entre les drogues (p<0.0001), un effet du temps de stimulation (p<0.05), ainsi qu’une interaction entre les
deux facteurs (p<0.01).

Par ailleurs, les essais de déplacement [*H]naltrindole ont confirmé que l'absence de
recyclage observée pour le SNC-80 ne pouvait pas étre attribuée au lavage incomplet de la

drogue, car la valeur de Kd pour le radioligand a été restaurée a sa valeur initiale de pré-

traitement suite au retrait de 1’agoniste (voir figure 27 de I’annexe ).

4. Internalisation et recyclage du DOR dans les neurones corticaux

Le trafic du DOR a également été évalué au niveau des neurones corticaux, afin
d'assurer que les différences entre les ligands qui ont été observées ne sont pas dues a
l'environnement cellulaire dans lequel les récepteurs sont exprimés. On est allé alors étudier
si les deux ligands induisent une internalisation et un recyclage du DOR dans les neurones
similaires a ceux observés au niveau des cellules HEK-293. L'internalisation a été évaluée
par la technique d'immunofluorescence quinous a permis d'étiqueter spécifiquement les
DOR de surface avant de les exposer ades drogues ou véhicules (309). A lafin du
traitement, tous les récepteurs restants a la membrane ont été dépouillés de 1’anticorps

primaire tels  que seulement les DOR qui étaient protégées du lavage par
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internalisation seront révélés par marquage ultérieur par immunofluorescence. La figure 19
montre que l'exposition au véhicule induit une faible augmentation du marquage
intracellulaire en fonction du temps, ce quiest cohérent avecune faible
internalisation constitutive du DOR. L'exposition aux DPDPE ou SNC-80 (10uM) induit un
plus grand marquage intracellulaire dépendant du temps et semblable pour les
deux agonistes. La quantification du marquage intracellulaire a confirmé que 1’exposition
de 60 min au DPDPE et SNC-80 conduit a une internalisation similaire pour les deux

ligands (figure 20).

15min 30 min 60 min 120 min

Véhicule

DPDPE

SNC-80

Figure 19. Le DPDPE et SNC-80 induisent I’internalisation du DOR dans les neurones

Des cultures de neurones corticaux transfectés avec le DOR ont été incubées avec l'anticorps primaire pour
marquer les récepteurs de surface. Les neurones sont ensuite traités avec le DPDPE ou le SNC-80
(10 pM) pendant les temps indiqués. Apres arrét du traitement, les anticorps liés aux récepteurs de surface ont
été ¢éliminés, les cellules ont été fixées, perméabilisées et marquées avec un anticorps secondaire pour la
visualisation du marquage intracellulaire. Un exemple représentatif de trois expériences indépendantes est
montré.
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Figure 20. Quantification du marquage intracellulaire induit par 1’exposition au DPDPE et

SNC-80 (10uM) pendant 60min.

Les histogrammes correspondent a I’intensit¢é moyenne de fluorescence intracellulaire quantifiée dans les
neurones qui ont été exposés soit aux drogues soit au véhicule pendant 60 minutes et représentent la moyenne
+ SEM de 4 expériences indépendantes. Les données d’internalisation ont été analysées en utilisant le test
d’ANOVA a un facteur (mesures non répétées). Ce test a permis d’établir que les drogues produisaient une
internalisation significative par rapport a celle induite par le véhicule (p<0.0001). La différence entre le
marquage intracellulaire induit par les deux ligands n’était pas significative (p>0.05), confirmant une
internalisation similaire pour les deux drogues.

Donc de fagon pareille a ce que nous avons obtenu au niveau des cellules HEK-293, il n’y a
pas de différence entre les deux drogues a induire I’internalisation du DOR. On a voulu
alors établir si les différences de recyclage entre les deux agonistes au niveau des cellules
HEK-293 se reproduiraient au niveau des neurones. Pour ce faire, le recyclage du DOR a
¢été évalué dans les neurones dans lesquels on avait induit I’internalisation par exposition de
60 min au DPDPE ou SNC-80 (10uM). Le recyclage a ¢été¢ évalué en effectuant deux
mesures complémentaires: a) la proportion de récepteurs qui restent internalisés dans le
cytosol 60 min apres retrait de 1’agoniste (figure 21 et 22) et b)le nombre de cellules
traitées par 1’agoniste qui ont récupéré leur marquage de surface suite au retrait de la
drogue (figure 23 et 24). Pour obtenir la premiére mesure, nous avons quantifié la
fluorescence intracellulaire dans les neurones qui ont ét¢é marqués immédiatement apres
I'exposition a l'agoniste et dans les neurones qui, apres avoir été traités, ont récupéré en

absence du ligand (figure 21). Le marquage intracellulaire a été de 44 £ 7 (unité arbitraire)
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immédiatement aprés internalisation par SNC-80 et de 37+ 5 (unité arbitraire) apres
récupération, ce qui indique que 84+ 8 % (n=4) des DOR séquestrés restent piégés a
I’intérieur de la cellule (figure 22). Dans le cas du DPDPE, cette proportion est réduite a
47+ 6 % (n =4) avec les valeurs d'intensité intracellulaire de 19 £5 et 40+ 7 (unité
arbitraire) avec et sans récupération, respectivement (figure 22). Ensuite, on est all¢ vérifier
si les récepteurs qui ont disparu du compartiment intracellulaire ont effectivement recyclé,
donc ont regagné la membrane aprésla récupération du traitement. Pour ce faire, les
neurones ont été exposés a I’agoniste ou au véhicule et, a la fin du traitement, 1'agoniste a
¢été enlevé et les DOR restants a la membrane ont été dépouillés de leur premier anticorps,
de telle fagon que le marquage ultérieur ne révele que les récepteurs qui regagnent la
membrane aprés récupération de 1’internalisation. Les neurones quiont été exposés au
véhicule ne démontrent aucun étiquetage de surface, ce qui est cohérent avec 1'observation
que l'internalisation indépendante du ligand a été trop faible, pour pouvoir observer du
marquage membranaire aprés récupération (figure 23). D’autre part, le marquage
membranaire était évident dans les cellules qui avaient été pré-exposées au DPDPE et
SNC-80 indiquant un certain niveau de recyclage pour chaque ligand (figure 23). Le taux
de récepteurs qui recyclaient a la membrane suite a I'exposition a chacun des agonistes a été
estimé au moyen d'un «taux de récupération». Ce ratio a été calculé en divisant le nombre
de neurones marqués qui récuperent le marquage de surface dans les lamelles traitées avec
chacun des agonistes par le nombre total de neurones marqués a la surface présents dans les
lamelles qui n'étaient pas soumises @ un traitement (voir matériels et méthodes). Les
résultats montrent que le taux de récupération dans les neurones traités au DPDPE était plus
grand que celui obtenu dans ceux exposésa SNC-80 (figure 24).Pris ensemble, ces
résultats indiquent que suivant l'internalisation induite par SNC-80, les DOR
restent majoritairement piégés dansle cytosol, tandis que ceux internalisés par le

DPDPE quittent le compartiment intracellulaire pour regagner la membrane.
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Stimulation Stimulation + récupération

Figure 21. Le marquage intracellulaire aprés récupération diminue suite a 1’exposition au

DPDPE mais pas suite a I’exposition au SNC-80.

Les neurones sont traités, puis lavés et soit immédiatement traités pour le marquage intracellulaire
(stimulation) ou laissés tout d’abord récupérer pendant 60 min, en absence du ligand (stimulation +
récupération). Un exemple représentatif de quatre expériences indépendantes est montré. Le DPDPE et le
SNC-80 produisent une internalisation similaire du DOR mais c’est seulement le traitement au DPDPE qui
résulte en une diminution du marquage intracellulaire aprés récupération.
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Figure 22. Quantification du marquage intracellulaire de I’internalisation et suite a la

récupération

Les histogrammes représentent l'intensité moyenne de fluorescence intracellulaire dans les neurones qui ont
été stimulés et immédiatement marqués (internalisation), ou dans les neurones qui ont d'abord récupéré en
absence du ligand (récupération). Les résultats représentent la moyenne + SEM de quatre expériences
indépendantes. Les données ont été analysées par un test d’ANOVA a deux facteurs (mesures non répétées)
qui a démontré une interaction entre I’effet drogue et recyclage (p<0.001). Les comparaisons Post hoc de
Bonferroni ont permis d’établir que les récupérations induites par le DPDPE et le SNC-80 sont
significativement différentes (p<0,001) et que c’est seulement le DPDPE qui démontre une différence
significative pour I’intensité du marquage intracellulaire avant et aprés récupération (p<0,001).
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Véhicule + 1 h récupération

DPDPE + 1 h récupération

SNC-80 + 1 h récupération

Figure 23. Les neurones marqués a la surface apreés récupération sont plus nombreux suite

au traitement au DPDPE qu’au SNC-80.

Les neurones ont été traités et lavés avant de leur permettre de récupérer, en absence du ligand. A la fin de la
période de récupération, les cellules ont été traitées pour le marquage de surface tel que décrit dans la section
matériels et méthodes. L'image montre un exemple représentatif du marquage de surface obtenu dans des
conditions de traitements différents et correspond aun exemple représentatifde quatre expériences
indépendantes. On note un plus grand nombre de neurones marqués a la membrane apres récupération dans le
cas du traitement au DPDPE par rapport au SNC-80.
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Figure 24. Le taux de récupération suite au traitement au DPDPE est plus grand que celui

correspondant au SNC-80.

Les histogrammes représentent les "taux de récupération” obtenus aprés récupération de I'exposition
au DPDPE ou SNC-80 et correspondent a la moyenne + SEM de quatre expériences indépendantes. Les "taux
de récupération" ont été calculés en divisant le nombre de neurones marqués en surface présents dans les
lamelles traitées a 1’agoniste par le nombre total de neurones marquésen surface présents dans les
lamelles qui n'étaient pas soumises a un traitement. Les taux de récupération ont été analysés par le test t non
apparié qui a donné une valeur de p<0,01.
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Discussion

Notre ¢étude a démontré que les différents ligands du DOR testés, a savoir le DPDPE, le
SNC-80, la morphine, le TIPP et ’'UFP-512 différaient dans leur efficacité de signalisation
dans la voie d’accumulation d’AMPc, ce qui nous a permis de classer ces différentes
drogues en deux groupes: le groupe des agonistes complets incluant le SNC-80 et le
DPDPE et le groupe des agonistes partiels y figurant I’'UFP-512, la morphine et le TIPP.
Seulement les agonistes complets induisaient la séquestration du DOR dans les cellules
HEK-293, ce qui nous mene a conclure que I’internalisation du DOR est proportionnelle a
I’efficacité de signalisation de ses ligands dans la voie d’AMPc. Aussi, les mécanismes
d’internalisation du DOR induite par les deux drogues qui ont réussi a induire sa
séquestration (DPDPE et SNC-80) étaient pareils quant a I’effet de la GRK2 et la Barr. En
effet, pendant que la Parr intervenait de fagon significative dans la séquestration du DOR
induite par les deux ligands, la GRK2 n’était pas essentielle pour cette internalisation au
niveau des cellules HEK-293. La seule différence mécanistique était au niveau de
I’intervention de la PKC. En effet, bien que cette kinase ne soit pas indispensable pour
I’internalisation du DOR induite par les deux agonistes, elle modifie le profil de
séquestration induite par le DPDPE sans en modifier 1’effet maximal. La différence entre
les ligands a été plus marquée au niveau du recyclage. En effet, bien que les deux ligands
internalisent de facon similaire, aussi bien dans les cellules HEK-293 que dans les neurones
corticaux, seulement les récepteurs traités au DPDPE arrivent a regagner la membrane,

apres récupération, et ceci dans les deux systemes biologiques déja cités.

Dans les essais d’accumulation d’AMPc, le DPDPE se comportait comme un agoniste
complet du DOR, étant en accord avec les littératures physiologiques (98) et
comportementales (285). En effet, par électrophysiologie, on a démonté que le DPDPE
inhibait de fagon maximale les courants post-synaptiques excitateurs au niveau de la lamina
IT de la moelle épiniere (98). Aussi, le DPDPE démontre une efficacité maximale dans le
test de mouvement brusque de la queue (tail flick test) (285). Le SNC-80 est également
reporté comme un agoniste complet du DOR (39, 124). Cette drogue a démontré son
efficacit¢ maximale a inhiber les contractions induites électriquement au niveau du canal
déférent de la souris (165). De fagon cohérente avec ces données de la littérature, nous

avons démontré que le DPDPE et le SNC-80 étaient des agonistes complets, possédant des



96
efficacités et puissances similaires dans la voie de signalisation de I’adénylate cyclase.
Cependant, d’autres travaux suggerent que le SNC-80 est plus efficace et puissant que le
DPDPE (39, 128). Mais il est important de noter que dans ce cas, ces propriétés ont été
démontrées dans des essais comportementaux et de déplacement de radioligand, dans un
systéme biologique distinct et avec des concentrations différentes des notres. La morphine
et P'UFP-512 sont caractérisés comme ¢étant des agonistes partiels, c'est-a-dire possédant
une faible activité intrinséque responsable de leur efficacité limitée (37, 191). En effet,
I’UFP-512 a été soumis a un essai d’inhibition de 1’accumulation d’AMPc, et a
subséquemment ¢été considéré comme étant un agoniste partiel plus puissant que la
morphine, mais d’efficacité similaire (191). Ceci est cohérant avec nos résultats de
modulation de la production de ’AMPc. Le TIPP a été également class¢é comme un

agoniste partiel potentiel du DOR (11), confirmant nos résultats de signalisation.

