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CARACTERISATION DE NOUVEAUX ANALOGUES ENKEPHALINERGIQUES 

M6moire pr^sente k la Faculty de medecine et des sciences de la sante en vue de 
l'obtention du grade de maftre bs sciences (M.Sc) en physiologie 

Par Veronique Bournival, University de Sherbrooke, avril 2010 

RESUME 

Au Canada, on estime que pr&s du tiers de la population souffrira de douleur chronique 
au cours de sa vie. Pr^sentement, les agonistes des rdcepteurs opioi'dergiques mu, telle la 
morphine, sont parmi les medicaments les plus efficaces et les plus utilises pour le 
traitement de la douleur d'intensite moderee £ s6v£re. Cependant, l'effet analg6sique de 
ces composes s'accompagne souvent d'effets secondares importants (naus6e, 
constipation, tolerance). II est maintenant reconnu que 1'activation des rdcepteurs 
opioi'dergiques delta (DOPR) s'accompagne d'effets analgdsiques importants. Des 
resultats r6cents de notre laboratoire indiquent en plus que 1'activation de DOPR 
n'entraine pas de tolerance analg6sique. Puisque les enk6phalines, ligands peptidiques 
endog6nes, possddent une bonne selectivity envers DOPR (versus les autres rdcepteurs 
opioi'dergiques), notre laboratoire, en collaboration avec celui du Pr Doiy du departement 
de chimie de l'Universite de Sherbrooke, s'int£resse k la conception et k la synthase de 
peptidomimetiques, analogues des enkephalines, afin d'en ameiiorer les proprietes 
pharmacologiques. Nous avons done procede au remplacement syst&natique de chacun 
des liens amides (CO-NH) de la leu-enkephaline (LE) par un alc&ne (double lien C=C), 
ce dernier etant plus lipophile et plus difficilement degrade par les peptidases que ne l'est 
le lien amide. Cependant, contrairement aux liens amides, les groupements alc^nes ne 
permettent pas la formation de liaisons faibles non covalentes de type pont hydrog£ne qui 
pourraient etre essentielles k la liaison de la LE sur DOPR (liaisons intermoieculaires), ou 
encore, k l'adoption de la conformation biologiquement active de la LE (liaisons 
intramoieculaires). Le but de mon projet de maitrise etait de proceder k la caracterisation 
in vitro de ces noiiveaux analogues enkephalinergiques et ainsi, de definir 1'importance 
de chacun des liens amides de la LE pour sa liaison k DOPR et sa capacite d'activation 
du recepteur. Les mesures de leur affinite pour DOPR, ainsi que de leur capacite 
d'activation du recepteur au moyen de differents essais in vitro indiquent que les 2e, 3e et 
4e liens amides semblent importants pour conserver la liaison et l'activite de la LE sur 
DOPR. En effet, seul 1'analogue substitue au niveau du ler lien amide presente une 
affinite et des activites similaires k celles de la LE. De plus, un essai in vivo dans un 
module animal de douleur inflammatoire avec ce ligand a confirme son potentiel 
antihyperalgesique. En plus de nous informer sur la conformation biologiquement active 
des enkephalines, les donnees que nous avons recueillies jusqu'& present pourraient 
mener au developpement d'un ligand assez lipophile pour passer la barriere 
hematoencephalique et sufifisamment stable pour permettre un profil pharmacocinetique 
adequat pour une utilisation clinique. 

Mots cies: douleur, recepteur opioi'dergique delta, enkephaline, peptidomimetiques, 
pharmacologic des recepteurs 
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1 INTRODUCTION 

1.1 La douleur 

1.1.1 Definition 

Selon TAssociation internationale pour 1'etude de la douleur, la douleur se d£finit 

comme etant une experience sensorielle et emotionnelle desagr£able associee a une 

lesion tissulaire r6elle ou potentielle, ou decrite en termes d'une telle lesion. Bien que 

desagr£able, il est important de garder en tete que la douleur est en fait un m^canisme 

de survie essentiel a l'organisme. Effectivement, la douleur sert de signal d'alerte 

visant k nous proteger, comme dans le cas du reflexe de retrait produit lorsque l'on se 

pique le doigt avec une aiguille. La douleur favorise aussi le processus de guerison 

suivant tine lesion tissulaire, par exemple, en nous rappelant d'eviter de marcher sur 

une cheville cass6e. Ainsi, la douleur represente g6n6ralement une r^ponse 

physiologique tout k fait normale. 

1.1.2 Perception de la douleur 

Un peu comme pour nos 5 sens, c'est un systfbme de perception bien distinct qui 

nous permet de ressentir la douleur. La figure 1 illustre le processus de perception de 

la douleur. 
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myaUnaMd 
A-libers 

Figure 1. Schema de la perception de la douleur. Un stimulus douloureux est 
d'abord detecte en peripheric. H est ensuite transforme en un influx nerveux qui est 
transmis jusqu'au systeme nerveux central. C'est au cerveau que se fait l'integration 
de l'information douloureuse. 
Source : http://relievepain.wordpress.com/2009/08/Q9/pathwavs-4-pain/. 

Tout processus de perception de la douleur debute par la presence d'un stimulus 

douloureux au niveau de la peripheric, e'est-a-dire au niveau de la peau, des muscles 

ou des visceres, par exemple. Ce stimulus peut etre de differentes natures, soit 
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thermique (brulure), mecanique (coupure) ou chimique (facteurs inflammatoires 

presents au site d'une lesion) (JULIUS et BASBAUM, 2001). 

La premiere etape, celle qui permet la perception du stimulus, implique 

1'activation des fibres nerveuses dont les terminaisons libres se trouvent en peripheric. 

II existe 3 principaux types de fibres nerveuses qui se distinguent par des 

caracteristiques qui influencent leur vitesse de conduction. Le tableau 1 presente les 3 

types de fibres et leurs caracteristiques. 

Type tie fib re Diametre Presence d'une 
gaine de myeline 

Vitesse de 
conduction 

1 / Fibre A £ 
6 a 12 jim Oui 35 a 75 m/s 

Fibre AS 1 a 5 |im Oui . 5 a 30 m/s 

^ ) Fibre G 
0,2 a 1,5 |im Non 0,5 a 2 m/s 

Tableau 1. Les 3 principaux types de fibres nerveuses. Parce qu'elles sont isolees 
d'une gaine de myeline et qu'elles ont le plus grand diametre, les fibres A(3 sont 
celles qui conduisent 1'influx nerveux le plus rapidement (habituellement non 
nociceptives), suivies des fibres nociceptives A8, qui contiennent aussi une gaine de 
myeline, mais ont un plus petit diametre. Enfin, les fibres C, encore plus petites, sont 
non myelinisees et sont done celles qui conduisent le plus lentement 1'influx. Source : 
(MARCHAND, 2009). 
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D'abord, les fibres Ap sont celles possedant le plus grand diametre et sont 

entourees d'une gaine de my61ine, des caracteristiques qui favorisent une conduction 

electrique tr&s rapide. La gaine de myeline, produite par les cellules gliales, est 

formee de plusieurs enroulements de membrane et constitue une couche isolante 

autour des fibres. Cette gaine n'est cependant pas continue sur toute la longueur de la 

fibre et les interruptions d'isolation, appelees noeuds de Ranvier, permettent une 

conduction plus rapide du courant, les potentiels d'action se propageant d'un nceud de 

Ranvier a 1'autre. On parle alors d'une conduction de type saltatoire. Les fibres A8 

ont un plus petit diametre que les Ap. Bien qu'elles possMent aussi une gaine de 

myeline, elles permettent une conduction legerement plus lente. Enfin, les fibres C 

sont les fibres ayant le plus petit calibre. Elles ne possfbdent pas de gaine de myeline 

et conduisent done 1'influx nerveux plus lentement. II est maintenant reconnu que ce 

sont gen6ralement les fibres A5 et C qui conduisent 1'information nociceptive, tandis 

que les fibres Ap conduisent plutot 1'information provenant des stimuli mecaniques 

non douloureux (ex. le toucher). Les tenninaisons des fibres AS et C contiennent des 

recepteurs preftrentiellement sensibles aux stimulations douloureuses, appeles 

nocicepteurs (LOESER et TREEDE, 2008). En plus de les detecter, les nocicepteurs 

transforment les stimuli per?us en activity chimio-electrique, phenom6ne appele 

transduction. La nociception est le terme le plus souvent employe pour nommer 

l'activite des nocicepteurs. De la meme fa?on, un signal nociceptif constitue un influx 

nerveux declenche par une stimulation douloureuse. 
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La deuxi&me £tape de la perception de la douleur passe par la conduction de cette 

activite chimio-electrique par les neurones. D'abord, les neurones de la peripheric, 

dont les corps cellulaires sont rassembles au niveau des ganglions de la racine dorsale 

(DRG), conduisent le signal chimio-electrique de la peripherie au systeme nerveux 

central. En effet, c'est au niveau de la corne dorsale de la moelle £pini6re qu'il y a un 

premier contact synaptique entre ces neurones et une deuxikne s6rie de neurones. Ces 

derniers croisent ensuite au niveau de l'£pendyme, au centre de la moelle epini£re, 

pour sortir au niveau ventrolateral et conduire le signal jusqu'a differentes regions du 

cerveau, ou il y aura un ou d'autres contacts synaptiques. En fait, il est maintenant 

connu que le message douloureux est transmis par deux principales voies presentees k 

la figure 2: les voies spinoparabrachiale (en rouge) et spinothalamique (en bleu) 

(HUNT et MANTYH, 2001). 
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Spiii op ai abrachiale 
Presence et in ten site (lu stimulus 
Sp hi o th alamiqu e 
Localisation et type de stimulus 

aire parabrachiale 

Peripheric (peau, 
vise ere s, muscles. etc.) \ 

Figure 2. Principales voies de transmission du signal nociceptif. L'influx nerveux 
declenche par un stimulus douloureux en peripheric est d'abord conduit dans la corne 
dorsale de la moelle epiniere d'ou la conduction vers le cerveau se fait selon 2 
principales voies. L'integration du signal nociceptif se fait au cerveau aux endroits 
des synapses et e'est aussi a ces endroits qu'il y a modulation de 1'information 
douloureuse. Figure adaptee de (HUNT et MANTYH, 2001). 

Les neurones qui suivent la voie spinoparabrachiale sortent de la moelle epiniere 

et font d'abord synapse au tronc cerebral, au niveau de l'aire parabrachiale avec des 
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neurones qui transmettront ensuite le signal jusqu'a Thypothalamus et l'amygdale. 

Quant aux neurones qui suivent la voie spinothalamique, ils font directement le lien 

entre la moelle epini^re et le thalamus avec des neurones qui iront ensuite faire 

synapse au niveau du cortex. 

La troisi&me £tape dans le processus de perception de la douleur consiste en 

l'integration du signal. D'une part, chacun des neurones participant a la conduction de 

1'information nociceptive peut etre considere comme un centre integrateur en soi, car 

possedant tous la capacite de recevoir en un moment donne des milliers 

d'informations synaptiques, ils doivent en faire 1'integration, 1'analyse, menant ou 

non k la generation d'un potentiel d'action. D'autre part, on parle aussi d'integration 

lorsqu'il est question de 1'interpretation que font les groupes de neurones suite a la 

reception du stimulus provenant de la peripheric et maintenant traite par differentes 

regions du systeme nerveux central. 

Enfin, la quatri&me et derni&re etape de la perception de la douleur constitue la 

reponse commandee par cette analyse, reponse comportant souvent plusieurs 

composantes. Par exemple, l'integration par differentes structures du cerveau, selon la 

voie de conduction employee, resulte entre autres en notre capacite de definir le 

stimulus douloureux ressenti (nature, intensite, emplacement). La voie 

spinoparabrachiale est responsable de nous donner les informations concernant la 

presence et l'intensite du stimulus douloureux. Par l'integration au niveau de 

l'hypothalamus et de l'amygdale, deux structures du systeme limbique, cette voie 
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participe aussi a la composante emotive de 1'experience douloureuse (BERNARD eta!., 

1996). De son cote, la voie spinothalamique est plutot responsable de nous informer 

sur la localisation et la nature du stimulus per?u. Enfin, plusieurs autres reponses 

commandoes par le cerveau ont lieu suivant la perception d'un stimulus douloureux, 

par exemple, une reponse du syst&ne nerveux autonome sympathique qui peut se 

traduire par une augmentation du rythme cardiaque. 

1.1.3 Modulation de la douleur 

Comme pour toute stimulation, le transfert de l'information nociceptive entre les 

neurones se fait au moyen de contacts synaptiques et done, au moyen de liberation et 

reception de neurotransmetteurs Or, e'est aussi au niveau de ces synapses que se fait 

la modulation de l'information douloureuse, et ce, par la liberation de modulateurs 

chimiques. Les cercles verts de la figure 2 mettent en evidence ces zones de 

modulation. Ainsi, a ces endroits, une multitude de neurotransmetteurs et 

neuromodulateurs sont maintenant identifies comme participant k des mecanismes 

endog&nes excitateurs ou inhibiteurs du signal nociceptif (MILLAN, 2002). Ceux-ci 

sont emmagasines a l'interieur de neurones avoisinant ou faisant partie du systeme de 

conduction de la perception de la douleur. Une fois relaches dans la fente synaptique, 

ces substances chimiques lient leurs recepteurs respectifs au niveau pre- ou post-

synaptique afin de produire leurs effets modulateurs sur le signal nociceptif. Par 

exemple, les endorphines, les enkephalines et les dynorphines sont des opiaces 

endog&nes qui se lient sur les recepteurs opioi'dergiques (mu, delta et kappa) pour 
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attenuer le signal nociceptif (modulation negative) (BODNAR, 2007; TRESCOT et 

al., 2008). 

1.1.4 La douleur chronique 

Dans certains cas, une douleur d'abord utile persiste, meme s'il n'y a plus de 

blessure, ou apparaft et persiste sans que l'on puisse en identifier l'origine. On peut 

alors parler de douleur mal adaptee, mais en general, puisqu'elle est persistante, on 

parlera de douleur chronique. Aujourd'hui, on consid^re la douleur chronique comme 

une pathologie en soi. D'un point de vue clinique, pour que l'on puisse parler de 

douleur chronique, celle-ci doit etre persistante pendant au moins 6 mois ou au-deM 

de la periode normale de gu^rison. Aussi, une douleur associ6e & un probl^me 

chronique ou & une maladie degenerative ou evolutive est aussi consideree comme 

etant une douleur chronique. C'est le cas des douleurs reliees a l'arthrite ou au cancer, 

par exemple. II existe principalement 3 differents types de douleurs chroniques, 

classees selon leur origine apparente. D'abord, il y a la douleur inflammatoire qui est 

alimentee par la presence de mediateurs de 1'inflammation. Par exemple, l'arthrite est 

une maladie qui s'accompagne de ce type de douleur (ALMARESTANI et al., 2009; 

SHARIF NAEINI et al., 2005; WOOLF et al., 2004). Ensuite, il y a la douleur 

neuropathique qui peut decouler d'une lesion au niveau du systeme nerveux (central 

ou peripherique), ou peut etre le resultat d'une dysfonction du systeme nerveux 

central, soit par une hyperactivation des voies nociceptives ou encore, par une perte 

d'inhibition de celles-ci. La fibromyalgie est maintenant consideree comme une 
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douleur neuropathique (MARTINEZ-LAVIN, 2004; WU et al., 2007). Enfin, il y a la 

douleur cancereuse, encore mal comprise, dont la caracterisation neurochimique a 

permis de constater qu'elle est bien distincte des 2 autres (HONORE et al., 2000). 

Dans ces cas de douleurs chroniques, il y a atteinte a la physiologic normale de la 

perception de la douleur. Ainsi, ces personnes atteintes de douleur chronique 

souffrent souvent d'hypersensibilite, c'est-a-dire que leur seuil de perception de la 

douleur est diminue. Cette hypersensibilit£ peut donner lieu h de l'hyperalgesie, qui 

se ddfinit comme £tant une reponse exageree a une stimulation normalement 

douloureuse, ainsi qu'ii de l'allodynie, qui est une douleur produite par une 

stimulation habituellement non douloureuse (LOESER et TREEDE, 2008). A ce 

propos, il a d'ailleurs ete propose que dans le cas d'allodynie, ce sont les fibres Ap 

qui se mettent k conduire de l'information douloureuse (OSSEPOV et al., 2000). En 

plus des consequences sur la physiologie de la douleur, il n'est pas surprenant de 

constater que la douleur chronique peut entrainer une diminution de la qualite de vie, 

les personnes atteintes ayant souvent de la difficulty a mener a bien leurs activites 

quotidiennes. D'ailleurs, il est maintenant reconnu que la douleur chronique entraine 

des facteurs de comorbidit6s telles que l'anxiete et la depression (KATON, 1987; 

KEEFE et al., 2004; MCCRACKEN et al, 1992; PRICE, 2000; ROMANO et 

TURNER, 1985; VON KORFF et SIMON, 1996). En effet, parmi des personnes 

atteintes de douleur chronique, jusqu'a 55 % vont souffrir d'anxiete, et jusqu'£ 75 % 

developperont de la depression (MEYER-ROSBERG et al., 2001). Ainsi, etant l'une 

des maladies les plus invalidantes, la douleur chronique represente un fardeau 



economique important, d'une part a cause des soins medicaux necessaires et, d'autre 

part, a cause de 1'absenteisme au travail des gens atteints. De plus, les statistiques 

montrent que pr6s du tiers de la population canadienne souffrira, au cours de sa vie, 

de douleur chronique (MOULIN et al., 2002). Enfin, du au vieillissement de la 

population, une augmentation de 70 % de 1'incidence de douleur ou de malaise 

chronique est pr£vu au cours des 25 prochaines annees, selon l'Association 

quebecoise de la douleur chronique. Etant un determinant important de la qualite de 

vie des patients et atteignant beaucoup de gens, il semble evident que la douleur est 

un probleme auquel il faut accorder une attention particuli£re afin de pouvoir mieux 

la traiter et en r£duire les nombreuses consequences. 

1.2 Les opiac£s 

1.2.1 Les opiaces endog^nes et les recepteurs opioi'dergiques 

Comme mentionne plus tot, nous possddons un systeme de modulation de la 

douleur, certains neuromodulateurs pouvant augmenter le signal nociceptif et d'autres 

pouvant le diminuer. Parmi les neuromodulateurs inhibiteurs, nous retrouvons les 

endorphines, enkephalines et dynorphines, aussi appelds opiaces endog^nes. Ces 

peptides ont pour cibles des recepteurs que l'on appelle maintenant les recepteurs 

opioi'dergiques. En fait, cela fait 36 ans que 3 groupes independants de chercheurs 

prouvaient 1'existence de recepteurs opioi'dergiques specifiques, et ce, grace au fait 
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que des ligands stereoselectifs radio-marques etaient depuis peu devenus disponibles 

(PERT et SNYDER, 1973; SIMON et al., 1973; TERENIUS, 1973). Cependant, ce 

n'est qu'environ 20 ans plus tard que les techniques de clonage ont permis 

1'identification des 3 principaux types de recepteurs opioi'dergiques, soit les recepteurs 

opioi'dergiques mu (MOPR) (CHEN et al, 1993), delta (DOPR) (EVANS et al., 1992; 

KIEFFER et al., 1992) et kappa (KOPR) (MENG et al., 1993). Comme le montre le 

tableau 2, les opiaces endogenes possedent des affinites plus ou moins grandes envers 

les differents types de recepteurs opioi'dergiques. 

Typ e d e r ecep teur 

MOPE 

DOPR 

KOPR 

Tableau 2. Affinites relatives des opiaces endogenes envers chacun des types de 
recepteurs opioi'dergiques. Les endorphines sont les opiaces ayant le plus d'affinite 
pour MOPR, les enkephalines ont plus d'affinite pour DOPR et les dynorphines ont 
plus d'affinite pour KOPR. Source : (KATZUNG, 2004). 

Ainsi, les endorphines se lieront davantage a MOPR, les enkephalines a DOPR et 

les dynorphines a KOPR. 