Par la suite, nous avons trouvé que le DOR, une fois 1i¢ au DPDPE, réussit a internaliser au
niveau des cellules HEK-293, étant en accord avec les données de la littérature (6, 30, 32).
Nous avons aussi rapporté I’internalisation du DOR induite par le SNC-80. Cette drogue a
démontré sa capacité a induire I’internalisation du DOR dans les cellules SK-N-BE et les
cellules de I’hippocampe et du striatum (238). L’internalisation et le trafic des GPCR sont
déterminés par plusieurs intervenants incluant les kinases capables de phosphoryler les
résidus Ser/Thr (85) et par la capacité¢ de la Parr & interagir avec le récepteur (177). Les
roles de la PKC et de la GRK2 au niveau de la désensibilisation et I’internalisation du
MOR ont été¢ démontrés spécifiques du ligand (143). Dans le cas du DOR, et avec les deux
ligands qu’on a utilisés, a savoir le DPDPE et le SNC-80, ni la PKC ni la GRK2 ne
semblent essentielles pour le processus d’internalisation du DOR. Des contrdles positifs
avec le récepteur SHT4 ont été effectués en parallele afin de valider I’efficacité des
¢léments inhibiteurs (chélérythrine et mutant négatif de la GRK2). Bien que la
phosphorylation médiée par la GRK2 ou la PKC ait un role important dans I’induction de
I’internalisation du DOR, dans différentes lignées cellulaires et avec différents agonistes
(115, 296, 323, 326, 330), les résultats de notre étude indiquent que le DOR peut
internaliser au niveau des cellules HEK-293, de fagcon indépendante de ces deux kinases.
Ceci est en accord avec les travaux de 1’équipe de Zhang, qui a démontré que le DOR peut
internaliser dans les cellules HEK-293 de facon indépendante de la GRK2 (329). Cette

méme ¢étude a démontré que cette internalisation indépendante de la GRK2 fait toujours
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intervenir la Parr, résultat cohérant avec notre étude, ou nous avons trouvé que méme si le
DOR internalise de fagon indépendante de ces kinases, la Parr est impliqué dans la
séquestration du DOR induite par le DPDPE et le SNC-80. Aussi, 1’équipe de Traynor et al.
a démontré qu’au niveau des cellules HEK-293, une voie alternative indépendante de la
protéine G et de la GRK2 existe pour médier la phosphorylation et I’internalisation du DOR
(32). Cette voie impliquerait probablement les GRKS5 ou GRK6 qui sont exprimées dans les
cellules HEK-293 (250) et qui ne sont pas recrutées par les protéines GPy (84, 185). En
effet, ces kinases ont un réle important dans la désensibilisation du DOR et I’internalisation
des récepteurs B-adrénergiques (GRK6) (321) et dopaminergiques de type D2 (GRKY)
(138). D’autres kinases qui n’appartiennent pas a la famille des GRK comme la caséine
kinase I ou la CaMKII (357) pourraient aussi médier cette internalisation (32). L’équipe de
Zhang, et dans une étude ultérieure a celle citée ci-haut, a démontré que 1’internalisation du
DOR induite par le DPDPE et indépendante de la GRK2 le dirige vers la voie de
dégradation (328). Cependant, notre étude a démontré que 50% des DOR, qui internalisent
indépendamment de la GRK2, recyclent au niveau des cellules HEK-293 traitées au
DPDPE. Mais il est a noter que I’équipe de Zhang a utilisé le DOR mutée au niveau des
trois sites de phosphorylation médiée par la GRK2, pour aboutir a ces résultats, ce qui
pourrait expliquer la différence avec nos travaux. On peut alors suggérer que ces trois sites
mutés au niveau du DOR a savoir le T>°, le T°°' et le S pourraient étre essentiels au

recyclage du récepteur, indépendamment de 1’action de la GRK2.

La phosphorylation des GPCR par les kinases prépare le récepteur activé a la liaison a la
Barr (213). Nous avons démontré que, bien que la séquestration du DOR ne requiére ni la
PKC ni la GRK2, cette internalisation dépend en grande partie de I’action de la Parr. Cette
observation pourrait étre interprétée de deux fagons : a) les kinases phosphorylant le DOR
activé par le DPDPE et le SNC-80 n’incluent ni la PKC ni la GRK2. L’¢tude de I’effet
d’autres kinases reconnues capables de phosphoryler les GPCR comme les GRKS5 et GRK6
présentes au niveau des cellules HEK-293 pourrait confirmer cette hypothése, b) les
conformations du DOR activées par le DPDPE ou le SNC-80 pourraient recruter la Parr,
bien que le récepteur ne soit pas phosphorylé. En effet, I’étude de 1’internalisation du
récepteur du leukotriene B4 (un récepteur appartenant a la famille des GPCR) a démontré
que la translocation de la Parr a la membrane suite a la liaison de 1’agoniste pourrait se

produire a défaut de phosphorylation du récepteur (139).
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Il faut bien noter que dans notre cas, ’internalisation du DOR stimulé par les deux
agonistes DPDPE et SNC-80, a été augmentée en présence du mutant négatif de la GRK2.
Outre son activité catalytique, cette kinase est impliquée dans le changement de
I’interaction entre le récepteur et les sous unités a et By de la protéine G, contribuant ainsi a
la désensibilisation du récepteur (117). On pourrait alors spéculer que notre dominant
négatif de la GRK2, bien qu’il réduise la phosphorylation du récepteur par cette kinase,
rendait le récepteur plus efficace a recruter et interagir avec la Parr.
Malgré des capacités d’internalisation similaires, le DPDPE et le SNC-80 présentaient des
phénotypes de recyclage différents. En effet, seulement le DOR activé par le DPDPE
réussit a regagner la membrane cellulaire des fibroblastes et neurones, aprés récupération.
Ceci n’¢était pas du a un lavage incomplet de la drogue comme vérifi¢ dans les expériences
de déplacement du radioligand. Plusieurs études ont reporté le recyclage du DOR induit par
le DPDPE dans les cellules HEK-293 (6, 30, 32), bien que dans les cellules du
neuroblastome humain SK-N-BE, le DPDPE induise I’internalisation et la dégradation
lysosomale du DOR (115, 201). Dans ce systeme biologique, le SNC-80 dirige le DOR,
une fois internalisé, vers les lysosomes pour y étre dégradé. Il en est de méme au niveau des
neurones de I’hippocampe et du striatum (238). Bien que la capacit¢é du DOR de subir le
recyclage a fréquemment été reportée (6, 295, 328), ces récepteurs ont aussi été décrits
comme ¢étant engagés dans la voie de dégradation via l'interaction avec les protéines
GASPs. En effet, le DOR a été souvent rapporté comme appartenant a la classe B (123,
319, 329). Les résultats obtenus dans notre étude permettent de concilier les deux types
d’observations, en montrant que le trafic post-endocytique ne peut pas étre une propriété
fixe du récepteur, mais une propriét¢é déterminée par 1’agoniste qui stabiliserait une
conformation spécifique du récepteur responsable de propriétés de trafic post-endocytique
distinctes. Dans ce contexte, il est intéressant de noter que la capacité des GASPs de cibler
les DOR vers la régulation négative est soumise a des contraintes conformationnelles (293).
Les propriétés de trafic (internalisation/recyclage) spécifiques du ligand sont d’une grande
importance vu qu’elles pourraient indiquer le potentiel de tolérance analgésique induit par
chaque ligand (annexe II). Cette observation a soulevé beaucoup d'attention car ce type
de biais pourrait fournirla base pour développer des ligands opioides avec des
actions analgésiques plus durables. Plusieurs données de la littérature indiquent que le
DPDPE et le SNC-80 stabilisent des conformations distinctes du DOR. En effet, on a

démontré qu’il y a plus de sites de phosphorylation du DOR par les protéines kinases dans
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la conformation stabilisée par le SNC-80 que dans celle stabilisée par le DPDPE (308).

338

Aussi, la troncature de la partie C-terminale du DOR a partir de la Gly™™" n’affecte pas la

phosphorylation, la désensibilisation et la régulation négative du DOR, induites par le
SNC-80, contrairement au DPDPE (230). Aussi, la mutation du site primaire de
phosphorylation putatif, la Ser’®

médiée par le DPDPE et non le SNC-80 au niveau des cellules CHO (221). Donc la

(162), en alanine, atténue la régulation négative du DOR

phosphorylation du DOR et sa régulation négative médiée par le SNC-80 impliquent
d’autres domaines du récepteur, en plus de la partie C-terminale, bien que les deux ligands
présentent des efficacités similaires de signalisation et d’internalisation. Vu que, en régle
générale, la liaison a la Parr est essentielle pour le découplage des GPCR de la protéine G
activée, on a pu émettre I’hypothése que le SNC-80 est aussi capable de recruter la Parr a
proximit¢ du DOR tronqué phosphorylé (308). Ceci souligne, encore une fois, que les
conformations du DOR stabilisées par ces deux ligands ne sont pas les mémes.

De plus, cette observation a pu étre consolidée par le fait que, des changements de BRET
spécifiques des ligands ont pu étre observés en utilisant un biosenseur évaluant 1’interaction
entre le DOR et le dimere GPy (annexe II). En effet, a cette interface, I’activation prolongée
du récepteur par le SNC-80 et le DPDPE approchait et séparait respectivement I'extrémité
C-terminale du récepteur du domaine N-terminal de la protéine Gy2, indiquant des
changements conformationnels distincts par chaque agoniste (annexe II). Aussi, la capacité
du radioligand [*H]naltrindole a se lier au DOR différe selon sa pré-exposition au DPDPE
ou SNC-80. En effet, bien que cette capacit¢ de liaison demeure inchangée suite a un
prétraitement au SNC-80, la pré-exposition au DPDPE diminue le nombre total des DOR
étant capable de reconnaitre le radioligand (annexe II). De plus, seulement la conformation
du DOR stabilisée par le SNC-80 résulte en un recrutement de la Parr2 a proximité du
domaine N-terminal de la sous unité¢ Gy2 de la protéine G. Les liaisons au sein du complexe
DOR-Gpy-Barr2 sont perturbées en présence de I’antagoniste naltrindole, dont I’association
au SNC-80 change le profil de recyclage de ce dernier, en un profil de trafic post-
endocytique qui ressemble a celui du DPDPE. La conversion dun phénotype
conformationnel et fonctionnel a un autre fournit un lien de causalité¢ entre les
conformations stabilisées par différents ligands et leurs profils distincts de recyclage
(annexe II).

Le profil de recyclage est inversement corrélé a la tendance de ces différents ligands a

induire la tolérance analgésique aigu€, dans un modele de douleur inflammatoire chronique
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(annexe II). Effectivement, I’agoniste SNC-80, qui ne posseéde pas de profil positif de
recyclage, produit une tolérance analgésique aigué, qui était absente chez les souris traitées
avec I’agoniste recyclant, a savoir le DPDPE. On pourrait alors spéculer que le recyclage
du récepteur pourrait, du moins en partie, protéger contre la tolérance a 1’échelle
moléculaire. Donc le développement d’analgésiques opioides qui favorisent le recyclage du
récepteur permettrait la production de ligands opioides ayant une activité analgésique plus
durable. Toutefois, afin de concevoir ce type de ligands, une meilleure compréhension des
déterminants moléculaires de ce trafic biaisé est nécessaire. En effet, il y apeu de
connaissances sur la maniere dont un récepteur s’engage dans les compartiments cellulaires
responsables de son acheminement vers la voie de recyclage. Il sera alors intéressant
d’étudier les interactions du récepteur avec les protéines de triage et de voir si elles sont

spécifiques du ligand afin de consolider la compréhension actuelle du trafic des GPCR.
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Conclusion

Nous avons démontré que le DOR peut subir différentes régulations en fonction du ligand
qui lui est associé. En effet, méme les agonistes qui présentaient des efficacités
similaires dans l'activation de la protéine G et ses effecteurs (I’adénylate cyclase dans notre
cas) et qui induisaient ’internalisation du DOR de fagon similaire, différaient dans leur
capacité a produire le recyclage du récepteur vers la membrane apreés récupération. Cette
propriété de sélectivité des ligands est trés importante, dans le sens qu’elle permettrait de
choisir les ligands qui favorisent une conformation du récepteur responsable de 1’effet
thérapeutique souhaité. Dans notre cas, les ligands étant capables de produire un effet
analgésique sans tolérance seraient ceux a privilégier. La compréhension de la tolérance
analgésique aux opiacés repose en grande partie sur la détermination des mécanismes
moléculaires sur lesquels est fondé le trafic des récepteurs opioides. De ce fait, une
meilleure compréhension de ces mécanismes semble d’une importance inouie, d’autant plus
que les ligands du DOR, a part leurs propriétés analgésiques, ont démontré leur efficacité

putative dans le traitement de plusieurs maladies affectives et neurodégénératives.
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Annexe I

m  Controle

v DMN GRK2

Internalisation 5-HT,,
(% de l'internalisation maximale)

Temps de stimulation (min)

Figure 25. La GRK2 intervient dans I’internalisation du récepteur 5-HT4, induite par la

sérotonine (5-HT), dans les cellules HEK-293.