1.2.2 La morphine et ses derives 

Depuis plusieurs milliers d'annees, des substances medicinales opiacees, ligands 

exogenes des recepteurs opioi'dergiques, sont utilisees pour le traitement de la 
12 

ipia'idergique 

Endorphines > enkephalines > dynorphines 

Enkephalines » endorphines et dynorphines 

Dynorphines » endorphines et enkephalines 



douleur. Nous savons par d'anciens Merits papyrus que les egyptiens faisaient 

: l'extraction d'opium a partir des graines de pavot et l'utilisaient deja pour ses 

propriety analgOsiques (TRESCOT et al., 2008). Encore aujourd'hui, la morphine, 

alcaloi'de extrait de 1'opium, et ses derives represented les analgesiques les plus 

puissants et les plus utilises pour le traitement des douleurs moderees a sev^res. Ces 

composes agissent principalement au systeme nerveux central en se liant 

majoritairement sur MOPR. Ainsi, tout comme les opiaces endogenes, ils agissent en 

tant que neuromodulateurs inhibiteurs du signal nociceptif autant au niveau de la 

moelle epini&re qu'au niveau du cerveau afln de diminuer notre perception de la 

douleur. 

Malheureusement, en plus de leur effet analg6sique, ces composes entrament 

souvent plusieurs autres effets physiologiques £tant donn£ la presence de MOPR a 

bien d'autres endroits que dans le systeme de perception de la douleur (MANSOUR et 

al., 1995). Plusieurs revues font l'objet de ces nombreux effets secondares entraines 

par les narcotiques opiac6s utilises en clinique (BENYAMIN et al., 2008; KREEK, 

1996; MCQUAY, 1999; TRESCOT et al., 2008). Entre autres, la presence du 

recepteur au niveau du tractus gastro-intestinal ainsi qu'au niveau du controle central 

(aire postrema, hypothalamus) de cette activite gastro-intestinale, donne lieu k des 

effets secondares importants tels que des nausees, de la constipation et des 

vomissements (DE LUCA et COUPAR, 1996). De plus, d'autres effets secondares 

dont la sedation (activity anticholinergique) (BYAS-SMITH et al., 2005) et la 

depression respiratoire (bulbe rachidien, pont) (MARTIN, 1983) sont aussi 
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rencontres, et ce, via les controles centraux respectifs de ces fonctions. D'autre part, il 

n'est pas rare que l'utilisation d'opiaces A plus long terme mene au developpement de 

tolerance, caracteris^e par la necessite d'utiliser de plus grandes doses d'un compose 

pharmacologique afm d'obtenir un meme effet. Malheureusement, le developpement 

de tolerance ne semble pas s'appliquer pour tous les effets des opiaces (KATZUNG, 

2004), certains effets secondaires, comme la constipation, devenant alors plus 

importants que 1'effet analgesique recherche. Enfm, l'apparition de syndrome de 

sevrage suivant 1'arret subit de la prise d'opiaces confirme le developpement de 

dependance physique (COWAN et al., 1988). L'apparition de ces effets secondaires 

est non negligeable et pousseplusieurs patients a cesser leur medication, au risque de 

devoir endurer la douleur. A eux seuls, la constipation et la sedation sont responsables 

de Parret de la medication dans le tiers des cas (DEVULDER et al., 2005). De par sa 

localisation, MOPR n'est peut-etre pas la meilleure cible a exploiter pour le 

traitement de la douleur chronique. Malgre cela, la grande majorite des analgesiques 

opiaces presentement utilises en clinique activent justement ce recepteur. II y a fort h 

parier, done, que certaines therapies alternatives pourraient permettre d'ameiiorer le 

traitement de la douleur chronique tout en diminuant les effets secondaires associes a 

la prise de medication. 

1.2.3 Les alternatives 

Bien que non exploites en clinique, nous savons que 1'activation de DOPR et 

KOPR s'accompagne d'effets analgesiques importants. Au niveau du systeme 



nerveux central, une distribution differente caracterise chacun des 3 types de 

recepteurs opioidergiques (MANSOUR et al, 1988; MANSOUR et al., 1995; 

MCLEAN et al, 1986). Des effets secondares rencontres avec des agonistes de 

MOPR peuvent done ne pas survenir avec des agonistes DOPR ou KOPR. 

Dans le but d'obtenir un traitement antidouleur entrainant moins d'effets 

secondaires, des agonistes KOPR, qui possedent aussi une affinity pour MOPR ont 

deja ete d£velopp£s et utilises en clinique. Cependant, d'autres effets secondaires 

importants tels des effets psychotomimetiques (hallucinogenes) et dysphoriques ont 

ete observes (BEAVER et al, 1966), limitant leur utilisation. II a en effet et6 

determine que 1'activation de KOPR, contrairement k celle de MOPR ou DOPR, 

entraine une diminution de la liberation de dopamine (DI CHIARA et IMPERATO, 

1988; MULDER et al, 1984). De plus, il a 6te observe que 1'efficacite analgdsique de 

ces composes 6tait significativement plus faible chez les hommes que chez les 

femmes, produisant meme un effet anti-analgesique dans certains cas (FILLINGIM et 

GEAR, 2004). Pour sa part, aucun ligand selectif pour DOPR n'est actuellement 

disponible en clinique, mais certains sont actuellement en essais (LE 

BOURDONNEC et al, 2008; LE BOURDONNEC et al, 2009). Par le passe, 

quelques etudes cliniques chez de petites cohortes de patients souffrant de cancer 

avanc£ (cancer des os ou avec metastases aux os), ont demontre 1'efficacite 

analgesique de composes peptidiques selectifs pour DOPR (KRAMES et al, 1986; 

MOULIN et al, 1985; ONOFRIO et YAKSH, 1983). Bien que ces etudes ne se 

soient deroulees qu'a court terme, il est a noter que tres peu d'effets secondaires 
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avaient ete rapportes. De plus, il a aussi ete montre que les agonistes selectifs pour 

DOPR exercent des effets analgesiques importants dans des modeles animaux de 

douleur chronique d'autres etiologies, soit neuropathique (HOLDRIDGE et CAHILL, 

2007; KABLI et CAHILL, 2007; MIKA et al, .2001; MORINVILLE et al, 2004; 

NADAL et al, 2006; PETRILLO et al, 2003) et inflammatoire (DESMEULES et al, 

1993; FRASER et al, 2000a; GALLANTINE et MEERT, 2005; GENDRON et al, 

2007; HURLEY et HAMMOND, 2000; PETRILLO et al, 2003; STEWART et 

HAMMOND, 1994). Par ailleurs, plusieurs etudes prdcliniques ont confirme 

1'absence d'effet gastro-intestinal, habituellement rencontre avec les narcotiques 

commimement utilises en clinique, avec 1'administration de ligands peptidiques et 

non peptidiques selectifs pour DOPR (GALLANTINE et MEERT, 2005; 

GALLIGAN et al, 1984; PETRILLO et al, 2003; PORRECA et al, 1984). D'autres 

etudes ont montre que 1'administration de ligands selectifs pour DOPR n'entraine pas 

de depression respiratoire (GALLANTINE et MEERT, 2005; MAY et al, 1989; 

SZETO et al, 1999) et ne comporte que des risques limites de developpement de 

dependance (BRANDT et al., 2001; COWAN et al, 1988). Aussi, tout recemment 

notre laboratoire a montre 1'absence de developpement de tolerance analgesique suite 

a 1'administration repetee d'un agoniste DOPR dans le traitement de la douleur 

inflammatoire (BEAUDRY et al, 2009). Cette absence de developpement de 

tolerance avait aussi ete montree dans des modeles animaux de douleur neuropathique 

(MIKA et al, 2001; PETRILLO et al, 2003). Enfin, en plus de 1'effet analgesique, de 

plus en plus d'etudes sugg6rent que 1'activation de DOPR aurait aussi des effets 



anxiolytiques et antidepresseurs (JUTKffiWICZ, 2006; PERRINE et al., 2006; 

VERGURA et al., 2008). 

1.3 Le recepteur opio'idergique delta 

1.3.1 Mise en evidence 

Meme avant la venue de ligands stereoselectifs radio-marques, l'existence d'au 

moins 2 types de recepteurs opioidergiques avait 6t6 suggeree vu les differents degres 

d'efficacitd des enkephalines (ligands opioidergiques endog&nes) et des opiaces 

alcaloi'des dans 2 essais biologiques ex vivo : celui de la contraction de l'ileon isol6 

du cobaye (GPI: Guinea Pig Ileum), ainsi que celui de la contraction du canal 

deferent isole de la souris (MVD : Mouse Vas Deferens). Effectivement, il avait alors 

ete constats que les enkephalines pouvaient diminuer des contractions induites 

electriquement plus efficacement au niveau du MVD qu'au niveau du GPI, tandis que 

les opiac6s alcaloi'des 6taient plus efficaces pour diminuer les contractions du GPI que 

celles du MVD (WATERFIELD et al., 1977). C'est d'ailleurs pour cette raison que 

ce nouveau type de recepteur opio'idergique avait 6t6 nomme delta, « d » pour 

deferent, les recepteurs jusqu'alors connus pour etre actives par les opiaces alcaloi'des 

ayant ete nommes mu, « m » pour morphine. 
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C'est suite au clonage de DOPR qu'il a ensuite ete possible de determiner que ce 

recepteur, tout comme MOPR et KOPR, fait parti des recepteurs a 7 domaines 

transmembranaires couples aux proteines G (GPCR). La sequence d'acides amines 

composants DOPR est montree a la figure 3, les residus en gris et noir etant ceux qui 

sont conserves d'un type de recepteur opioi'dergique a l'autre. 

•2ZZ23 

intracellular 

Figure 3. Sequence des acides amines composant le recepteur opioi'dergique 
delta. Ce recepteur fait partie de la superfamille des recepteurs a 7 domaines 
transmembranaires couples aux proteines G. Les residus en gris et noir sont conserves 
entre les 3 types de recepteur opioi'dergique. (KANE et al., 2006). 

Ainsi, le degre d'homologie entre chacun des types, MOPR, DOPR et KOPR est 

d'environ 70 % pour les segments transmembranaires et d'environ 60 % pour les 
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boucles intra- et extracellulaires (KNAPP et al, 1995). Cette difference de sequence 

importante entre les 3 types de rdcepteurs opioidergiques pennet 1'existence de 

ligands tres selectifs pour chacun d'entre eux, d'autant plus que le segment N-

terminal ainsi que les 2e et 3e boucles extracellulaires partagent tres peu ou pas 

d'homologie. 

Enfin, il a aussi 6te possible de determiner que DOPR, tout comme MOPR et 

KOPR, est un GPCR couple a la prot6ine Gi. L'activation des recepteurs 

opioidergiques entraine 1'inhibition de l'adenylyl cyclase, un effet bloque par la 

toxine de pertussis (PTX) (LAW et al, 1985). Cette toxine est connue pour inactiver 

la sous-unite a, par ADP-ribosylation, de ce type de proteine G (HSIA et al, 1984). 

Plus specifiquement, il a 6t€ determine que c'est une proline Gi2 qui est couplde h 

DOPR (MCKENZIE et MILLIGAN, 1990). 

1.3.2 Fonctionnalit<§ 

Suite au clonage de DOPR, il a aussi ete possible de transfecter le gfbne codant 

pour ce rdcepteur de fafon stable dans diffdrents modules cellulaires et c'est alors que 

plusieurs 6quipes de recherche se sont penchees sur la comprehension des effets de 

1'activation de DOPR au niveau cellulaire et moleculaire. 

Tout d'abord, comme tous les autres GPCR, son activite est dependante du GTP 

(BLUME, 1978). En effet, la sous-unite a de la proline G est associee a une 

molecule de GDP en plus d'Stre attachee aux 2 autres sous-unites P et y. Comme le 



montre la figure 4, lorsque le recepteur est active par son agoniste, la molecule de 

GDP est dissociee de la sous-unite a a laquelle une molecule de GTP peut alors 

s'associer. 

Agonist • Receptor + {3 ProMn -t. 
(A) (R) 

AIT 

GTP 

E — E * 

AR 

Figure 4. Activation d'une proteine G par la liaison d'un agoniste sur le 
recepteur. Le remplacement du GDP par un GTP induit un changement de 
conformation de la sous-unite a, elle se dissocie alors des sous-unites py. Ces 2 
complexes modulent ensuite l'activite de differents effecteurs de la cellule. Figure 
adaptee de (QUOCK et al, 1999). 

Cette association induit un changement de conformation de la sous-unite a qui se 

dissocie alors des sous-unites Py. Les 2 complexes ainsi formes, CCGTP et Py, 

participent a la modulation de l'activite de differents effecteurs (E), traduisant ainsi 

I'activation du recepteur en des reponses cellulaires. 
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La figure 5 est un schema qui regroupe les canaux, les enzymes et les principales 

voies de signalisation modules suite a l'activation de DOPR par un agoniste. 

K.l*' > 

i rr-k'. / 

"f 

Figure 5. Principales voies de signalisation de DOPR. L'activation de DOPR par 
un agoniste mene a une diminution des niveaux d'AMP cyclique via Finhibition de 
1'adenylate cyclase. L'activation du recepteur module Factivite de differents canaux 
ioniques. En plus de mener a son internalisation, F activation de DOPR active entre 
autres les proteines kinases PKC, ERK.1/2 et GRK, ainsi que des tyrosines kinase 
comme Src. Les effets activateiirs sont represents par les Heches vertes alors que les 
effets inhibiteurs par les Heches rouges. Les fleches pleines indiquent un mecanisine 
d'activation direct alors que les fleches pointillees impliquent un mecanisme indirect. 
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Modulation de I'adenylyl cyclase 

Premierement, parmi les enzymes modules par 1'activation de DOPR on retrouve 

I'adenylyl cyclase qui est responsable de la conversion de 1'adenosine triphosphate 

(ATP) en adenosine monophosphate cyclique (AMPc). Effectivement, comme pour 

tous les recepteurs couples a Gi, 1'activation de DOPR mene k 1'inhibition de 

I'adenylyl cyclase. L'inhibition de cet enzyme se traduit par une baisse des niveaux 

d'AMPc intracellulaire. Enutilisant la lignee cellulaire neuronale NG108-15, l'equipe 

de Costa a demontre que 1'application d'un agoniste selectif pour DOPR inhibait la 

production d'AMPc, un effet qui pouvait Stre renverse par le naloxone, un antagoniste 

non selectif des recepteurs opioi'dergiques (COSTA et al., 1985). La preuve de cet 

effet cellulaire a aussi ete faite in vivo par 1'observation des effets antinociceptifs 

induits par 1'administration d'un agoniste selectif pour DOPR, qui pouvaient etre 

renverses par l'injection d'AMPc (WANG et al., 1993). Enfln, il est maintenant 

connu que c'est via la sous-unite a de la proteine G que cette inhibition de I'adenylyl 

cyclase se fait. 

Modulation du courant h 

D'autres effets cellulaires de l'activation de DOPR sont consequents a cette baisse 

des taux d'AMPc intracellulaire. En effet, il est reconnu que l'AMPc participe k la 

regulation d'un courant entrant cationique non selectif, dependant du voltage, le 

courant Ih (INGRAM et WILLIAMS, 1996). Celui-ci est active par une 

hyperpolarisation membranaire et plus facilement lorsque les taux d'AMPc 
22-



intracellulaires sont eleves. L'entree de cations qui s'ensuit cree alors une 

depolarisation membranaire qui ramene le potentiel de membrane plus pres du seuil 

necessaire pour la production d'un potentiel d'action. Lors de l'activation de DOPR 

par un agoniste, l'amplitude du courant Ih est diminuee (INGRAM et WILLIAMS, 

1994). Ce courant etant diminue, il est alors plus difficile pour le neurone d'atteindre 

le seuil requis pour le declenchement du potentiel d'action, inhibant par le fait meme 

la transmission neuronale. 

Modulation des canaux calciques 

L'activite d'autres canaux ioniques peut aussi etre modulee par l'activation de 

DOPR, et ce, via les sous-unites Py. Tout d'abord, c'est au moyen de divers types 

cellulaires qu'il a ete demontre que l'activation des recepteurs opioidergiques induit 

1'inhibition des canaux calciques de types L, N, P et Q, conduisant tous des courants 

calciques entrants dependants du voltage (ACOSTA et LOPEZ, 1999; HESCHELER 

et al., 1987; PIROS et al., 1995). Cette diminution du calcium intracellulaire m6ne a 

une diminution de la liberation de neurotransmetteurs se traduisant par une 

diminution de la transmission nerveuse, effet biologique reconnu des opiaces. 

Cependant, certaines etudes ont montre que des ligands selectifs pour DOPR 

pouvaient aussi mener a une augmentation des niveaux de calcium intracellulaire, et 

ce, par la liberation des reserves de calcium contenues dans le reticulum 

endoplasmique lisse, mecanisme dependant de la presence d'inositol 1,4,5-

triphosphate (IP3) (JIN et al., 1994). 



Modulation des canaux potassiques 

D'autre part, les recepteurs opioi'dergiques sont aussi connus pour reguler les 

courants potassiques rectifiants entrants (KIR). Ces courants qu'on disait 

« anormaux » lors de leur ddcouverte (etant entrants plut6t que sortants comme les 

autres courants potassiques), ont ete reconnus pour jouer un r61e dans la regulation de 

l'activite neuronale en aidant h etablir le potentiel membranaire de repos. Des etudes 

ont demontre que 1'activation de DOPR par un ligand selectif activait ces courants 

potassiques (NORTH et al, 1987; PIROS et al, 2000). L'activation de ce courant, 

creant une entree d'ions K+, produit alors une leg&re hyperpolarisation, ce qui a pour 

effet physiologique global de prevenir la propagation du potentiel d'action. D'un 

autre cote, il a aussi ete montre que DOPR peut reguler un courant potassique sortant 

(IK) dependant du voltage (active par une depolarisation membranaire). En effet, il a 

ete montre que l'activation de DOPR a un effet biphasique sur cette conductance 

potassique, de faibles concentrations d'agoniste de DOPR (< 1 nM) produisant une 

inhibition du courant, tandis que de plus grandes concentrations pouvant I'augmenter. 

Des essais de blocage avec les toxines PTX (inhibe Gi) et CTX (inhibe Gs), ont 

permis aux auteurs de conclure que cet effet biphasique est du au fait que DOPR 

puisse etre couple a plus d'un type de proteines G (FAN et CRAIN, 1995). 
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Modulation de la voie des MAP kinases ERK1/2 

Plusieurs GPCR sont connus pour activer les cascades MAP (Mitogen-Activated 

Protein) kinases et ainsi participer a la modulation de differents evenements tels la 

croissance et la differentiation cellulaire. Plus specifiquement, la plupart des GPCR 

transmettent ces signaux mitog&iiques via la voie des ERKs (Extracellular-signal-

Regulated Kinases) et DOPR n'y fait pas exception. En effet, plusieurs etudes ont 

concerne les mecanismes de 1'augmentation de la phosphorylation des ERK1 et 2, 

aussi nommes respectivement p44 et p42MAP kinases, par l'activation de DOPR 

(BURT et al., 1996; FUKUDA et al., 1996). L'activation de cette voie MAP kinase 

serait dependante des sous-unites Py de la proteine G, ainsi que de la proteine Ras 

(BELCHEVA et al., 1998). Une etude a aussi montre que l'internalisation de DOPR 

serait d'abord requise pour la stimulation de la voie MAP kinase (IGNATOVA et al., 

1999). 

Modulation de la proteine kinase C 

Comme il est possible de l'observer dans la figure 5, l'activation de DOPR peut 

mener a l'activation d'autres kinases. Effectivement, l'activation de DOPR par un de 

ses agonistes a ete demontree pour stimuler la PKC dans des cellules NG108-15 

(LOU et PEI, 1997). Une fois activee, la PKC modulera l'activite d'autres proteines 

en les phosphorylant, dans notre cas, elle est partie integrante de la cascade de 

signalisation menant a la phosphorylation des proteines kinases ERK1/2 (BURT et 
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al, 1996; FUKUDA et al, 1996). Enfin, la PKC contribuerait meme k la 

desensibilisation de DOPR en participant a sa phosphorylation (CAI et al., 1996). 

Induction de I 'internalization, 

Enfin, l'activation de DOPR par un agoniste mene generalement a 

l'internalisation du recepteur a l'interieur d'un endosome qui m£nera a son recyclage 

ou a sa degradation. Suite au changement de conformation du recepteur active par son 

agoniste, il y a recrutement d'une kinase specifique aux GPCRs (GRK) (PEI et al, 

1995) qui phosphoryle le recepteur. La phosphorylation d'un GPCR par une GRK 

mdne au recrutement de proteines chaperonnes, les p-arrestines (KOVOOR et al, 

1999), qui favorisent l'internalisation du complexe ligand-recepteur h l'interieur de 

vesicules de clathrine par un mecanisme qui est dependant de la dynamine (CHU et 

al, 1997). 