Les cellules HEK-293, transitoirement co-transfectées avec le 5-HTy, et soit le mutant négatif de GRK2
(DMN GRK?2) soit le vecteur vide pcDNA3, ont été exposées a la SHT (1uM). Les résultats ont été
normalisés par rapport a I’internalisation maximale dans la situation contrdle et représentent la moyenne +
SEM d’au moins 3 expériences pour chacun. Une analyse statistique d’ANOVA a deux facteurs (mesures non
répétées) a démontré que la 5-HT induit une internalisation réduite face a ’inactivation de la GRK2 (effet du
DMN GRK2 (p<0.0001) et effet du temps de stimulation (p<<0.0001) sans interaction entre les deux facteurs)
(résultat effectué par Ouissame Mnie Filali en paralléle & mes expériences sur le DOR).

100+

50+

@® Véhicule
O Chélérythrine 6 uM
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Internalisation 5-HT,,
(% de I'internalisation maximale)

Figure 26. La PKC est indispensable pour I’internalisation du récepteur 5-HT4, dans les

cellules HEK-293.

Les cellules HEK-293, stablement transfectées avec le 5-HTy,, ont été prétraitées avec 6uM de chélérythrine
ou véhicule pendant 15min, ensuite exposées a la 5-HT (1uM) durant les périodes de temps indiquées. Les
résultats ont été normalisés par rapport a I’internalisation maximale dans la situation contréle et représentent
la moyenne = SEM d’au moins 4 expériences pour chaque drogue. Le blocage de la PKC avec la
chélérythrine prévient I’internalisation du récepteur 5-HT4b induite par la 5-HT. Une analyse statistique
d’ANOVA a deux facteurs (mesures non répétées) a démontré un effet de la chélérythrine (p<<0.0001), un
effet du temps de stimulation (p<0.0001), ainsi qu’une interaction entre les deux facteurs (p<0.0001) (résultat
effectué par Ouissame Mnie Filali en paralléle a mes expériences sur le DOR).
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Figure 27. Etude du déplacement du [*H]naltrindole aprés récupération par DPDPE et
SNC-80.

Les cellules HEK-293 ont été traitées et lavées comme expliqué dans la figure 18 de la section résultats, avant
d'étre utilisées dans I’essai de déplacement du [*H]naltrindole dans lequel le radioligand (1,5 nM)a été
déplacé avec les concentrations indiquées de naltrindole froid. Les valeurs de Kd ont été calculées a partir des
concentrations qui ont inhibé la liaison du [*H]naltrindole de 50% (IC50) en utilisant I'équation de Cheng-
Prusoff. Kd contrdle: 223 + 40 pM, Kd suivant le SNC-80: 302 + 42 pM; Kd suivant le DPDPE: 280 =+ 40
pM. Une analyse statistique d’ANOVA a deux facteurs (mesures non répétées) n’a pas démontré de
différences entre les courbes avec un effet de la concentration du naltrindole froid (p<0.0001) (résultat
effectué par Nicolas Audet).
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Differential Association of Receptor-G3y Complexes with
[B-Arrestin2 Determines Recycling Bias and Potential for
Tolerance of Delta Opioid Receptor Agonists

Nicolas Audet,2 Iness Charfi,’> Ouissame Mnie-Filali,!>? Mohammad Amraei,! Anne-Julie Chabot-Doré,?

Magali Millecamps,’ Laura S. Stone,>4° and Graciela Pineyro!2$

ICentre de recherche de 'Hopital Sainte-Justine, Montréal, Quebec H3T 1C5, Canada, 2Département de Pharmacologie, Faculté de Médecine, Université de
Montréal, Montréal, Quebec H3T 1J4, Canada, *Alan Edwards Centre for Research on Pain, McGill University, Montreal, Quebec H3A 1A4, Canada,
“Department of Pharmacology and Therapeutics, Faculty of Medicine, McGill University, Montreal, Quebec H3G 1Y6, Canada, *Faculty of Dentistry, McGill
University, Montreal, Quebec H3A 2B2, Canada, and “Département de Psychiatrie, Faculté de Médecine, Université de Montréal, Quebec H3T 1J4, Canada

Opioid tendency to generate analgesic tolerance has been previously linked to biased internalization. Here, we assessed an alternative
possibility; whether tolerance of delta opioid receptor agonists (DORs) could be related to agonist-specific recycling. A first series of
experiments revealed that DOR internalization by DPDPE and SNC-80 was similar, but only DPDPE induced recycling. We then estab-
lished that the non-recycling agonist SNC-80 generated acute analgesic tolerance that was absent in mice treated with DPDPE. Further-
more, both agonists stabilized different conformations, whose distinct interaction with G+ subunits led to different modalities of
B-arrestin2 (Barr2) recruitment. In particular, bioluminescence resonance energy transfer (BRET) assays revealed that sustained acti-
vation by SNC-80 drew the receptor C terminus in close proximity of the N-terminal domain of G2, causing Barr2 to interact with
receptors and G3y subunits. DPDPE moved the receptor C-tail away from the G3y dimer, resulting in Barr2 recruitment to the receptor
but not in the vicinity of G2. These differences were associated with stable DOR- Barr2 association, poor recycling, and marked desen-
sitization following exposure to SNC-80, while DPDPE promoted transient receptor interaction with Barr2 and effective recycling, which
conferred protection from desensitization. Together, these data indicate that DORs may adopt ligand-specific conformations whose
distinctrecycling properties determine the extent of desensitization and are predictive of analgesic tolerance. Based onthese findings, we
propose that the development of functionally selective DOR ligands that favor recycling could constitute a valid strategy for the produc-

tion of longer acting opioid analgesics.

Introduction

Opioids are the most efficacious analgesics known, but their use
is restricted by the development of tolerance (Dworkin, 2009).
Analgesic tolerance is defined as a decrease in potency following
repeated drug administration. Depending on the time frame for
its development, tolerance may be classified as acute (minutes to
hours) orchronic (days to weeks) (Christie, 2008). Reports show-
ing that knockout of B-arrestin2 (Barr2) reduced acute and
chronic tolerance induced by morphine indicate that Barr2 plays
an important role in the generation of each of these functional
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adaptations (Bohn et al.,, 1999, 2000, 2002). At the molecular
level, Barrs participate in the regulation of opioid receptor signal-
ing (Dang et al., 2011; Raehal and Bohn, 2011), contributing to
functional desensitization (Lowe et al., 2002; Qiu et al., 2007) and
triggering internalization (Zhang et al., 2005; Qiu et al., 2007). In
the case of DORs, internalization may lead to lysosomal traffick-
ing for subsequent degradation (Whistler et al., 2002; Hislop et
al,, 2009) or may result in receptor recycling (Gomes et al., 2000;
Zhang et al., 2008) via a Rab11-dependent mechanism (Archer-
Lahlou et al., 2009). The sorting of DORs to these alternative
destinations has also been shown to involve Barr2 (Zhang et al.,
2008).

The exact mechanism by which fBarrs contribute to analgesic
tolerance remains unclear (Dang et al., 2011; Nagi and Piiteyro,
2011). Studies using j+-opioid receptor (MOR ) agonists indicate
that different opioids induce different degrees of tolerance. For
example, morphine produces similar analgesic tolerance as oxy-
codone (Madia et al., 2009), but more so than methadone (Kim et
al., 2008) or etorphine (Madia et al., 2009). Since internalization
efficacy of these agonists is also distinct (Arttamangkul et al.,
2008), tolerance has been linked to differences in agonist ability
to recruit Barrs and induce MOR sequestration (Martini and
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Whistler, 2007). DOR agonists with distinct internalization pro-
files also differ in the generation of tolerance. In particular, ad-
ministration of the internalizing agonist SNC-80 resulted in
acute analgesic tolerance that was not observed following the
administration of non-internalizing AR-M1000390 (Pradhan et
al., 2009). On the other hand, alternative reports indicate that
DOR internalization and tolerance may not be strictly related.
For example, deltorphin II and SB235863 have similar internal-
ization capacity as SNC-80, but, unlike the latter, they maintain
their analgesic efficacy after acute administrations (Beaudry et al.,
2009, 2009). Furthermore, despite differences in triggering inter-
nalization, long-term administration of SNC-80 and of AR-
M 1000390 both eventually result in the generation of tolerance
(Pradhan et al., 2010).

In the present study, we tested the hypothesis that biased re-
cycling could predict the degree of tolerance induced by DOR
agonists. Our results indicate that SNC-80 generated acute anal-
gesic tolerance whereas DPDPE did not. Assays monitoring DOR
trafficking in HEK293 cells and neurons revealed that maximal
internalization by both agonists was the same, but only DPDPE
elicited receptor recycling. Importantly, BRET assays showed
that differences in recycling resulted from stabilization of ligand-
specific conformations that established distinct interactions with
Gy subunits and Barr2.

Materials and Methods

DNA constructs

Constructs encoding human DORs fused to either the green fluorescent
(GEP) or yellow green fluorescent protein (YFP) were generated by sub-
cloning the entire coding sequence (excluding the stop codon) of the
receptor into pGFP-N2 (PerkinElmer Life) or pEYFP-N2 (BD Biosci-
ences) vectors, to produce a fusion protein in which the receptor was
separated from the corresponding fluorophore by a seven-amino acid
linker (Breit et al., 2006). Plasmids encoding GFP or YFP fused at the N
terminus of human G+2 were obtained by subcloning the human G42
coding sequence into GFP or YFP vectors (Galés et al.,2005). The recom-
binant plasmid encoding for human Ga;;-Luc91 was prepared using a
flexible linker to insert the coding sequence of humanized Renifla lu-
ciferase (RLuc; PerkinElmer Life Sciences) into that of human Gey,
between residues Leu91 and Lys92 (Audet et al., 2008). The GFP10-Epac-
Rluc BRET 2-cAMP biosensor was constructed in three steps as described
by Leduc et al (2009). First, GFP10, the linker GSAGT-(Acc651/
HindIII)-KLPAT, and Rluc were inserted in pcDNA3.1/Zeo (Invitrogen)
(Hamdan et al., 2007). Part of human Epacl (residues 144—881) was
then amplified by PCR, digested by Acc651-HindIII, and inserted using
the same restriction sites between GFP10-GSAGT and KLPAT-Rluc3 in
PCDNA3.1/Zeo. Finally, the substitutions T781A and F782A were intro-
duced by PCR to remove the Rapl-binding site of Epacl. Murine DORs
tagged with the Flag epitope at the N terminus were a generous gift from
Dr. M. von Zastrow (University of California at San Francisco, San Fran-
cisco, CA).

Cell culture and transfections

Immortalized cell lines. Human embryonic kidney 293 (HEK293) cells
were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, 2
mu t-glutamine, 100 unit/ml penicillin-streptomycin, at 37°C in a hu-
midified atmosphere at 95% air and 5% CO,. For transient expression of
recombinant proteins, HEK293 cells were seeded at a density of 3 X 10°
cells in 100 mm Petri dishes, cultured for 24 h, and transfected with
vectors encoding BRET constructs for DORs, G-protein subunits, or
Barr2 in combination with complementary signaling partners, as de-
tailed below. Transfections were done with polyethylenimine (Poly-
sciences) according to a previously published protocol (Boussif et al.,
1995). For trafficking and binding assays, HEK293 cells were stably trans-
fected with Flag-DORs. Monoclonal cell lines were produced using Li-
pofectamine (Invitrogen) to transfect 6 g of DNA/100 mm Petri dish
followed by selection with G418 (500 pg/ml). For cAMP accumulation
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assays, HEK293-Flag-DOR cells were plated onto 100 mm Petri dishes
and transfected with 3 pg of the GFP10-Epac-Rluc BRET2-cAMP bio-
sensor using Lipofectamine (Invitrogen). Cells were then subject to se-
lection using hygromycin (50 pg/ml).

Primary neuronal cultures. Primary neuronal cultures for useinimmu-
nofluorescence assays were prepared from rat postnatal prefrontal cortex
(P0—P2) using a procedure adapted from a previously described method
(Fasano et al., 2008). Briefly, pups were cryoanaesthetized, their brains
rapidly removed and transferred into ice-cold dissociation solution
(NaSo0, 90 mnm; K,SO, 30 mn; MgCl, 5,8 mm; CaCL;HEPES 10 mv;
glucose 20 mm; pH 7,4). The prefrontal cortex was dissected and digested
in papain solution (20 units per ml; 40 min at 37°C), following which the
product was passed through Pasteur pipettes of progressively decreasing
diameter for mechanical dissociation. The suspension obtained was cen-
trifuged, cells resuspended, and diluted to a density of 2.5 million per
milliliter before plating on glass coverslips precoated with collagen/poly-
t-lysine (each at 0.1 mg/ml). Cells were cultured in NeuroBasal A
medium supplemented with B27 (4%), 100 unit/ml penicillin-
streptomycin, Glutamax (2%), and fetal bovine serum (10%) for 24 h. At
this time, coverslips were transferred from their home dish to a 6-well
plate containing 2 ml of NeuroBasal A medium/well and transfected with
Flag-DORs (8 g of DNA/well) by means of a modified calcium phos-
phate transfection protocol (Shieh et al., 1998). Briefly, a calcium phos-
phate/DNA precipitate was formed in HEPES-buffered saline (pH 7.03)
and was added drop wise to the NeuroBasal A medium. After 30 min
transfection, neurons were washed in Hank’s balanced salt solution and
returned to their original culture medium.

Evaluation of DOR trafficking in HEK293 cells

ELISA-based assays. Measurement of surface-expressed receptors and
quantification of receptor internalization was assessed using an ELISA-
based method adapted from a previously published protocol (Archer-
Lahlou et al., 2009). HEK293 cells stably expressing Flag-DORs 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, vehicle, DPDPE, or
SNC-80 (1 pm) were introduced in new incubation medium containing
DMEM/HEPES 20 mu for the indicated times. The internalization reac-
tion was stopped by addition of cold PBS. After three PBS washes, cells
were fixed for 15 min at 4°C in paraformaldehyde (3%) and nonspecific
binding was blocked by incubation with PBS/BSA 1%/CaCl, 1 mm at
room temperature (RT) for 30 min. Cells were subsequently incubated
with anti-FLAG M1 antibody (1:1000; Sigma-Aldrich) for 1 h (RT),
washed three times, and incubated with peroxidase-conjugated (HRP)
anti-mouse antibody (1:8000; GE Healthcare) for 30 min. After extensive
washing, 200 jl of the HRP substrate o-phenylenediamine dihydrochlo-
ride (SIGMA FAST OPD, Sigma-Aldrich) was added to each well The
reaction was allowed to proceed for 8 min and stopped using 50 i1l of 3N
HCL Two-hundred microliters of the mix were then transferred to a
96-well plate for optical density (OD) evaluation at 492 nm in a micro-
plate reader (Victor3; PerkinElmer). OD readings corresponded to the
signal generated by receptors at the cell surface. The amount of sur-
face receptors internalized following exposure to agonists was calcu-
lated by subtracting OD obtained in the presence of agonist from the
one obtained in its absence. Results were expressed as percentage of
receptors initially present at the membrane according to the following
calculation: 100 X (OD 22! —Qp Stimulatedy (o Basaly ywhere QD 8252
and OD3mu%ted correspond to the signal obtained in absence or
presence of agonist respectively.

Recycling of internalized receptors to the plasma membrane was esti-
mated using a variant of the assay described above. One hour before
inducing internalization with a single dose of DPDPE or SNC-80 (1 pov;
30 min), protein synthesis was blocked with 10 jem cycloheximide that
remained present throughout the duration of the assay. At the end of the
internalization period, the agonist was removed by washing with DMEM
at 37°C (3 X 1 min). Cells were then placed within the incubator to
recover in an agonist-free medium (DMEM/HEPES/cycloheximide) for
increasing periods of time. In experiments using naltrindole (1 wm),
naloxone (1 gm), or morphine (10 jum), these drugs were introduced
immediately after agonist washout and remained present in the incuba-
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tion medium throughout recovery. Experiments were stopped by addi-
tion of cold PBS, and the steps to label membrane DORs proceeded as
described in the previous paragraph. The amount of internalized recep-
tors that recycled back to the surface was expressed as percentage of
receptors internalized following exposure to the agonist.

Fow cyrometry assays. HEK293 cells stably expressing FLAG-DORs were
incubated with vehicle (DMSO 0,01%), p-Pen-2,5-enkephalin (DPDPE), or
(+)-4-[(aR)-a-((2S,5R)-4-Allyl-2,5-dimethyl- 1-piperazinyl)-3-methoxy-
benzyl]- N, N-diethylbenzamide (SNC-80) (1 jav) for the indicated time pe-
riods. At the end of treatment, cells were washed three times in ice-cold PBS
and subsequently resuspended in Tyrode’s solution (140 mm NaCl, 2,7 mm
KCl, 1 mm CaCl2, 12 mv NaHCO3, 5,6 mim p-glucose, 0,49 mv MgCl2, 0,37
mnv NaH,PO,, 25 mv HEPES pH 7,4) at 4°C. Nonspecific sites were blocked
with Tyrode containing 1% BSA for 30 min (4°C) and surface receptors were
then labeled by successive incubation with first (1:1000; anti-FLAG rabbit
Sigma-Aldrich) and second (1:1000; goat anti-rabbit, Alexa Fluor 488, Invit-
rogen) antibodies (30 min). After labeling, cells were washed two times with
Tyrode’s solution and Flag-DORs present at the membrane were quantified
by flow cytometry on a FACsCalibur flow cytometer (BD Biosciences). In-
ternalization was calculated by subtracting membrane fluorescence gener-
ated by treated samples from fluorescence produced in vehicle-treated cells.
Results were expressed as a percentage of membrane labeling in the absence
of ligand.

Evaluation of DOR trafficking in neurons

Immunocytochemistry experiments were performed 2 d after transfec-
tion. Labeling of surface Flag-DORs was done by introducng Ca**-
dependent mouse anti-Flag M1 antibody (1:100; Sigma) to the
incubation medium 30 min before vehicle (DMSO 0,01%), DPDPE, or
SNC-80 (10 pm). Following treatments of increasing durations (15-120
min), neurons were washed in Ca?*-free PBS (3 X 1min, at 37°C). These
washes allowed us to remove treatment drugs as well as antibody bound
to surface receptors, thus ensuring that only internalized Flag-DORs that
were protected from washes conserved their first antibody labeling (Var-
gas and Von Zastrow, 2004). In experiments monitoring internalization,
washed cells were immediately fixed with 4% PFA and permeabilized in
PBS/0.1%Triton. Nonspecific sites were blocked with PBS/BSA 1% (10
min at RT), and neurons were then exposed to second antibody (donkey
anti-mouse Alexa-488; 1:1000; Invitrogen). Images were acquired using a
FluoView 1000 confocal laser-scanning microscope (Olympus). Mean
cytosolic labeling intensity was quantified in cells that had been exposed
to vehicle or agonist for 60 min, using Image] according to a previously
described method (Scherrer et al., 2006). Briefly, nuclear integrated in-
tensity was subtracted from the integrated intensity present within the
perimeter of the neuron soma. The resulting value was divided by the
area comprised between the nuclear and outer perimeters of the cell to
yield mean cytosolic intensity. Nuclear fluorescence was considered as
the background.

In experiments assessing receptor recycling, cells were labeled with
first antibody as above and exposed to agonist or vehicle for 60 min.
Following treatment, neuron cultures were washed in Ca>*-free PBS
(3 X 5min, at 37°C) and returned to the incubator for 60 min recoveryin
neurobasal medium. After recovery, cells were fixed and processed as
above to assess intracellular fluorescence. For evaluation of surface label-
ing, neurons that had recovered from agonist exposure were washed with
PBS and exposed to second antibody without being permeabilized. Re-
cycling was determined from two complementary measures: (1) evaluat-
ing intracellular fluorescence that remained present after recovery from
agonist exposure, and (2) counting the number of cells that recovered
surface labeling following incubation in the absence of ligand. In total,
four independent experiments were performed in which 828 neurons/
condition were sampled.

Intermolecular BRET assays

All BRET assays were performed in HEK293 cells. The effect of sustained
agonist exposure on DOR-G-protein interaction was assessed using a
methodology that we had previously developed and validated for detec-
tion of ligand-induced conformational changes within DOR-G-protein
complexes (Galés et al.,2005,2006; Audet et al., 2008; Audet and Pifieyro,
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2011). Briefly, 100 mm Petri dishes plated with HEK293 cells were trans-
fected with: (1) DOR-GFP (8 1), Gadl-Luc (1 1g), GB1 (4 j1g), and Gy2
(4 pg) or (2) DOR-Luc (0.25 pg), GFP-G42 (6 p1g), Gail (4 pg), and
Gp1 (4 pg). These BRET constructs have been previously shown to sup-
port normal signaling and to establish specific interactions among them-
selves (Galés et al.,, 2005, 2006; Audet et al.,, 2008). Two days after
transfection, HEK293 cells expressing different BRET pairs and their
accessory subunits were exposed to vehicle, DPDPE, or SNC-80 (1 )
for 60 min. At the end of treatment, cells were washed three times (1 min
each) with PBS at 37°C, before distributing them into 96-well micro-
plates (white Optiplate; PerkinElmer Life Sciences). The Rluc substrate,
DeepBlueC coelenterazine (PerkinElmer Life Sciences), was manually
added into each well to a final concentration of 5 pav, and BRET2 read-
ings were obtained 2 min after substrate addition (Galés et al., 2005;
Audet et al., 2008). In experiments assessing the acute effect of naltrin-
dole (1 gav) on cells that had been preexposed to DPDPE and SNC-80,
HEK293 cells were treated and washed as above and the antagonist was
introduced 2 min before coelenterazine. BRET2 readings were obtained
using a modified top-count apparatus (TopCount; NXTTM, Packard
Bioscience) that allows the sequential integration of the signals detected
in the 370-450 nm and 500530 nm windows. The BRET2 signal gen-
erated by each sample was determined by calculating the ratio of the light
emitted by GFP (500 -530 nm) over the light emitted by Rluc (370-450
nm). BRET2 values were then corrected by subtracting the background
signal (detected when the Rluc-tagged construct was expressed without
acceptor) from the BRET signal detected in cells coexpressing both Rluc
and GFP (netBRET).

For assessing [Barr2 recruitment, BRET1 assays were conducted using a
modified version of a protocol that we had previously optimized for this
purpose (Azzi et al., 2003). HEK293 cells grown in 100 mm Petri dishes
were transfected with: (1) Barr2-Luc (0.5 p1g), DOR-YFP (6 ug), Gail (3
1g), GB1 (3 pug), and Gy2 (3 pg) or (2) Barr2-Luc (0.5 ug), YFP-Gy2 (3
1g), Gadl(3 pg), GB1(3 png), and Flag-DORs (6 u1g). The ability of the
fBarr2-Luc construct to support normal DOR internalization as well as
the specificity of its interaction with DOR-YFP or YFP-Gy2 were estab-
lished before its use (data not shown). Two days after transfection,
HEK293 cells were used to monitor one of the following: (1) the kinetics
of Barr2-Luc recruitment to DOR-YFP or YFP-Gy2; (2) the effect of
sustained agonist exposure on each of these BRET pairs, or (3) the BRET
signal generated by Barr2-Luc/DOR-YFP and pBarr2-Luc/YFP-G+2 pairs
at different times during recovery from agonist treatment. For kinetic
assays cells were suspended in PBS (RT), transferred to 96 well plates, and
introduced into a Victor3 plate reader (PerkinElmer Life Sciences) in
which coelanterazine h (1 pg/ml) was automatically injected into each
well. DPDPE or SNC-80 (10 jum) were injected 5 min later, and BRET1
measures were obtained every 18 s for a period of 6 min. For the two other
assays, cells were kept in the incubator at 37°C and treated with DPDPE
or SNC-80 (1 gum) for 30 or 60 min. At the end of treatment, cells were
washed with PBS (3 X 1 min, DMEM, 37°C) and either immediately
redistributed to 96-well plates for BRET1 readings, or were returned to
the incubator to recover from treatment before BRET measures were
taken. BRET1 readings were obtained 5 min after manual addition of
coelenterazine h using 440480 and 520-550 nm filters, to respectively
monitor Rluc and YFP emissions. Corrected netBRET1 values were ob-
tained as above.

Intramolecular BRET for evaluation of cAMP accumulation

Changes inintracellular cAMP levels were assessed by means of an Epac-
BRET?2 biosensor (Leduc et al., 2009), which undergoes conformational
changes upon cAMP binding (Barak et al., 2008). These conformational
changes modify the basal signal generated by donor-acceptor pairs lo-
cated at the C- and N-terminal ends of the biosensor, thus allowing to
monitor variations in second messenger levels by monitoring changes in
BRET (Barak et al, 2008; Leduc et al., 2009). Specifically, HEK293 cells
stably expressing Flag-DORs and the Epac-BRET cAMP biosensor (Le-
duc et al., 2009) were seeded at a density of 5000 cells/well and grown on
96-well polylysine-coated plates for 48 h. The day of the experiment,
medium was replaced with fresh DMEM/20 mv HEPES and 1 h before
exposure to DPDPE, SNC-80 (1 zov; 60 min) or vehicle (DMSO 0.01%)
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cells were treated with 10 pm cycloheximide, which was allowed to re-
main in the incubation medium throughout the experiment. In experi-
ments in which monensin (50 pom) was used, the drug was introduced
into the incubation medium together with cycloheximide and also re-
mained present throughout the experiment. At the end of treatment with
DPDPE or SNC-80, cells were washed (2 X 1 min) with PBS at 37°C and
were immediately incubated with Tyrode’s solution containing 20 pm
forskolin, 750 wm isobutyl-methyl-xanthine (IBMX), and indicated
DPDPE concentrations. After 3 min incubation with forskolin, IBMX,
and DPDPE, DeepBlueC coelenterazine was added into each well to a
final concentration of 5 . BRET?2 readings were obtained 9 min after
substrate addition to allow for cAMP accumulation to take place. Alter-
natively, cells were washed (3 X 1 min) with DMEM/20 mm HEPES at
37°C and returned to the incubator to recover for 30 min before cAMP
production was assessed. Inhibitory dose-response curves were obtained
by subtracting BRET ratios obtained in the presence of increasing con-
centrations of DPDPE from basal ratios. Values obtained in presence or
absence of monensin were each normalized to the maximal inhibition
induced by DPDPE in their corresponding controls. Before carrying out
experiments, the ability of the biosensor to detect changes in cAMP pro-
duction was compared with a previously described radiometric method
(Audet et al., 2005) EC., values for DPDPE-mediated modulation of
cAMP production were 7 = 1 and 4 = 1 nwm for radiometric and BRET-
based assays, respectively (n = 3-6).