1.4 Les ligands de DOPR 

1.4.1 Les ligands peptidiques 

Isoiees pour la premiere fois dans le cerveau de pore, les enkephalines ont d'abord 

ete decrites comme neuromodulateurs possedant une activite hautement transitoire et 

une inactivation rapide (HUGHES et al, 1975). Comme mentionne precedemment, la 

leu-enkephaline et la met-enkephaline ont d'abord ete proposees et sont encore 
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considerees comme etant les ligands endogenes de DOPR. La figure 6 presente la 

structure moleculaire de la leu-enkephaline dont la sequence en acides amines 

est Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. II est a noter que dans le cas de la met-enkephaline le 

dernier residu (i.e. Leu) est remplace par une methionine (Met). 

Figure 6. Structure moleculaire de la leu-enkephaline. La leu-enkephaline est mi 
ligand endogene de DOPR, ce pentapeptide est forme de la sequence d'acides amines 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. La met-enkephaline (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) est un autre 
pentapeptide, ligand endogene de DOPR. 

Les enkephalines sont des pentapeptides rapidement degrades par differentes 

peptidases endogenes. Un temps de demi-vie in vivo d'environ 2 minutes explique 

l'activite transitoire de ces peptides. L'aminopeptidase M (EC 3.4.11.2) 

(HAMBROOK et al., 1976), qui degrade les acides amines d'un peptide k partir de 

l'extremite amino-terminale, et l'enkephalinase (EC 3.4.24.11) (CHILDERS et al., 

1979; MALFROY et al., 1978), endopeptidase connue pour cliver preferentiellement 

les liens peptidiques se trouvant entre des residus hydrophobiques, sont les principaux 

enzymes responsables de l'inactivation des enkephalines. 

OH 
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Pour diminuer la sensibilite vis-a-vis des peptidases endogenes, des analogues 

peptidiques des enkephalines ont ete corpus et synthetises au cours des demieres 

annees. Les 2 peptides les mieux connus et les plus etudi£s sont presents a la figure 

7. La presence d'acides amines en conformation D, d'acides amines non naturels, 

ainsi que de cyclisation (contraintes structurelles) constituent des modifications qui 

contribuent k une meilleure stabilite de la molecule face k la degradation par les 

peptidases. 

Figure 7. Structure moleculaire des analogues enkephalin ergiques DADLE et 
DPDPE, ligands sdlectifs de DOPR. La presence d'acides amines en conformation 
D, d'acides amines non naturels, ainsi que de cyclisation augmentent la stabilite des 
ligands face k la degradation par les peptidases. 
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Ainsi, ces 2 peptides presented une meilleure stabilite que les enkephalines 

naturelles en plus de posseder de meilleurs niveauxde selectivite envers DOPR 

(MOSBERG et al., 1983). En effet, les enkephalines naturelles possedent des affinites 

de 2 k 5 fois meilleures pour DOPR versus MOPR alors que le DADLE et le DPDPE 

poss£dent des affinites respectives de 9 (GILLAN et al., 1980) et de 600 (AKIYAMA 

et al., 1985) fois meilleures pour DOPR versus MOPR. Une autre classe de peptides, 

decouverte en 1987 (RICHTER et al., 1987), sont reconnues pour leur grande 

selectivite pour DOPR. En effet, les deltorphines sont a ce jour parmi les ligands les 

plus utilises pour l'etude de DOPR (pour une revue, voir (LAZARUS et al., 1999). 

Extraites de la peau de grenouilles amazoniennes (Phyllomedusa sauvagei et 

Phyllomedusa bicolor), les deltorphines sont des heptapeptides ayant la sequence 

d'acides amines suivante: Tyr-D-Ala-Phe-Asp/Glu-Val-Val-Gly-NH2, 

respectivement pour la deltorphine I et la deltorphine II. Comme pour les ligands 

precedents, puisqu'ils possedent un acide amine D, la D-alanine, ils presentent une 

meilleure stabilite face a la degradation par les peptidases. Par contre, autant pour les 

analogues enkephalinergiques que pour les deltorphines, leur utilite en clinique 

demeure limitee car, de par leur nature peptidique, ils ne peuvent penetrer la barriere 

hematoencephalique afin d'agir au niveau central. Ils doivent done generalement etre 

administres directement au niveau du systeme nerveux central (ex. par injection 

intrathecale) si l'on veut esperer pouvoir inhiber la douleur. 
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1.4.2 Les ligands non peptidiques 

Considerant que les ligands selectifs pour DOPR possedent un net avantage du 

point de vue des effets secondaires en comparaison avec les ligands selectifs pour 

MOPR disponibles en clinique, plusieurs equipes de recherche (dont l'industrie 

pharmaceutique) s'interessent a concevoir et a synthetiser des ligands non peptidiques 

qui seraient selectifs pour DOPR. Ceux-ci se divisent principalement en 2 categories 

selon leur structure : ceux ayant une structure apparentee a celle de la morphine 

(figure 8) et les piperazines (figure 9). La premiere categorie comprend entre autres 

les composes SIOM et SB-235863 qui ont en fait con9us selon la structure du 

naltrindole (NTI), premier antagoniste non peptidique selectif pour DOPR, synth&ise 

en 1990 (PORTOGHESE et al., 1990). 
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Figure 8. Ligands non peptidiques selectifs pour DOPR dont la structure 
s'apparente a celle de la morphine. Le NTI est l'antagoniste selectif pour DOPR le 
plus utilise. Les ligands SB-235863 et SIOM sont des agonistes de DOPR. 

En ce qui concerne la deuxi^me categorie, c'est en 1993 que le premier compose 

piperazine selectif pour DOPR a ete developpe, le ligand BW373U86 (CHANG et al., 

1993), duquel le developpement du ligand SNC80 s'est inspire (CALDERON et al., 

1994). 
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R = U 
R = H 

Figure 9. Structure generale des ligands selectifs pour DOPR de type pip£razine. 
Le premier compose de cette classe & avoir ete synthetise a ete le ligand BW373U86. 
Le ligand SNC80 a ensuite ete synthetise. 

Malgr£ leur grande selectivity pour DOPR ainsi que leur bon profil 

pharmacocinetique, aucun des ligands mentionnes n'a atteint les essais cliniques. En 

effet, lors d'etudes menses chez les rongeurs, mais aussi chez le singe, il a ete 

constate que ces composes entrainent des convulsions (COMER et al., 1993; NEGUS 

et al., 1994) ainsi qu'une stimulation (BROOM et al., 2002; FRASER et al., 2000b; 

JUTKIEWICZ et al., 2004; SPINA et al., 1998) ou une inhibition (FRASER et al., 

2000b; JUTKIEWICZ et al., 2004; MIASKOWSKI et al., 1991; SPINA et al., 1998) 

des fonctions motrices. 

Recemment, une nouvelle serie d'agonistes non peptidiques selectifs pour DOPR 

a fait son entree dans l'industrie pharmaceutique comme traitement prometteur de la 

douleur. II s'agit des composes ADL5859 et ADL5747 qui sont presentement en 

etude clinique (phase II et I, respectivement) (LE BOURDONNEC et al., 2008; LE 

BOURDONNEC et al., 2009). 
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1.5 Conception et synthese de nouveaux analogues enkephalinergiques 

Comme decrit pr6cedemment, DOPR semble constituer une cible 

pharmacologique prometteuse pour le soulagement des douleurs persistantes puisque 

son activation induit de l'analgesie tout en entramant moins d'effets secondaires que 

les agonistes de MOPR presentement utilises en clinique. Les ligands peptidiques 

selectifs pour DOPR qui ont ete developp^s presentent une meilleure stabilite que les 

enkephalines naturelles mais sont dotes d'un mauvais profil pharmacocinetique qui 

empeche leur utilisation en clinique. Le developpement de ligands non peptidiques 

selectifs pour DOPR a mene k des composes qui possedent un meilleur profil 

pharmacologique mais qui s'accompagnent d'effets secondaires importants. Pour 

cette raison, nous avons opte pour la conception et la synthese de ligands peptidiques 

modifies (peptidomimetiques). Puisqu'ils consistent en de petites molecules dotees 

d'une bonne selectivite envers DOPR (versus MOPR et KOPR), nous nous sommes 

particulierement interesses aux analogues enkephalinergiques. Nous avions pour 

objectif de modifier chimiquement les enkephalines afin d'ameiiorer leurs proprietes 

pharmacologiques. Dans un premier temps, nous voulions conserver l'affinite et 

l'activite des peptidomimetiques pour DOPR. Ensuite, les modifications devaient 

pouvoir augmenter la stabilite des peptides face k la degradation par les peptidases 

endogenes mais aussi d'augmenter leur lipophilicite afin de leur permettre, 

possiblement, de passer la barriere hemato-encephalique. 
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Les peptides, dont les enkephalines, sont constitues d'une chatne d'acides amines 

retenus ensemble au moyen de liens peptidiques. Les liens peptidiques sont des liens 

amides (CO-NH) qui confere un caractere polaire et hydrosoluble qui rendent les 

peptides sensibles aux peptidases et les empechent de traverser la barriere hemato-

encephalique. Ainsi, en substituant ces liens amides avec une entite chimique 

possedant un caractere plus lipophile, il pourrait s'avdrer possible de rendre la 

molecule moins soluble dans l'eau et done, plus soluble dans les lipides. L'alcene, 

e'est-a-dire la liaison double carbone-carbone (C=C), nous est d'abord apparu un 

candidat de choix afin d'augmenter la stabilite (l'alcene est insensible aux peptidases) 

et la liposolubilite tout en conservant cette simplicite de structure que possedent les 

enkephalines. Effectivement, en plus d'etre lipophiles, les alcfenes ne creent pas 

d'encombrement st&ique susceptible de modifier 1'interaction avec le recepteur. Le 

fait de remplacer le lien amide par un double lien n'altere pratiquement pas la 

structure 3D globale des peptidomimetiques par rapport aux peptides originaux, les 2 

groupements Ri et R2 portes par les liens CO-NH et C=C occupent pratiquement les 

memes positions relatives (HANN et AND SAMMES, 1980). D'ailleurs, cette 

strategie a deja fait l'objet d'autres etudes sur les enkephalines par le passe (COX et 

al., 1980; HANN et al., 1982). Ainsi, nous avons decide de proceder au 

remplacement systematique de chacun des 4 liens peptidiques de la leu-enkephaline 

(LE) par un alcene trans (voir le schema de la figure 10). 
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Figure 10. Remplacement systematique de chacun des liens amides de la LE par 
un alcene. Des analogues enkephalinergiques susceptibles de lier DOPR et de 
posseder de meilleures stabilite et lipophilicite que la leu-enkephaline naturelle ont ete 
congus et synthetises. 