Coimmunopurification and Western blot

This procedure was adapted from a previously descaribed method
(Archer-Lahlou et al., 2009). Briefly, HEK293 cells were transfected with
Barr2-Luc (0.5 pg), YFP-Gy2 (3 pg), Gail (3 pg), GB1 (3 pg), and
Flag-DORs (6 p1g). Two days later, HEK293 cells were treated with
DPDPE or SNC-80 (1 p 30 min), and, at the end of incubation, they
were either immediately used for membrane preparation or washed (3 X
1 min, DMEM, 37°C) and allowed to recover for 30 min before their use.
Membranes were prepared by suspending cells in lysis buffer (5 mm Tris
pH 7.4, 3 mm MgClI2, 2 mm EDTA, 1 mm NaF, 1 mm Na3VO4, 5 pg/ml
leupeptine, 5 pg/ml soybean trypsin inhibitor, and 10 pg/ml benzami-
dine;) and homogenizing them in an ultraturax (IKA). Following a short
centrifugation at 500 X g to pellet mitochondria and nuclei, the super-
natant containing membranes and cytosol was recovered and centrifuged
at 30,000 X gfor 20 min. Theresultingmembrane pellet was resuspended
in lysis buffer for a second round of centrifugation (30,000 X g 20 min).
At the end of this second round, the membrane pellet was suspended in
solubilization buffer (0.5% N-dodecyl-maltoside, 25 v Tris pH 7.4, 140
mnm NaCl, 2 mm EDTA, 1 mm NaF, 1 mm Na3VO4, 5 ug/mlleupeptine, 5
g/ml soybean trypsin inhibitor, and 10 pg/ml benzamidine) and agi-
tated at 4°C for 2 h, following which the solubilized material was centri-
fuged at 20,000 X g for 30 min. Flag-DORs were immunopurified from
the supernatant by means of an anti-FLAG M2 antibody resin. Briefly, 40
w1 of antibody-coupled resin equilibrated in solubilization buffer and
supplemented with 0.1% bovine serum albumin (w/v) were added to 500
1 of solubilized membranes and kept overnight at 4°C under gentle
agitation. The next morning the resin was centrifuged, washed twice with
500 pd of solubilization buffer, and four times with 500 yl of modified
solubilization buffer [containing 0.1% instead of 0.5% N-dodecyl-
maltoside (w/v)]. The receptor was then eluted by incubating the resin
for 10 min at 4°C with 100 yl of modified solubilization buffer contain-
ing the FLAG peptide (150 wg/ml). This elution wasrepeated three times,
and the eluates were combined and concentrated by membrane filtration
over Microcon-30 concentrators (Millipore). SDS sample buffer was
then added and samples were used for SDS-PAGE. Resulting gels were
transferred onto nitrocellulose (GE Healthcare), and Barr2-Luc or YFP-
G#2 recovered with Flag-DORs were revealed using mouse anti-Luc (1:
1000 Millipore) or rabbit anti-GFP (1:10,000; Abcam) antibodies,
followed by corresponding secondary HRP-conjugated antibodies (1:
40,000; GE Healthcare). Flag-DORs in each sample were detected by
probing membranes with rabbit anti-FLAG antibody (1:5000; Sigma)
and the corresponding secondary antibody (1:40,000; GE Healthcare).
Chemiluminescence detection reagents (GE Healthcare) were used to
reveal the blotted proteins, and relative intensities of the labeled bands
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were analyzed by densitometric scanning using MCID (Imaging Re-
search). Densitometric values were used to calculate Barr2-Luc/Flag-
DOR and YFP-Gy2/Flag-DOR ratios for each condition.

Radioligand binding assays

Binding assays were performed in HEK293 cells stably transfected with
Flag-DORs. The method used has been previously described (Pifieyro et
al., 2001). Briefly, saturation curves were obtained by suspending 25 pg
of protein in 300 pl of PBS and incubating cells for 1 h (21°C) at RT with
increasing concentrations of [ *H]naltrindole (0.05-5 nwm). For competi-
tion bindingassays, cellswere similarly diluted and incubated with 1.5nm
[ *H]naltrindole together with increasing concentration of the unlabeled
antagonist. Nonspecific binding was determined in the presence of 10 jom
naltrindole. Incubation was terminated by rapid filtration in a cell har-
vester (Inotech) through GF/C filters (Whatman) presoaked in 0.1%
polyethylenimine. Bound radioactivity was measured by scintillation
counting, and binding parameters were calculated from nonlinear least-
squares analysis of the experimental data using Prism (Graph-Pad
Software).

Surgical procedures, drug treatments, and behavioral measures
The spared nerve injury model of neuropathic pain was induced in male
CD-1 mice as previously described (Decosterd and Woolf, 2000; Shields
etal, 2003). Nerve injury-dependent induction of mechanical hypersen-
sitivity was measured using calibrated von Frey filaments according to
the up-down method (Chaplan et al., 1994), using filaments selected for
mice (Millecamps et al., 2010) and expressed as the 50% withdrawal
threshold in grams. Lower thresholds indicate increased sensitivity. The
induction of mechanical hypersensitivity was confirmed 1 month follow-
ing surgery and DPDPE (10 nmoles), SNC-80 (60 nmoles), or vehicle
(0.3% tartaric acid in distilled water) were injected intrathecally by direct
lumbar puncture (Hylden and Wilcox, 1980). Animals were tested at 15
min intervals for 60 min and then a second injection was administered.
Injections and behavioral measures were performed by two different
experimenters, each blind to experimental group.

Statistical analyses

BRET, binding, and coimmunoprecipitation experiments as well as
FACs and ELISA-based assays were analyzed using one-way or two-way
ANOVA. cAMP accumulation data were analyzed using three-way
ANOVA. Mean cytosolic labeling intensity in neurons was analyzed by
two-way ANOVA and the number of cells displaying surface labeling was
analyzed with a two-tail paired ¢ test. In every case, unequal groups were
orthonormalized by Gram-Schmidt procedure. Post hoc Bonferroni tests
were used as required to compare selected groups.

Results

DPDPE and SNC-80 display similar internalization but
distinct recycling profiles

Recent reports suggest that biased internalization may predict
DOR agonist ability to induce tolerance (Pradhan et al., 2009,
2010). Here, we were interested in establishing the extent to
which tolerance may be predicted from the recycling profile of
DOR agonists. DPDPE and SNC-80 were chosen astest ligands as
they phosphorylate DORs at different residues (Okura et al.,
2003), differences that may influence both DOR internalization
(Zhanget al., 2005) and recycling (Zhang et al., 2008). Trafficking
induced by each agonist wasassessed in HEK293 cells and cortical
neurons to ensure that if differences between ligands were ob-
served, they would not be due to the cellular background in which
receptors were expressed. Internalization was first assessed in
cortical neurons, using an antibody feeding technique that al-
lowed us to specifically label surface DORs before exposing them
to drug or vehicle (Vargas and Von Zastrow, 2004). At the end of
treatment, all receptors remaining at the membrane were
stripped of first antibody, such that only DORs that were pro-
tected from the wash by internalization would be revealed by
subsequent immunofluorescence labeling. Figure 1 A shows that
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Internalization induced by DPDPE and SNC-80is similar. A, Cortical neuron cultures were incubated with primary antibody to label surface Flag-DORs. Neurons were then treated with

DPDPE or SNC-80 (10 ) for the indicated times. After stopping treatment, antibody bound to surface receptors was stripped, cells were fixed, permeabilized, and labeled with secondary antibody
forvisualization of intracellular labeling. A representative example from three independent experiments is shown. B, Histograms correspond to mean intracellular fluorescence intensity quantified
in neurons that were exposed to agonists or vehicle for 1h and represent mean = SEM of fourindependent experiments. Internalization data were analyzed together with recycling results shown
inFigure 28 by means of repeated measures two-way ANOVA (interaction f, ;5 = 13.02, p << 0.001). Bonferroni post hoc for multiple comparisons among intemalization groups: ***p << 0.001
comparing drugs to vehicle; p > 0.05 comparison among drugs. €, HEK293 cells expressing Flag-DORs were exposed to DPDPE or SNC-80 (1 i) for the indicated time periods. Receptors at the cell
surface were measured by FACs. Results correspond to loss of surface receptors and are expressed as a percentage of receptors present at the membrane before internalization. Data represent
mean = SEM of four independent experiments that were analyzed by repeated measures two-way ANOVA (interaction £, ;5 = 5.33,p << 0.05). Bonferroni post hocfor multiple comparisons: *p <<
0.05 comparing DPDPE to SNC-80 at 15 min. D, HEK293 cells expressing Flag-DORs were exposed to DPDPE or SNC-80 (1 zm) for the indicated time periods. Receptors at the cell surface were
measured by an ELISA-based method, as described in the experimental section. Results correspond to loss of surface receptors and are expressed as a percentage of receptors present at the
membrane before internalization. Data represent mean = SEM of six independent experiments that were analyzed by repeated measures two-way ANOVA (interaction F ., = 0.8, p > 0.05;

difference among drugs £, 45, = 0.2,p > 0.05).

exposure to vehicle induced a modest, time-dependent increase
in intracellular labeling, which is consistent with constitutive
internalization of DORs. Exposure to SNC-80 or DPDPE induced a
greater time-dependent increase in intracellular immunoreactivity,
which was similar for both agonists. Quantification of immu-
noreactivity confirmed that 60 min exposure to DPDPE or
SNC-80 resulted in similar internalization by both agonists
(Fig. 1B).

To corroborate that the internalization capacity of DPDPE
and SNC-80 were similar, endocytosis was assessed in HEK293
using flow cytometry (Fig. 1C) or an ELISA-based assay (Fig. 1 D)
as alternative approaches. Independent of the method used, in-
ternalization measured at 30 and 60 min was the same for both
agonists. At a shorter incubation time (15 min), internalization
induced by DPDPE was less than that observed for SNC-80, al-
though the difference was only evident in the flow cytometry
assay (Fig. 1C).

Several studies performed in heterologous expression systems
have shown that internalized DORs are rapidly committed for
degradation (Whistler et al., 2002; Hislop et al., 2009). However,
data shown in Figure 1 A indicate that internalized DORs steadily
accumulate within the neuron soma, suggesting the possibility
that neuronal DORs could be available for recycling even after
prolonged periods of agonist exposure. To verify this possibility,

DOR recycling was assessed in neurons in which internalization
had been previously induced by 60 min exposure to DPDPE or
SNC-80 (10 uMm). Recycling was evaluated by taking two comple-
mentary measures: (1) the proportion of internalized receptors
that remained trapped in the cytosol 60 min after agonist removal
(Fig. 2A,B) and (2) the number of agonist-treated cells that re-
covered surface labeling following incubation in the absence of
agonist (Fig. 2C,D). To obtain the first measure we quantified
intracellular immunoreactivity in neurons that were labeled im-
mediately after exposure to agonist and in neurons that were
allowed to recover in the absence of ligand. Intracellular labeling
was 44 * 7 immediately after internalization by SNC-80 and
37 = 5 after recovery, indicating that 84 == 8% (n = 4) of seques-
tered DORs remained trapped in the cytosol (Fig. 2 B). In the case
of DPDPE, this proportion dropped to 47 = 6% (n = 4) with
intracellular intensity values of 19 = 5 and 40 = 7 with and
without recovery, respectively (Fig. 2B). To ascertain whether
receptors that disappeared from the intracellular compartment
were indeed recycling, we verified whether internalized DORs
were able to regain the membrane after recovery from treatment.
To do so, neurons were exposed to agonist or vehicle, and, at the
end of treatment, the agonist was removed and DORs remaining
at the membrane were stripped of their first antibody, such that
subsequentlabeling would only reveal receptors that regained the
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membrane during recovery from inter-
nalization. Neurons that were exposed to
vehicle displayed no surface labeling,
which is consistent with the observation
that ligand-independent internalization
was minimal (Fig. 1A). On the other
hand, membrane immunoreactivity was
evident in cells that had been preexposed
to DPDPE and SNC-80, indicating a cer-
tain level of recycling for each ligand (Fig.
2C). The amount of receptors that recy-
cled to the membrane following exposure
to each of the agonists was estimated by
means of a “recovery ratio.” This ratio was
calculated by dividing the number of im-
munoreactive neurons that recovered la-
beling in agonist-treated slides by the total
number of surface-labeled neurons pres-
ent in slides that were not subject to treat-
ment. Figure 2D shows that the recovery
ratio in DPDPE-treated neurons was
larger than the one obtained in those ex-
posed to SNC-80. Together, results from
these experiments indicate that following
internalization by SNC-80, DORs re-
mained predominantly trapped within
the cytosol, while those internalized by
DPDPE abandoned the intracellular com-
partment to regain the membrane.

DOR recycling was also assessed in
HEK293 following 30 min exposure to
DPDPE or SNC-80 (1 um). As shown in
Figure 34, none of the receptors internal-
ized by SNC-80 were able to recycle while
53 £ 3% of those internalized by DPDPE
reappeared at the membrane. Moreover,
saturation and displacement binding as-
says using [’H]naltrindole confirmed
that the absence of recycling observed for
SNC-80 could not be simply attributed to
incomplete drug washout, since K4 (Fig.
3B) and B,,., (see Fig. 6 A) values for the
radioligand were restored to pretreatment
levels following removal of this agonist.

Differences in DOR recycling are
consistent with agonist propensity to
induce desensitization and acute
analgesic tolerance

Studies using recycling inhibitor monen-
sin or dominant-negative Rabl1 mutants
indicate that recycling helps reduce the
impact of desensitization on DOR re-
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Figure2.  Recycling of neuronal DORs s different following exposure to DPDPE and SNC-80.4, Neurons were treated asin Figure
14 following which they were washed and either immediately processed for intracellular labeling (stimulated) or were first
allowed torecoverfor60 minin the absence of ligand (stimulated + recovery).Labeling of intracellular DORs was done asin Figure
1A. The image shows a representative example of one of four independent experiments. B, Histograms represent mean intracel-
lular intensity in neurons that were stimulated and immediately labeled (dashed), or in neurons that werefirst allowed to recover
in the absence of ligand (filled). Note: dashed bars correspond to interalization values in Figure 1 8. Results represent mean =
SEM of four independent experiments. Recycling data were analyzed together with internalization results shown in Figure 18 by
means of repeated measures two-way ANOVA (interaction F, . = 13.02, p << 0.001). Bonferroni post hoc for multiple compar-
isons: ***p < 0.001 comparing recovery by DPDPE and SNC-80; *p < 0.001 comparing stimulated versus stimulated + recovery
for DPDPE. €, Neurons weretreated and washed as indicated above before allowing them torecover inthe absence of ligand. At the
end of the recovery period, cells were processed for surface labeling as described in the experimental section. The image shows a
representative example of surface labeling obtained in different treatment conditions and corresponds to one example of four
independent experiments. D, Histograms represent “recovery ratios” obtained following recovery from exposure to DPDPE or
SNC-80 and correspond to mean = SEM of four independent experiments. “Recovery ratios” were calculated by dividing the
number of labeled neurons present in agonist-treated slides by the total number of surface-labeled neurons present in slides that
were not subject to treatment. Recovery ratios were analyzed by paired ? test; **p << 0.01.

sponsiveness (Archer-Lahlou etal., 2009). To determine whether
the extent of desensitization induced by the two agonists was
consistent with their respective recycling patterns, we monitored
how 1 h treatment with SNC-80 or DPDPE (1 uM) modified
DOR responsiveness to subsequent stimulation by DPDPE.
Changes in ¢cAMP production were examined using an Epac-
BRET2 biosensor (Barak et al., 2008; Leduc et al., 2009) that
allows us to monitor intracellular variations in second messenger
levels through changes in BRET. In naive cells that had been
preexposed to vehicle, incubation with increasing concentrations

of DPDPE induced a dose-dependent decrease in second messen-
ger levels (Fig. 4A,B). Preexposure to either agonist modified
DOR responsiveness to DPDPE, as evidenced by a decrease in the
agonist’s potency and efficacy to inhibit cAMP production. In
particular, SNC-80 induced a larger right shift and more pro-
nounced decrease in E,, than those induced by DPDPE (Fig.
4A), indicating greater desensitization by the former. Impor-
tantly, both agonists displayed similar ability to maximally
inhibit forskolin-stimulated cAMP production (E,,,, SNC-80: —

‘max
70 £ 2; E,.x DPDPE: — 69 * 3; EC;, SNC-80: 5 £ 1 nm; ECs,
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Figure 3.  DPDPE and SNC-80 elicit different DOR recycling in HEK293 cells. 4, Cells stably
expressing wild-type DORs were incubated with SNC-80 or DPDPE (1 wm; 30 min) to induce
i ization. At the end of , cells were washed to remove agonist and allowed to
recover for the indicated periods of time before membrane receptors were assessed using an
ELISA-based method. Results were expressed as percentage of internalized DORs and represent
mean == SEM of 4—8 independent experiments. Curves were compared by mixed two-way
ANOVA (interaction F, o) = 23.8, p > 0.001; difference among drugs p < 0.001). B, HEK293
cells were treated and washed as above before being used in [*HInaltrindole displacement
assaysin which theradioligand (1.5 nw) was displaced with the indicated concentrations of cold
naltrindole. K, values were calculated from concentrations that inhibited [ *H]naltrindole bind-
ing by 50% (ICs,) using the Cheng—Prusoff equation. K, CTLs: 223 = 40 pu; K, following
SNC-80: 302 = 42 pw; K following DPDPE: 280 = 40 pw.

DPDPE: 8 = 1 nM; p > 0.05; two-way ANOVA; n = 6), which
suggests that the observed differences in desensitization were not
necessarily efficacy-related. On the other hand, desensitization by
DPDPE and SNC-80 were distinctively modified by monensin. In
particular, monensin enhanced desensitization by DPDPE but
not SNC-80, indicating that only the former relied upon recy-
cling to mitigate functional consequences of desensitization.
Apart from its protective role during the actual process of desen-
sitization (Archer-Lahlou et al., 2009), DOR recycling has also
been shown to support resensitization once the agonist has been
removed (Trapaidze et al., 2000). In contrast, studies performed
on MORs indicate that resensitization can take place at the mem-
brane, independent of any type of receptor trafficking (Dang and
Christie, 2011). We found that the presence of monensin did not
significantly modify resensitization following exposure to either
agonist (Fig. 4B). Although these data do not allow us to con-
clude whether DOR resensitization takes place at the membrane,
they show that recovery of DOR responsiveness in the first 30 min
after agonist removal does not require recycling.

Based on the data obtained with monensin, it is possible to
conclude that recycling mitigates loss of receptor responsiveness
during desensitization by DPDPE but not SNC-80. Thus, one
would expect repeated administration of SNC-80 to cause larger
loss of functional DORs as compared with DPDPE and conse-
quently a larger degree of tolerance. The latter assumption was
tested using an animal model of chronic pain. Several lines of
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evidence indicate that DORs are specifically involved in modu-
lating chronic pain of inflammatory and neuropathic origin, as
follows: (1) DOR function is enhanced in both of these condi-
tions (Cahill et al., 2007), (2) mice with global DOR knock out
(Nadal et al., 2006) or with genetic ablation of DORs in nocicep-
tive sensory neurons display enhanced pain behavior in both
models (Gaveriaux-Ruff et al., 2011), and (3) administration of
selective DOR agonists attenuates pain hypersensitivity, particu-
larly mechanical allodynia (Scherrer et al., 2006; Gaveriaux-Ruff
et al,, 2011). Consequently, we used a murine model of neuro-
pathic pain to determine whether antiallodynic effects of DPDPE
and SNC-80 displayed different degrees of tolerance. Since mech-
anisms regulating receptor responsiveness are typically involved
in the generation of acute analgesic tolerance (Christie, 2008), we
determined whether two successive intrathecal injections of equi-
analgesic doses of either DPDPE or SNC-80 resulted in differen-
tial loss of the analgesic response. Figure 4C shows that mice
which received saline injections displayed marked hypersensitiv-
ity to mechanical stimuli over the course of repeated testing.
Administration of the first injection of DPDPE or SNC-80 simi-
larly reduced pain sensitivity. However, while DPDPE main-
tained its analgesic efficacy after its second injection, SNC-80 did
not, indicating the development of acute analgesic tolerance for
the non-recycling agonist.

Sustained activation by DPDPE and SNC-80 stabilized DORs
into conformations that distinctively interact with GBy
subunits

The idea that agonist bias in trafficking could contribute to dis-
tinct potential for tolerance presupposes the existence of agonist-
specific conformations (Urban et al., 2007; Kenakin and Miller,
2010). However, there is no physical evidence confirming
whether conformations stabilized by ligands that display distinct
trafficking profiles do indeed stabilize different conformations.
To design an experiment that would allow us to assess whether
DPDPE and SNC-80 stabilized DORs into different conforma-
tions, we reasoned that the regulatory events which take place
during the development of acute tolerance typically involve de-
sensitization, and consequently changes in receptor G-protein
coupling. Hence, if the two agonists were to stabilize DORs into
different conformations, then each of these conformations would
be expected to distinctively modify DOR interaction with the
G-protein. We have previously shown that BRET assays consti-
tute a valuable tool to evaluate acute conformational changes
undergone by DORs upon binding of different ligands (Audet et
al., 2008; Audet and Pifieyro, 2011). We now used a similar ap-
proach to monitor how sustained activation by DPDPE or
SNC-80 (1 uM; 60 min) modified DOR interactions with GaBy
subunits. Gail-Luc/DOR-GFP and DOR-Luc/GFP-Gy2 were
the biosensors used to monitor DOR interaction with Gail and
Gp1v2 subunits, respectively. In keeping with our previous ob-
servations, both BRET pairs displayed spontaneous energy trans-
fer, confirming that DORs constitutively associate with
GailB1v2 subunits (Audet et al., 2008). Spontaneous netBRET
values generated by Gail-Luc/DOR-GFP and DOR-Luc/GFP-
G2 were 0.051 = 0.01 and 0.37 * 0.03 (n = 4-5), respectively.
Sustained exposure to either agonist reduced netBRET at the
DOR Gail interface (Fig. 5A). In contrast, both agonists had
opposing effects at the DOR-Luc/GFP-G+y2 pair, with DPDPE
decreasing and SNC-80 increasing the spontaneous netBRET sig-
nal (Fig. 5C). Given the position of donor/acceptor tags in the
different BRET pairs, it is possible to conclude that both agonists
caused the receptor C terminus and Ga subunit to separate from
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Figure4.  DPDPE and SNC-80 differ in their ability to induce desensitization and acute anal-
gesictolerance. HEK293 cells were incubated with 10 s cycoheximide and treated or not with
monensin (50 i) before exposing themto vehicle (DMS0 0.01%), DPDPE, or SNC-80 (1 u; 60
min). At the end of treatment, cells were washed and either immediately used to monitor cAMP
accumulation after agonist-induced desensitization (4) or were first allowed to recover in the
absence of ligand so as to evaluate resensitization (B). Results are expressed as percentage of
maximal inhibition obtained in corresponding untreated controls, and correspond to 5—6 in-
dependent experiments performed in duplicates. A, Desensitization data were analyzed by
means of three-way ANOVA (agonist XX monensin X concentration). Interaction for agonist X
monensin groups (F, 14 = 7.20, p << 0.01). Bonferroni post hoc for multiple comparisons:
control versus desensitization by DPDPE p << 0.001; control versus desensitization by SNC-80
p << 0.001; desensitization by DPDPE versus desensitization by SNC-80 p << 0.001; desensiti-
zation by DPDPE versus d ion by DPDPE + inp << 0.001; desensitization by
SNC-80 versus desensitization by SNC-80 + monensinp > 0.05. B, Resensitization data were
analyzed as above. Interaction for agonist > monensin groups was nonsignificant (F;, ,35) =
1.7, p > 0.05). Effect of agonist factor: F; ;55 = 267, p << 0.001; effect of monensin factor:
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Figure 5.  Sustained exposure to DPDPE and SNC-80 stabilized DORs into conformations that
distinctively interact with G3-ysubunits. HEK293 cells were transfected with Gi-Luc/DOR-GFP
(A, B) or DOR-Luc/GFP-Gy2 (€, D) plus indicated accessory proteins. On the day of the experi-
ment they were exposed to DPDPE (1 i), SNC-80 (1 puiv), or vehicle (0.01% DMSO) for 60 min.
Attheend of treatment, cells wer pended, washed, and transferred toa microplate where
coelenterazine was added 2 min before BRET2 measures. Results were expressed as the differ-
ence between netBRET values obtained in vehicle and agonist-treated cells, and correspond to
mean * SEM of 4 —5independ. periments (4, ). Inexperi assessing theacute effect
of naltrindole (1 wiv) in cellsthat had been preexposed to DPDPE or SNC-80, the antagonist was
introduced 2 min before coel ine. Results were d as the difference between
netBRET values obtained in presence or absence of naltrindole (B, D). Statistical comparisons
were done by repeated measures two-way ANOVA on netBRET values. (4, B): agonist X nal-
trindole interaction was not significant (F(z,zm =19, p > 0.05); effect of agonist factor
(Fg20) = 32.9,p << 0.001), effect of naltrindole factor (F; ,; = 0.6, p > 0.05); Bonferroni for
post hoc comparisons showed ***p << 0.001 comparing drugs to vehicle. (€, D): agonist X
naltrindole interaction (F(z,w 5 =9.3,p <001 ), Bonferroni for post hoc comparisons showed
*p < 0.05; ***p << 0.001 comparing agonist to vehicle; *p << 0.01 comparing DPDPE versus
SNC-80 in CTL groups and in naltrindole groups; ®p < 0.01 comparing netBRET values in
presence and in absence of naltrindole.

one another. On the other hand, the BRET increase induced by
SNC-80 at the DOR-Luc/GFP-G+2 pair indicated that the recep-
tor C terminus was drawn closer to the N-terminal domain of
Gy2. The reduction of this signal by DPDPE implied a separation

—

Fa,25 = 0.75, p > 0.05. Bonferroni for post hoc comparisons showed resensitization follow-
ing DPDPE versus resensitization following SNC-80, p << 0.001. ¢, One month following induc-
tion of the spared nerve injury model of neuropathic pain, calibrated von Frey filaments were
used to evaluate the reversal of mechanical hypersensitivity following administration of an
intrathecal injection of either vehicle, DPDPE or SNC-80. The 50% withdrawal thresholds ( g)
were then evaluated three times every 20 min, before administering a second identical dose of
the corresponding treatment followed by similar assessment. Results are expressed as mean £
SEM, n = 10—20/treatment group. Data were analyzed using three-way ANCOVA (treat-
ment X testing over time X injection) using basal thresholds (f = 0) as coregressor (F; ;) =
22.0,p << 0.001; heterogeneity of regression slope: £y 514 = 1.15,p > 0.05). Treatment X
injectioninteraction (F; ,) = 5.3,p << 0.05) allowed the following comparisons: effect offirst
DPDPE injection versus effect of first SNC-80 injection: p => 0.05; effect of second DPDPE injec-
tion versus effect of second SNC-80 injection: p << 0.01; effect of first versus second DPDPE
injection: p > 0.05; effect of first versus second SNC-80 injection: p <2 0.05.
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of the same two regions. These opposing BRET changes indicate
that both agonists induced distinct orientation of the receptor C
terminus relative to Gry2.