En ce qui concerne les analogues Gly//Phe et Phe//Leu, leur synthese a resulte en 

la formation des 2 diastereoisomeres possibles, c'est-a-dire de chiralites differentes (D 

et L). En effet, dans le cas de 1'analogue Gly//PheLE, le groupement benzyle du residu 

phenylalanine peut se retrouver devant ou derriere le plan et, de la meme maniere, le 
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groupement isobutyle du residu leucine peut se retrouver devant ou derriere le plan 

dans le cas de 1'analogue Phe//Leu. Ainsi, les 2 diastereoisomeres de chacun des 

analogues ont pu etre separes et nommes A et B en attendant de pouvoir rdsoudre leur 

chiralite respective par la cristallographie. 

Puisque les liens amides des peptides possedent la capacite de participer a des 

liaisons non covalentes de type ponts hydrogenes, il faut mentionner la possibility que 

la liaison des enkephalines h DOPR soit stabilis^e par ce type de liens (interaction 

intermoieculaire). Les 4 liens amides que les enkephalines contiennent leur permettent 

de former 8 liens de type ponts hydrogenes avec le recepteur: 4 en tant qu'accepteurs 

par les carbonyles CO et 4 en tant que donneurs par les groupes NH. Les liens amides 

sont en plus souvent impliques dans des ponts hydrogene intramoieculaires qui ont 

pour r61e de favoriser une conformation biologiquement active. La structure cristalline 

des enkephalines libres est presentee k la figure 11, a gauche. L'etat cristallin d'une 

molecule se caracterise par une periodicite et un ordre k l'echelle atomique de cette 

molecule k l'etat solide. L'analyse rayons X du cristal suggere l'existence d'un pont 

hydrogene intramoieculaire (entre l'atome d'oxygene du carbonyle du residu Tyr et 

l'hydrogene de l'amide du residu Phe) stabilisant la structure flexible de la LE en une 

conformation secondaire de type P coude (1-3), que l'on nommera tournant p (SMITH 

et GRIFFIN, 1978). II existe une 2e possibilite pour la formation d'un coude beta 

(figure 11, a droite). A ce jour, le r61e de ces ponts hydrogenes pour le maintien de 

l'activite biologique des enkephalines demeure controverse, mais il est aussi possible 
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que la structure active des enkephalines soit celle impliquant un pont hydrogene entre 

les amides 2 et 4 (BLOMBERG et al., 2006). 

OH 

Figure 11. Structure cristalline de la LE montrant la possibility de la 
conformation en tournant (3. 2 choix de formation d'un pont hydrogene 
intramoleculaire sont montres, entre les amides 1 et 3, et entre les amides 2 et 4 de la 
leu-enkephaline. Source : (PATRICK, 2002). 

Les liaisons doubles C=C ne permettant pas la formation de ponts hydrogenes, ces 

remplacements avaient pour objectif premier d'identifier precisement les liens amides 

indispensables au maintien de l'activite des enkephalines afin de pouvoir ensuite 
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concevoir des peptidomimetiques, analogues enkephalinergiques, de moins en moins 

« peptidiques ». Les autres liens amides, c'est-a-dire ceux qui ne dirigent pas le 

repliement des enkephalines, peuvent soit interagir avec DOPR par des liens faibles 

ou bien ne former aucun lien, auquel cas, ils ont pour seule fonction de maintenir les 

carbones a situes de part et d'autre dans leurs positions relatives. 

C'est au moyen de diverses techniques d'evaluation de la liaison et de l'activite 

biologique in vitro et d'une technique d'evaluation de l'activite analgesique in vivo 

que la caracterisation de cette sdrie d'analogues enkephalinergiques con9us et 

synthdtis^s a ete realisde. Cette caracterisation aura permis devaluation de 

l'importance de chacun des 4 liens peptidiques dans le maintien de l'activite des 

enkephalines sur DOPR. 
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2 BUT ET OBJECTIFS SPECIFIQUES 

Presentement, on estime que pres du tiers de la population souffrira au cours de 

sa vie de douleur chronique. Or, tous les specialistes s'entendent pour dire que les 

narcotiques analgesiques utilises en clinique ne permettent pas un soulagement 

adequat de cette pathologie. En effet, de nombreux effets secondaires 

accompagnent la prise d'analgesiques opiaces. MOPR etant la cible principale des 

analgesiques utilises en clinique, plusieurs equipes de recherche se toUrnent 

maintenant vers d'autres cibles pharmacologiques plus prometteuses, dont DOPR. 

D'ailleurs, notre laboratoire, en collaboration avec celui du Pr Dory du 

departement de chimie de l'Universite de Sherbrooke, s'interesse au 

developpement de peptidomimetiques, analogues des enkephalines qui sont des 

ligands endogenes de DOPR. Les premiers pas de ce projet collaboratif ont mene 

a la conception et la synthase d'une nouvelle famille de 6 analogues 

enkephalinergiques. Ainsi, le but general de mon projet de maitrise consistait 

h caractlriser ces analogues enkephalinergiques. 

D'abord, ime caracterisation in vitro comportait les objectifs specifiques 

suivants : 

- Mesurer 1'affinite des analogues pour DOPR. 

- Evaluer l'activite des analogues via DOPR par la mesure de leur capacite : 

o d'internalisation de DOPR; 

o d'activation de la voie des MAP kinases ERK1/ 2; 

o de modulation d'un courant potassique et; 
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o d'inhibition de la conversion de l'ATP en AMPc. 

Finalement, une premiere caracterisation in vivo avait pour objectif specifique 

de mesurer l'effet antihyperalgesique des analogues ayant montre les meilleurs 

resultats dans les essais in vitro. 
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3 MATERIEL ET METHODES 

3.1 Materiel 

Les produits utilises dans le cadre de ce projet provenaient des fournisseurs 

suivants : L'anticorps anti-rabbit conjugue a une peroxydase de raifort (HRP) de 

Amersham Pharmacia Biotech (Oakville, ON, Canada). L'albumine de serum de 

bovin (BSA) de BioShop (Burlington, ON, Canada). L'adjuvant complet de Freund 

(CFA) de Calbiochem (Gibbstown, NJ, USA). Le naltrindole (NTI) de Tocris 

(Ellisville, MO, USA). Le milieu « Dulbecco's modified Eagle's » (DMEM), le 

s6rum de bovin foetal (FBS) et la Geneticine de Gibco BRL (Burlington, ON, 

Canada). Les anticorps anti-phospho p42/p44mapk et anti p42/p44mapk de Cell 

Signaling (Boston, MA, USA). La 3H-ad&iine et la 3H-deltorphine II (3H-dlt II) de 

PerkinElmer (Boston, MA, USA). L'Hygromycine, 1'inhibiteur de proteases mini-

Complete™, les membranes de PVDF et le systteie de detection Enhanced 

Chemiluminescence (ECL) de Roche (Montreal, QC, Canada). La Gentamicine de 

Sandoz (Boucherville, QC, Canada). La dlt II, la forskoline, le 3-isobutyl-l-

methylxanthine (IBMX), la leu-enkephaline et la poly-L-lysine de Sigma (St. Louis, 

MO, USA). 

3.2 Culture cellulaire 

3.2.1 Lignee cellulaire GH3/DOPR 
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Les cellules GH3-D0PR, lignee immortalisee de cellules hypophysaires de rat 

dans lesquels DOPR a ete transfecte de fa?on stable, nous ont genereusement ete 

fournies par le Dr Paul L. Prather (University of Arkansas for Medical Sciences, 

Little Rock, Arkansas, USA). Les cellules etaient mises en culture dans des boites de 

Petri enduits avec de la poly-L-lysine (25 mg/ml), dans un milieu DMEM contenant 

10 % de FBS et 50 jig/ml de Gentamicine. 100 ng/ml d'Hygromycine (antibiotique 

de selection du g£ne transfecte) etait aussi ajoute aux boites de Petri de passage. 

3.2.2 Lignee cellulaire DRGF11/DOPR-GFP 

La lignee cellulaire DRGF 11 est un hybride entre un neurone de ganglion de la 

racine dorsale (DRG) de rat foetale et un neuroblastome de souris. Ainsi cette lignee 

constitue un bon modele de cellules neuronales tout en ayant l'avantage d'etre facile k 

cultiver. Des etudes par PCR faites anterieurement dans le laboratoire ont permis de 

constater que ces cellules ne contiennent que le recepteur opioi'dergique delta, c'est-&-

dire qu'elles n'expriment pas les recepteurs opioi'dergiques mu et kappa de fafon 

endogene. Par la transfection de ces cellules avec un gene codant pour DOPR auquel 

est coupiee une proteine fluorescente GFP (green fluorescent protein), notre equipe a 

cree une lignee cellulaire DRGF11/DOPR-GFP permettant d'observer le deplacement 

de DOPR par microscopie en fluorescence. Le gene codant pour DOPR-GFP nous a 

ete genereusement donne par le Dr Riidriger Schulz (University of Munich, 

Germany). Les cellules etaient cultivees dans un milieu DMEM contenant 10 % de 

FBS et 50 ng/ml de Gentamicine. 1 mg/ml de Geneticine (antibiotique de selection du 

gene transfecte) etait aussi ajoute aux boites de Petri lors des passages. 
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3.3 Mesure de l'affinitS pour DOPR 

3.3.1 Extraction membranaire 

Lorsque confluentes, les cellules GH3/DOPR etaient decollees mecaniquement, 

centrifugees (culottees) et remises en suspension dans un tampon potassium 

phosphate 10 mM a pH 7,2. Une premiere centrifugation de 10 minutes a 40000 g 

permettait l'Sclatement des cellules, tous les constituants cellulaires insolubles se 

retrouvant dans le culot. Le surnageant (contenant surtout le cytoplasme, les 

ribosomes et des microsomes) 6tait jetS et le culot resuspendu dans le meme tampon 

et, suite a une incubation de 20 minutes sur glace, trois centrifugations successives de 

5 minutes chacune & 800 g permettaient de separer les noyaux des autres constituants 

cellulaires restants, les membranes se retrouvant done dans le surnageant. Le culot 

etant resuspendu dans le tampon entre chaque centrifugation. Tous les surnageants 

etaient ensuite mis ensemble et centrifuges a 40000 g. Le culot etait finalement 

resuspendu dans le tampon auquel 0,32 M de sucrose (cryoprotecteur) et 5 mM 

d'EDTA (inhibiteur de metalloproteinases) avaient ete ajoutes, et la suspension finale 

etait conservee a -80 °C. Toutes les Stapes de cette extraction etaient faites a 4 °C. 