The idea that DORs were distinctively modified by sustained
exposure to either agonist (1 pM; 60 min) was also supported by
binding assays performed in HEK293 cells stably expressing Flag-
DORs. As shown in Figure 6 A, exposure to DPDPE caused a
decrease in the total number of sites labeled by [ *H]naltrindole, a
reduction that took place without change in the total amount of
receptor protein (Fig. 6 B). The latter observation together with
the fact that naltrindole affinity for the receptor also remained
unchanged (Fig. 3B), allowed us to rule out downregulation and
lingering free agonist as possible causes for the apparent loss of
antagonist binding sites. Alternatively, [ "H]naltrindole may have
failed to recognize all conformational states stabilized by DPDPE,
a phenomenon that has been previously reported for other DOR
ligands (Pifieyro et al., 2001). Unlike DPDPE, preexposure to
SNC-80 allowed complete recovery of B, . binding (Fig. 6A),
suggesting that [ *H]naltrindole similarly recognized DORs sta-
bilized by the agonist and those present in naive cells. Further-
more, ifreduction in naltrindole binding capacity were due to the
radioligand being incapable of recognizing all the conforma-
tional states stabilized by DPDPE, one would expect that the
population of DORs reacting to naltrindole would be smaller
following treatment with this agonist than after exposure to SNC-
80. Consistent with this interpretation, biosensors assessing DOR
interaction with G B+ subunits indicated that addition of naltrin-
dole to cells that had been preexposed to SNC-80 resulted in
larger BRET changes than addition of the antagonist to cells that
were pretreated with DPDPE (Fig. 5D).

Sustained exposure to SNC-80 and DPDPE induced
agonist-specific interactions among DORs, G312 subunits,
and Barr2

Having confirmed that DPDPE and SNC-80 stabilized DORs
into distinct conformations, we next sought to characterize the
interactions established between each of these conformations
and proteins that like Barr2 participate in the development of
tolerance (Zhang et al., 2008; Dang et al,, 2011). To compare
Barr2 recruitment to receptors stabilized by DPDPE and SNC-80,

Sustained exposure to DPDPE and SNC-80 stabilized DORs into conformations that were distinctively recognized by
[*H]naltrindole. A, HEK293 cells stably expressing Flag-DORs were exposed to DPDPE, SNC-80 (1 w; 1 h), or vehicle (0.01%
DMS0). Following treatment, cells were washed and [ *H]naltrindole binding was then assessed. Histograms represent mean +
were done by repeated measures one-way
ANOVA(F;, ¢ = 20.9, p < 0.01) using Bonferroni for past hoc comparisons: *p < 0.05 comparing SNC-80 vs DPDPE; **p << 0.01
comparing control versus DPDPE. Right panel corresponds to a representative example of four independent saturation experi-
ments. B, HEK293 cells expressing Flag-DORs were exposed to agonist or vehicle as above. Following treatment cells were washed
and membrane lysates prepared. The solubilization product was then separated by electrophoresis SDS-PAGE and receptor protein
was revealed by immunoblot. A representative example of four independent experiments is shown.

BRET data assessing agonist effects on
DOR-G-protein interaction indicated
that only SNC-80 caused the receptor C
terminus to approach to the free end of
the GBy dimer. We were therefore inter-
ested in finding out whether Barr2 re-
cruitment by the two agonists would
entail differential interaction with Gfy.
To assess this possibility we used a biosen-
sor that would allow us to monitor Barr2
recruitment from the vantage point of the GB+y dimer, i.e.: Barr2-
Luc/YFP-Gy2. Interestingly, only SNC-80 increased BRET at the
Barr2-Luc/YFP-Gy2 pair (Fig. 7C,D), indicating that this agonist
was the only one bringing the regulatory protein in close prox-
imity of the N-terminal domain of G-y2. As for Barr2 interaction
with the receptor, differences between DPDPE and SNC-80 ap-
peared rapidly after agonist addition (Fig. 7C) and were main-
tained over 1 h of receptor stimulation (Fig. 7D). At this time,
BRET changes induced by SNC-80 at Barr2-Luc/DOR-YFP and
Barr2-Luc/YFP-Gy2 pairs were respectively two- and six-fold
higher than those induced by DPDPE.

Barrs are known to influence receptor recycling such that re-
ceptors that establish a stable interaction with these regulatory
proteins are those that recycle the least (Oakley et al., 1999; Zhang
etal.,, 1999). Moreover, the stability of receptor-arr association
is partly determined by the specific phospho-residues different
receptor subtypes make available for Barr binding (Oakley et al.,
1999; Hanson and Gurevich, 2006). Given that DPDPE and
SNC-80 phosphorylate DORs at different amino acids (Okura et
al., 2003), and since both agonists induce different modalities of
Barr2 recruitment, we sought to determine whether DOR-Barr2
association promoted by each agonist displayed different stabil-
ity. In a first series of experiments, we used BRET assays to deter-
mine the stability of DOR-Barr2 association. To do so, we
induced Barr2 recruitment by DPDPE or SNC-80 (1 um, 30
min), and then measured the time required by Barr2-Luc/DOR-
YPP and Barr2-Luc/YFP-Gy2 pairs to recover their basal BRET
values upon the removal of each agonist. As before, BRET
changes monitored at the Barr2-Luc/DOR-YPP pair revealed sig-
nificant Barr2 recruitment by DPDPE (Fig. 8 A) and by SNC-80
(Fig. 8 B). Furthermore, cells that were exposed to DPDPE recov-
ered prestimulation BRET values within 30 min of agonist re-
moval (Fig. 8A), while the signal remained unchanged in cells
that recovered from exposure to SNC-80 (Fig. 8 B). Also in keep-
ing with our previous observations, SNC-80 was the only of the
two agonists to increase BRET at the Barr2-Luc/YFP-Gy2 pair
(Fig. 8C), and, similar to Barr2 interaction with the receptor,
BRET levels did not attain prestimulation values upon agonist
removal (Fig. 8 D). Finally, we verified whether coexpression with
Barr2 could have modified agonist-induced conformational
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Figure 7. DORs stabilized by DPDPE and SNC-80 distinctively interact with Barr2. HEK293
cells were transfected with recombinant plasmids for the BRET pairs and accessory proteins as
indicated in the figure toassess 3an2 recruitment from the vantage point or the receptor (4, B)
orthe GB-ydimer (C, D). A, Onthe day of experiment, HEK293cells were suspended in PBS and
distributed into a microplate following which they were introduced into the plate reader and
incubated with coelanterazine for 5 min before adding DPDPE or SNC-80 (1 ). BRETT mea-
sures were obtained every 18 s following agonist addition. Data correspond to one of three
independent experiments. B, HEK293 cells were incubated with DPDPE or SNC-80 (1 ui; 37°C)
before resuspending them in PBS and taking BRET1 readings 5 min after manual addition of
coel ine h. Results were exp | as the difference hetween netBRET values obtained in
vehicle and agonist-treated cells and correspond to mean == SEM of at least five independent
experiments. NetBRET values obtained in vehicle-treated cells: 0.021 = 0.004. Statistical com-
parisons were done by repeated measures one-way ANOVA on net BRET values. (Fy, ., = 262.3,
p << 0.001) using Bonferroni for post hoc comparisons: ***p < 0.001 comparing drugs to
vehicle; *p << 0.001 comparing DPDPE versus SNC-80. €, Cells were processed as in A and BRET
measures similarly taken. D, Treatment, BRET measures, expression of results, and statistical
analyses were performed as in B. Results correspond to mean = SEM of five independent.
netBRET values in vehicle-treated cells: 0.019 = 0.002. Repeated measures one-way ANOVA
(Fg19 = 23.6,p << 0.001), using Bonferroni for post hoc comparisons: ***p << 0.001 compar-
ing SNC-80 to vehicle; “p << 0.001 comparing DPDPE versus SNC-80.

changes at the DOR-Gpy interface. Results from these experi-
ments are shown in Figure 8, E and F, and indicate that SNC-80
and DPDPE conserved their ability to respectively increase or
reduce the BRET signal generated by DOR-Luc/YFP-Gy2. Fur-
thermore, only DPDPE allowed this BRET pair to attain pre-
stimulation values during recovery (Fig. 8D). Thus, together,
observations obtained with these three BRET pairs indicate that
receptor activation by SNC-80 induced a stable DOR-GBy-Barr2
association while DPDPE induced a transient interaction be-
tween the receptor and the regulatory protein.

To confirm observations obtained using BRET technology, we
performed coimmunopurification assays in which we assessed
how DPDPE and SNC-80 modified the amount of Barr2-Luc and
YFP-Gy2 that copurified with Flag-DORs. Purifications were
performed either immediately after receptor stimulation (30
min, 1 um) or following 30 min recovery in the absence of ligand
(Fig. 9). Consistent with in vivo observations, stimulation by
SNC-80 resulted in increased recovery of Gy2-YFP and Barr2-
Luc (Fig. 94), while incubation with DPDPE only increased the
amount of Barr2 associated to the receptor (Fig. 9B). Copurifica-
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Figure 8. The duration of Barr2 association with DOR-G3-y complexes depends on the
activating agonist. HEK293 cells were transfected with recombinant plasmids for the indicated
BRET pairs and accessory proteins. On the day of the experiment, they were exposed to 1 um
DPDPE (4, €, E) or SNC-80 (B, D, F) for 30 min. Treatment was stopped and cells washed by
addition of PBS, following which they were either immediately used for BRET measures or were
first allowed to recover in presence orabsence of naltrindole (1 ) for the indicated periods of
time. BRET1 readings were taken 5 min after manual addition of coelenterazine. All data are
expressed as percentage of mean netBRET values observed in vehicle-treated controls, and
correspond to mean = SEM of three to six independ. Statistical cc

for each BRET pair were done on netBRET values using repeated measures one-way ANOVA. A,
B:(F5 = 36.7,p<0.001), *p<<0.001; ¥p << 0.001; ***p < 0.001 comparing treatments
tovehicle. G, D: (F 4 70 = 20.5,p << 0.001); R‘p <20.001;***p << 0.001 comparing treatments
tovehicle.£, F: (F(m,zo} =33.9,p<<0.001); &p <0.001; *p << 0.05, ***p < 0.001 comparing
treatments to vehicle.

tion assays performed following recovery from agonist pretreat-
ment were also consistent with BRET data. Thus, in cells that
recovered from exposure to DPDPE, the amount of Barr2-Luc
that coprecipitated with the receptor was reduced to pretreat-
ment values (Fig. 9B). In contrast, in cells that recovered from
exposure to SNC-80, the amounts of Barr2-Luc or Gy2-YFP that
copurified with DORs was not different from those obtained im-
mediately after recruitment (Fig. 9A), thus confirming the stable
association of DORs, Gy, and Barr2.

Data analyzed thus far indicate that each agonist caused the
receptor C terminus to distinctively position itself with respect to
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Figure9. Thestability of Barr2 associationto DOR-G3-y complexes depends onthe activating agonist. HEK293 cells expressing

ornot Flag-DORs, Barr2-Luc, YFP-Gy2, and accessory heterotrimeric Gei1 and G31 subunits were treated with 1 um SNC-80 (A,
B) or DPDPE (C, D) for 30 min. At the end of treatment, cells were washed and i diately used in coi ification assays
or were first allowed to recover for 30 min in the absence of agonist. Cells were then lysed, Flag-DORs purified, and the resulting
product separated by SDS-PAGE. Blots show representative examples of the amounts of San2-Luc and YFP-Gy2 that were
copurified with Flag-DORs in the following: (1) non-transfected HEK293 cells; (2) transfected cells that were not exposed toagonist;
(3) transfected cells that were exposed to agonist during 30 min, and (4) transfected cells that were exposed to agonist and then
allowed to recover for 30 min in the absence of ligand. Insets show control blots of proteins amounts present in lysates before
immunopurification and amount of Flag-DOR immunopurified for each sample. Histograms show results obtained by compiling
densi ic of eightindepend peri Data are expressed as percentage of Barr2-Luc/Flag-DOR or YFP-Gy2/
Flag-DOR ratios in controls. Statistical comparisons of immunoreactivity ratios were done by repeated measures one-way ANOVA.
Bam2-Lucassociation with Flag-DORs (A, €): (F 4 .6, = 10.0,p << 0.001); *p << 0.05, **p << 0.01 comparing treatments to vehicle;
*p < 0.05 comparing Barr2-Lug/Flag-DORs ratios following recovery or not from DPDPE treatment. YFP-Gy2 association with
Flag-DORs (B, D): (Fy; 5 = 13.8, p << 0.001); *p << 0.05; **p <2 0.01 comparing treatments to vehicle.

the GBy dimer. SNC-80 caused Barr2 to be recruited in the prox-
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The presence of the antagonist during re-
covery from exposure to SNC-80 caused
the DOR-Gy2-Barr2 complex to fall
apart, as indicated by the recovery of pre-
treatment BRET signals at pairs monitor-
ing different interactions within the
complex (Fig. 8 B,D,F). In contrast, the
addition of naltrindole to cells recovering
from exposure to DPDPE was without ef-
fect at each of the BRET pairs tested (Fig.
$A,CE).

Finally, we reasoned that if the ability
to induce a stable DOR-Barr2 association
was contributing to poor recycling by
SNC-80, then introducing naltrindole
during recovery from treatment should
not only destabilize the DOR-GBy-Barr2
complex but also rescue recycling. Figure
10A shows that naltrindole (1 um) was
able to rescue DOR recycling in SNC-80
treated cells, an effect that was mimicked
by the antagonist naloxone (1 um), but
not by the agonist morphine (10 pum). On
the other hand, naltrindole did not mod-
ify DOR recycling by DPDPE, an observa-
tion that was consistent with naltrindole’s
lack of effect on DOR-Barr2 interaction
that was promoted by this agonist.

Discussion

Results obtained in this study indicate that
agonist ability to support DOR recycling
was associated with distinct degrees of
receptor desensitization and different
potential for inducing acute analgesic tol-
erance. Differences in recycling were sup-
ported by the adoption of agonist-specific
conformations whose distinctive interac-
tion with GBy subunits led to specific mo-
dalities of Barr2 recruitment by DOR/
GBy complexes.

imity of the N-terminal domain of Gy2 and was accompanied by
stable Barr2 association to the receptor and poor recycling. In the
case of DPDPE, Barr2 did not approach the BRET tag present in
G2, and its association to the receptor was transient. Moreover,
kinetics of DOR-Barr2 dissociation (f,,, = 12 min) were similar
to those of receptor recycling (¢, = 12 min), suggesting a corre-
lation between recycling and Barr2 dissociation upon DPDPE
removal. The C-terminal domain of DORs has been previously
shown to actively contribute to DOR recycling (Zhang et al.,
2008; Trapaidze et al., 2000), raising the possibility that distinct
positioning of the C terminus by the two agonists could lead to
differential stability of DOR-Barr2 interactions. If this were the
case, changing the orientation of the receptor C terminus should
modify the stability with which DORs activated by SNC-80 asso-
ciate with Barr2. To test this assumption we assessed whether
naltrindole (1 um), the ligand that only modified DOR-Gv2 in-
teraction induced by SNC-80 (Fig. 5C), had any effect on the
stability of the DOR-GBy-Barr2 complex promoted by this ago-
nist. The effect of naltrindole on BRET signals generated by the
different pairs of interest is shown to the right hand side of
each series of SNC-80 histograms presented in Figure 8 B,D,E.

DORs adopt agonist-specific conformations

The idea that ligand-specific trafficking could determine opioid
potential for generating tolerance has raised considerable atten-
tion since this type of bias could provide the basis for developing
opioid ligands with longer lasting analgesic actions. However, to
design this type of ligands, a better understanding of the molec-
ular determinants of biased trafficking is needed. In fact, al-
though agonist-specific conformations are currently recognized
as the molecular bases of functional bias (Urban et al., 2007;
Kenakin, 2007), there is little knowledge of how agonist-specific
receptor states may determine distinct trafficking patterns elic-
ited by different agonists. In the present study, we showed that
sustained activation by SNC-80 and DPDPE resulted in the sta-
bilization of receptors states in which the receptor C terminus
adopted different spatial orientations. Such differences were re-
vealed by ligand-specific BRET changes at a biosensor monitor-
ing DOR interaction with the GBvy dimer. At this interface,
SNC-80 and DPDPE were respectively shown to approach or
separate the C-terminal end of the receptor and the N-terminal
domain of Gy2, indicating distinct conformational changes by
each agonist.
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Figure 10. Naltrindole allows us to rescue DOR recycling following SNC-80 exposure.

HEK293 cells stably expressing wild-type DORs were incubated with SNC-80 (A) or DPDPE (B; 1
M, 30 min) to induce internalization. At the end of treatment, cells were washed to remove
agonistand allowed torecoverforthe indicated periods of time in the presence orabsence of the
indicated ligands. At the end of each recovery period, membrane receptors were assessed using
an ELISA-based method. Receptors recovered at the membrane were expressed as percentage
of intemalized DORs and represent mean = SEM of 4—9 independent experiments. Data were
analyzed with mixed two-way ANOVA. A, Time X treatment interaction for SNC-80 (Fys 155 =
4.3, p < 0.001); using Bonferroni for post hoc comparisons: p << 0.001 comparing SNC-80 to
SNC-80 + naloxone or to SNC-80 + naltrindole; p = 0.05 comparing SNC-80 to SNC-80 +
morphine. B, No time X treatment interaction was observed for DPDPE (F 45 = 0.4, p >
0.05), p = 0.05 comparing DPDPE to DPDPE + naltrindole.

The notion that the population of cellular DORs was distinc-
tively modified by each agonist was also supported by binding
data. On the one hand, the conservation of [ *H]naltrindole bind-
ing capacity following exposure to SNC-80 indicated that the
total number of DORs and their ability to recognize the radioli-
gand was unaffected by treatment with this agonist. On the
other hand, pretreatment with DPDPE caused a reduction in
B, . that was not determined by downregulation of receptor
protein. The fact that naltrindole’s apparent affinity for the
receptor remained unchanged indicated that the decrease in
B,y could neither be explained by lingering free agonist. It is
also unlikely that slow dissociation kinetics may have ac-
counted for B, reduction by DPDPE. Actually, if slow ago-
nist dissociation were the basis for the loss of naltrindole
binding sites, k. values would predict a B, reduction by
both agonists (Knapp et al., 1991, 1996). Furthermore, based
on dissociation kinetics, SNC-80 would be expected to pro-
duce a greater loss of [*H]naltrindole binding sites than
DPDPE, which was clearly not the case since treatment with
SNC-80 did not modify radioligand binding. Alternatively, the
DPDPE-dependent decrease in Bmax may have resulted from
the adoption of a conformation that was poorly recognized by
[°H]naltrindole. Data showing that naltrindole-induced
BRET changes at the DOR-Gy2 interface were much smaller in
cells that had been pretreated with DPDPE than SNC-80 sup-
port this line of thinking. Differential recognition of the ra-
dioligand could have been determined by DPDPE and SNC-80
distinctively modifying receptor ability to isomerize into
[*H]naltrindole-binding conformations. Changes in DOR
isomerization constants have been previously reported fol-
lowing prolonged incubation with other DOR ligands (Pi-
fieyro et al., 2001). Furthermore, it is also possible that each
agonist may have caused receptors to traffic to different sub-
cellular compartments, which need not be equally accessible
to the radioligand probe. Differences in isomerization and/or
sorting could both be determined by the distinct DOR-GBy-
Barr2 interactions promoted by each agonist.

Audet et al. @ Recycling Bias of Opioid Receptor Agonists

Distinct modalities of Barr2 recruitment support agonist-
related differences in recycling

Barrs interact both with the C-terminal domain and intracellular
loops of GPCRs (Hanson and Gurevich, 2006; Bennett et al.,
2000). For example, Barrs may associate with the second intra-
cellular loop of the receptor and displace Ga (Krupnick et al.,
1997). In doing so they provide a mechanism that supports the
classical idea of Barrs causing desensitization by disrupting the
physical association between receptor and G protein. In keeping
with this notion and with previous reports (Okura et al., 2003;
Galés et al., 2005; Ayoub et al., 2007), sustained exposure to
DPDPE or SNC-80 both reduced the spontaneous BRET signal
generated by the Gai-Luc/DOR-GFP pair by more than two
thirds. On the other hand, we found that DOR interaction with
the GBy dimer persisted during prolonged periods of agonist
stimulation. In fact, 60 min exposure to SNC-80 increased the
basal signal at the DOR-Luc/GFP-G%2 pair, indicating not only
that DORs and Gy subunits remained in close proximity of one
another, but that the receptor C terminus was drawn closer to
Gy2. The decrease in energy transfer that was caused by DPDPE
at the same BRET pair was a low percentage of the spontaneous
signal (=10%), and as such more akin to a conformational rear-
rangement than to a disruption of preexisting DOR-GBy com-
plexes (Audet et al.,, 2008). Previous studies have shown that
opioid receptors remain associated to GBy subunits during
recruitment of G-protein receptor kinases (Li et al., 2003).
Data provided herein indicate that DOR/G By association may
persist into subsequent steps of the desensitization cascade,
during Barr recruitment and even later on, after receptor un-
coupling from Ga has taken place.

The GBy dimer directly interacts with GPCRs (El Far et al.,
2001; Mahon et al,, 2006). This association does not necessarily
involve the same residues as those implicated in Barr recruit-
ment (Kouhen et al., 2000; Qiu et al., 2007), conferring recep-
tors the ability to simultaneously associate both with Barrs and
GBy. Conversely, Barrs may interact with GB subunits (Yang
et al., 2009) through residues that do not necessarily contrib-
ute to G association to the receptor (Hanson and Gurevich,
2006; Mahon et al., 2006), thus allowing for the regulatory
protein to simultaneously associate with receptors and the
GBy dimer. BRET and coimmunopurification data obtained
in this study are consistent with such scenario because both
DOR agonists promoted Barr2 recruitment to receptors that
remained at least partly associated to the GBy dimer. How-
ever, only SNC-80 supported recruitment of Barr2 in close
proximity of the N-terminal domain of G2, underscoring a
role for DOR-GB7y complexes in establishing ligand-specific
interactions with regulatory proteins. GBvy contribution to
producing ligand-specific modalities of DOR-Barr2 associa-
tion was further evidenced by results obtained with naltrin-
dole. Indeed, this antagonist caused the receptor C terminus to
move away from Gvy2 and destabilized the DOR-Barr2 inter-
action promoted by SNC-80. The antagonist was without ef-
fect on the stability of DOR-Barr2 association by DPDPE,
which did not involve G2 in the first place. Together with
conformational changes that disrupted the DOR-GBy-Barr2
complex, naltrindole changed the recycling phenotype of the
conformation stabilized by SNC-80 into one that resembled
recycling elicited by DPDPE. The interconversion from one
conformational/functional phenotype to the other provides a
causal link between the conformations stabilized by different
ligands and their distinct recycling profiles.
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Agonist-specific recycling patterns determine differences in
DOR desensitization, and are predictive of agonist potential
for inducing acute analgesic tolerance

Previous studies have shown that different internalization pat-
terns could contribute to agonist differences in producing DOR
desensitization and analgesic tolerance (Pradhan et al.,, 2009,
2010). Here, we showed that desensitization and acute analgesic
tolerance produced by DPDPE and SNC-80 were quite distinct
despite similar ability to induce DOR internalization. On the
other hand, tendency to induce acute tolerance was inversely
correlated with agonist ability to induce recycling. In particu-
lar, the non-recycling agonist SNC-80 produced acute analgesic
tolerance that was absent in mice treated with the recycling ago-
nist DPDPE. We have also shown that recycling mitigated desen-
sitization caused by DPDPE but not SNC-80. Since
desensitization is thought to actively contribute to the develop-
ment of acute tolerance (Bohn et al., 2004; Christie, 2008; Nagi
and Pifieyro, 2011), it istempting to speculate that acute analgesic
tolerance may result from distinct recycling patterns that deter-
mine agonist ability to induce desensitization. On the other hand,
Pradhan et al. (2010) have clearly demonstrated that the tendency
to induce chronic analgesic tolerance is not necessarily depen-
dent on agonist ability to induce DOR desensitization.

Although DOR ability to undergo recycling has been fre-
quently reported (Trapaidze et al., 2000; Zhang et al., 2008;
Archer-Lahlou et al., 2009), these receptors have also been de-
scribed as being committed for degradation via interaction with
G-protein coupled receptor associated sorting proteins (GASPs)
(Whistler et al., 2002; Hislop et al., 2009). The data obtained in
this study allows reconciling both types of observations by show-
ing that post-endocytic trafficking might not be a fixed property
of the receptor, but a quality determined by the adoption of
agonist-specific conformations. In this sense, it is interesting to
note that GASPs’ ability to target opioid receptors for downregu-
lation is subject to conformational restrains (Thompson et al.,
2007).

In summary, the data presented in this study shows that recy-
cling patterns that result from stabilization of agonist-specific
conformations are predictive of analgesic tolerance. These obser-
vations are consistent with the notion that development of biased
agonists that favor recycling may help produce novel, longer act-
ing opioid analgesics.
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