Avant la congelation, un dosage proteique etait effectuS selon la mSthode de Lowry. 

3.3.2 Essai de liaison par competition 

Un tampon Tris 50 mM (pH 7,4) etait utilise pour cette experimentation, ainsi, les 

ligands et les membranes y etaient dilues. Des concentrations croissantes de ligand 

froid a tester (de 10"11 a 10"4 M) etaient d'abord ajoutees a une concentration fixe de 

ligand radioactif, dans ce cas la 3H-dlt II. Une quantite fixe de membrane etait ensuite 



ajoutee (50 (xg) a chaque condition, suivi d'une incubation de 60 minutes a 37 °C. La 

reaction etait ensuite arretee par filtration sur des filtres GF/C, filtres en microflbres 

de verre (Whatman®), a l'aide de trois lavages avec le tampon Tris froid. La quantite 

de radioactivite contenue dans les filtres etait alors comptee dans un compteur beta 

Beckman LS6500. Les filtres avaient alors retenu «toute radioactivity » (3H-dlt II) 

etant liee aux membranes (recepteur opioi'dergique delta), ainsi, il etait possible de 

quantifier la competition du ligand froid avec la 3H-dlt II et d'obtenir une valeur 

d'IC5o, concentration a laquelle le ligand froid aura deplace la moitie du ligand 

radioactif. 

3.3.3 Determination du Ki 

Un graphique du pourcentage de liaison de 3H-dlt II en fonction de la 

concentration du ligand froid teste permettait la determination de cette valeur de IC50, 

100 % de liaison etant le compte obtenu ou aucun ligand froid etait ajoute et 0 % de 

liaison etant celui ou de la dlt II froide en exces etait ajoutee. Enfin, puisque l'on 

connaissait la concentration de 3H-dlt II presente dans la reaction (selon le compte 

total), representee par [S], ainsi que 1'affinite de la dlt II pour DOPR, representee par 

Kd (constante de dissociation), il est possible de definir experimentalement l'affinite, 

ou, dans ce cas, la constante d'inhibition (Ki), du ligand froid teste h l'aide de 

P equation (1) Cheng-Prusoff: 

0) 
Kd 

Cette analyse etait faite directement avec le logiciel SigmaPlot. 
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3.4 Mesure de l'induction de l'internalisation de DOPR-GFP 

D'abord, il est a noter que pour chacune des mesures d'activite des analogues sur 

DOPR (point 3.4 a 3.7) ainsi que dans le cas de revaluation de l'activite in vivo 

(point 3.8), la dlt II etait utilise comme ligand de reference, et ce, parce qu'elle 

constitue le ligand de DOPR de predilection dans notre laboratoire. En effet, la 

plupart des essais avaient dejk ete faits avec ce ligand au laboratoire et done la dlt II 

nous paraissait un bon controle positif pour chacun de nos essais. 

Puisqu'il est connu que la plupart des agonistes activant DOPR induisent son 

internalisation k l'interieur de vesicules, des enregistrements en temps reel nous ont 

permis de tester les ligands dans leur capacite d'internaliser DOPR. Etant plutot de 

nature qualitative, ce test in vitro est bien sur complementaire aux autres tests 

permettant de determiner la capacite d'activation de DOPR par les ligands a tester. 

Les essais d'induction de l'internalisation etaient faits de 48 k 72 heures apr&s la mise 

en culture sur des cellules DRGF11/DOPR-GFP ayant une confluence d'environ 50 

%. Le milieu de culture etait alors remplac£ par du tampon Earle's (140 mM NaCl, 5 

mM KC1, 1,8 mM CaCl2, 0,9 mM MgCl2, 25 mM HEPES, 0,2 % BSA et 0,09 % 

Glucose). Les ligands k tester etaient prepares dans le tampon afin d'obtenir la 

concentration finale voulue. Trois (3) sites diffSrents etaient visualises en temps reel a 

l'aide d'un microscope 1X81 d'Olympus, equipe d'une platine motorisee multi-site 

ProScanll de Prior et d'une unite confocale CSU-XI a technologie spinning disk de 

Yokogawa, et a l'aide d'une camera QuantEM:512SC de Photometries. Les 

acquisitions (1 k toutes les 30 secondes) etaient prises a un objectif de 60X et a 
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temperature de la piece, a l'aide du logiciel MetaMorph de Molecular Devices. Un 

enregistrement de l'etat basal d'environ 3 minutes (6 acquisitions) precedait l'ajout 

du ligand & tester pour une periode d'acquisitions totale de 70 minutes. Pour chacun 

des ligands a tester ainsi que pour la dlt II, une concentration de 100 nM etait d'abord 

testee. Dans le cas ou aucune internalisation n'etait observee, une concentration de 10 

|iM etait alors testee, suivi de l'ajout de dlt II100 nM pour une periode de 70 minutes 

supplemental. Cette approche permettait de verifier une possible activite 

antagoniste. 

3.5 Mesure de l'activation de la voie des MAP kinases ERK1/2 

3.5.1 Stimulation des cellules et extraction des prolines cytosoliques 

Des cellules DRGF11/DOPR-GFP etaient mises en culture dans des plaques de 6 

puits tel que d6crit precedemment. Apres 72 heures de culture, des cinetiques 

d'activation (0, 5, 10, 15, 30 et 60 minutes), ainsi que des activations dependantes de 

la concentration (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 (iM) ont ete effectuees. En general, une 

concentration de 100 nM (essais h 10 }iM pour quelques ligands) etait utilisee dans 

les cinetiques et un temps d'incubation de 5 minutes dans les concentration-reponses. 

Des essais comprenant un pre traitement de 15 minutes avec les ligands ne presentant 

pas d'activite agoniste a une concentration de 10 |J.M suivi du traitement a la dlt II 

(100 nM) ont aussi ete effectues, encore une fois dans le but de verifier une possible 

activite antagoniste. Toutes les incubations se faisaient dans un l'incubateur a 37 °C 
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(5 % C02). L'aspiration du milieu et l'ajout de HBS (130 mM NaCl, 3,5 mM KC1, 

2,3 mM CaCl2, 0,98 mM MgCl2, 5 mM HEPES, 0,5 mM EGTA, pH7.4) froid servait 

a l'arret de la stimulation. Toutes les etapes suivantes etaient effectuees sur glace (4 

°C). Le HBS etait ensuite remplace par un tampon de stabilisation (HBS contenant 

0.1 jiM de staurosporine, 1 mM d'orthovanadate (Na3V04) et des inhibiteurs de 

proteases) pour 10 minutes. Ce tampon etait ensuite remplace par un tampon de lyse 

[50 mM HEPES, pH 7.8, 1 % Triton X-100, 0.1 nM staurosporine, 1 mM Na3V04 

(inhibiteurs de phosphatases) et des inhibiteurs de proteases] pour une incubation de 

30 minutes. Les cellules lysees etaient ensuite grattees, recoltees et centrifugees a 

8000 g pour 15 minutes suite a quoi le surnageant, contenant les composants 

cytosoliques solubles, dont les proteines ERK1/2, est recupere et garde k -20 °C 

jusqu'a l'utilisation. 

3.5.2 Electrophorese et immunobuvardage de type Western 

Un dosag proteique par la methode de Lowry etait d'abord effectue et une meme 

quantite (15 fig) pour chacun des lysats cellulaires etait preparee dans un tampon de 

Laemmli (Tris 6.25 mM pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glycerol, 0.025 % bleu de 

bromophenol, et 10 % p-mercaptoethanol). Les proteines contenues dans les 

echantillons etaient bouillis 5 minutes avant d'etre deposees et separees, selon leur 

taille, sur un gel SDS-polyacrylamide 10 % par une tension de 150 V pour environ 1 

heure 30 minutes. Les proteines du gel etaient ensuite transferees sur une membrane 

PVDF par une tension de 10 V pour la nuit, k 4 °C. Apres un bref lavage dans un 

tampon TBS-T (500 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7.5, 0.05 % Tween20), un blocage 
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des sites non specifiques etait effectue en utilisant une solution 1 % gelatine dans le 

TBS-T, pour 1 heure. Par la suite, une premiere incubation avec un anticorps primaire 

anti-phospho p42/p44mapk ou anti p42/p44mapk, dilue. 1 :1000 dans la solution de 

blocage, etait suivie de 3 lavages dans le TBS-T et d'une incubation de 1 heure avec 

un anticorps secondaire anti-rabbit conjugud a une HRP (peroxydase de raifort) dilue 

1 : 2000 dans la solution de blocage. Enfin, suite k plusieurs lavages dans le TBS-T, 

la revelation du signal etait faite a l'aide du syst&ne de detection ECL (enhanced 

chemiluminescence). Entre les deux detections (phosphorylees et totales), le retrait 

des anticorps de la premiere amplification des membranes se faisait par 2 incubations 

de 1 heure dans une solution 0,2 M glycine et 0.05 % Tween20 a pH 2,5 et a 70 °C, 

suivi de plusieurs lavages et d'un blocage. 

3.5.3 Analys e densitometrique 

Une quantification des immunobuvardages etait faite & l'aide du logiciel Image J 

par le calcul de l'intensite des bandes (densitometries Le ratio de la densitomdtrie des 

bandes obtenues suite a rimmunobuvardage avec 1'anti-phospho p42/p44mapk sur la 

densitometrie des bandes obtenues suite a l'immunobuvardage avec l'anti p42/p44mapk 

determinait le niveau de phosphorylation des ERK1/2 obtenus. Par la suite, ce ratio 

pour chacune des conditions de stimulation etait reporte sur le ratio obtenu pour le 

controle (sans stimulation) propre k chacun des immunobuvardages, ainsi, une 

quantification du taux d'augmentation par rapport au controle permettait une 

comparaison entre les differentes experimentations. La signification statistique etait 

ensuite evaluee k l'aide du logiciel GraphPad Prism par un test ANOVA suivi d'un 

test de comparaison multiple de Dunnett. 



3.6 Mesure de l'effet sur un courant potassique 

3.6.1 Enregistrement de voltage clamp en configuration cellule entiere 

Les cellules DRGF11/DOPR-GFP etaient d'abord mises en culture dans des 

boites de Petri de 35 mm pour 1 a 4 jours tel que decrit precedemment. Le milieu de 

culture etait alors remplace par un milieu extracellulaire (140 mM NaCl, 5,4 mM 

KC1, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH 7,4) contenant 2 mg/ml de 

glucose. Les experimentations etaient effectuees k temperature de la piece. Les 

cellules etaient observees a l'aide d'un microscope inverse (Nikon) a une 

amplification de 100 X. Une pipette de borosilicate (Warner Instruments) ayant une 

resistance de 3 k 5 megaohms et prealablement remplie avec un milieu dit 

intracellulaire (115 mM KC1, 20 mM NaCl, 11 mM EGTA, 1 mM CaCl2, 1 mM 

MgCl2, 10 mM HEPES, 3 mM ATP, 0,4 mM GTP, pH 7,2) etait approchee d'une 

cellule bien adhere afin de creer un joint etanche entre la membrane cellulaire et la 

pipette de verre a l'aide d'un systeme de succion. L'approche de la cellule ainsi que la 

formation du joint etanche etaient aidees par l'observation des variations de resistance 

k l'aide d'un oscilloscope Kenwood, une tension de 20 mV etant appliquee k 

l'eiectrode se trouvant a l'interieur de la pipette de borosilicate. Apr£s l'obtention 

d'un joint etanche ayant une resistance de l'ordre du gigaohm, une plus forte pression 

negative (succion) etait appliquee afin de rompre la membrane contenue dans la 

pipette de verre. Dans le cas ou la rupture etait plus difficile a faire, un « zap » 

(impulsion de tension hyperpolarisante importante d'environ 1,5 V) d'une duree de 

0,1 a 10 ms etait appiique. On dit alors que la cellule est ouverte, « empaiee », et ce 
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lien serre entre la pipette et la cellule permet l'enregistrement des courants globaux de 

la cellule entiere par 1'electrode de la pipette et le systeme d'acquisition Axopatch-ID 

(Axon Instruments) et du logiciel Clampex. L'enregistrement de type «voltage 

clamp » consiste a imposer une tension (voltage) de base a la cellule par l'electrode 

d'enregistrement, de faire varier ce voltage et d'enregistrer le courant obtenu par cette 

variation. Selon les differentes composantes du protocole d'imposition du voltage 

ainsi que la composition des milieux extra et intracellulaire, il est alors possible de 

selectionner un type de courant particulier. Dans notre cas, un potentiel de repos de 

-80 mV 6tait impose et une depolarisation de 200 ms jusqu'a +60 mV permettait 

l'enregistrement d'un courant potassique sortant, la composition des solutions extra et 

intracellulaire permettant la selection des courants potassiques (versus sodiques). Le 

schema de la figure 12 montre le protocole de stimulation. Un enregistrement continu 

comprenant plusieurs acquisitions (depolarisations) a intervalle de 20 s permettait 

d'observer le courant avant (controle) et apres l'ajout des ligands dans la solution 

extracellulaire. L'analyse des donnees etait faite k l'aide d'un logiciel d'analyse 

programme par le Pr Marcel-Daniel Payet. 

2 0 0 m s ni '"iĵ  

+60 mV 

-80 mV 

Figure 12. Schema representant le protocole de stimulation utilise dans la 
technique de voltage clamp. L'induction d'une depolarisation membranaire 
permettait l'enregistrement d'un courant potassique sortant. Le potentiel de maintien 
etait k -80 mV et le potentiel test a +60 mV. 
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3.7 Mesure de Prohibition de la conversion de l'ATP en AMPc 

3.7.1 Incubation, stimulation et lyse des cellules 

Les cellules GH3/DOPR etaient mises en culture dans des boites de Petri de 35 

mm pour 48 a 72 heures tel que decrit precedemment. Le milieu de culture etait alors 

remplace par 1 ml de milieu auquel avait ete ajoute 2 pCi/ml de 3H-adenine et les 

cellules incubees pour un maximum de 1 heure (37 °C, 5 % CO2). L'aspiration de ce 

milieu suivie de 2 lavages avec une solution froide (sur glace) de HBS (130 mM 

NaCl, 3,5 mM KC1, 2,3 mM CaCl2, 0,98 mM MgCl2, 5 mM HEPES, 0,5 mM EGTA) 

contenant 0,1 % de glucose precedaient l'ajout de 1 mM d'IBMX (3-Isobutyl-l-

methylxanthine, inhibiteur de phosphodiesterases) dans du HBS contenant 0,1 % de 

glucose et 0,1 % de BSA, pour une periode d'incubation de 15 minutes, dans un bain 

a 37 °C. La forskoline 10 |iM ainsi que le ligand a tester (concentrations de 10"11 k 10" 

4 M) etaient ensuite ajoutes k chaque boite de Petri pour un temps d'incubation de 15 

minutes (37 °C). L'incubation etait ensuite arret£e par l'aspiration du milieu, le depot 

sur glace des boites de Petri et l'ajout (1 ml / bofte) d'une solution de TCA (acide 

trichloroacetique) 5 % froid. La solution de TCA sert k la lyse des cellules, le tout 

etant ensuite recolte, additionne d'une solution d'ATP 5 mM et d'AMPc 5mM (100 

fil/ml), melange et centrifuge a 800 g pendant 15 minutes, a 4 °C. 

3.7.2 Separation de l'ATP (3H-ATP) et de 1'AMPc (3H-AMPc) 

Afin de pouvoir determiner la conversion de 3H-ATP en 3H-AMPc par vm 

comptage de la radioactivite, il est d'abord essentiel de separer l'ATP tritiee de 

1'AMPc tritiee et cela a ete fait par chromatographic sur des colonnes sequentielles de 



DOWEX et d'alumine. La colonne de DOWEX, qui est une resine echangeuse d'ions, 

retient l'3H-AMPc et laisse eluer 1,3H-ATP non convertie. La colonne de DOWEX est 

ensuite superposee a la colonne d'alumine, qui absorbe les nucleotides, et de l'eau est 

ajoutee a la colonne de DOWEX afin d'eluer l'3H-AMPc qui se retrouve alors 

accrochee a la colonne d'alumine. L'3H-AMPc est enfin eluee de la colonne 

d'alumine k l'aide d'imidazole. Les quantites de radioactivity (3H-ATP ou 3H-AMPc) 

etaient mesurees k l'aide d'un compteur a scintillation beta. 

3.7.3 Determination de l'IC50 

Un pourcentage de conversion de l'ATP en AMPc etait calcule par 1'equation (2) 

suivante: 

n / „ . Qt6 3HAMPc(cpm) 1 „ A % Conversion = 3 ,3 / ,—: x 1°° (2) 
Qt6 [3H AMPc + Qt6 [3H ATP (cpm) v 

Puis que DOPR est couple a G; et qu'il fallait stimuler l'activite de I'adenylyl cyclase 

k l'aide de la forskoline avant de pouvoir l'inhiber par les ligands de DOPR, les 

resultats sont presentes en termes de pourcentage de conversion de l' ATP en AMPc 

par la forskoline, en fonction de la concentration de ligand DOPR ajoute. Ainsi, une 

valeur de IC50 (concentration pour laquelle 50 % de la stimulation etait inhibe) etait 

determinee a l'aide du logiciel SigmaPlot. 
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3.8 Mesure de l'effet antihyperalgesique 

3.8.1 Deroulement de 1' experimentation comportementale 

Les rats males Sprague-Dawley (200 - 225 g) etaient heberges en groupe de 2 ou 

3, selon un cycle lumiere/noirceur de 12 heures, avec nourriture et eau ad libitum. Les 

experimentations etaient toujours faites le matin (entre 7 hrs et 11 hrs). Aux jours 1 et 

2, les rats etaient acclimates au montage d' experimentation, qui consiste a une cage 

de Plexiglas depose sur un plancher de verre, pour une duree de 30 minutes. Au jour 

3, une acclimatation au montage de 10 minutes etait d'abord faite et les mesures du 

temps de retrait de la patte au niveau basal etaient pratiquees sur chacune des pattes 

arrieres de l'animal. Ces mesures etaient faites au moyen de la methode de Hargreave 

(test Plantar), qui consiste en 1'application d'un faisceau infrarouge (stimulation 

thermique) sur la surface plantaire de l'animal au travers du plancher de verre. 

Lorsqu'il permit la chaleur comme etant douloureuse, l'animal retire sa patte et c'est 

le temps requis pour ce retrait qui correspond a la mesure prise. Trois (3) lectures de 

chaque patte etaient faites k des intervalles d'environ 5 minutes. Par la suite, une fois 

le rat anesthesie sous isoflurane (3 %, 1 1/min), 1'inflammation etait induite par 

1'injection de 100 pi d'une emulsion (2 pg/jil) de CFA dans l'espace intra-plantaire 

de la patte arriere gauche (appeiee ipsilaterale). Suite k une journee de repos, une 

autre acclimatation au montage de 30 minutes etait faite au jour 5. Soixante-douze 

(72) heures suivant l'induction de 1'inflammation de la patte ipsilaterale (jour 6), une 

acclimatation de 10 minutes au montage etait suivie de 2 mesures des temps de retrait 

des pattes ipsilaterale et controlaterale. Ces lectures permettaient de constater 

l'hyperalgesie induite, le temps de retrait de la patte ipsilaterale devant etre inferieur a 



celui de la parte controlaterale suite a l'application du stimulus thermique. L'injection 

des ligands a tester (analogue ou dlt II) par la voie intrathecale etait ensuite pratiquee 

suite a une legere anesthesie du rat sous isoflurane. 15 minutes apres l'injection 

intrathecale, une premiere mesure pour chaque patte etait faite suivie de 3 autres 

lectures a des intervalles de 15 minutes afin d'evaluer 1'effet anti-hyperalgesique des 

ligands jusqu'& 60 minutes apres l'injection. 

3.8.2 Analyses statistiques 

Les resultats etaient presentes sous forme de graphique du temps de retrait de la 

patte en fonction du temps apres l'injection du ligand (0, 15, 30 et 60 minutes), le 

temps de retrait basal de la patte etant aussi inclus dans le graphique (pre CFA). La 

signification statistique etait ensuite evaluee & l'aide du logiciel GraphPad Prism par 

un test«two-way ANOVA » suivi de post-tests de Bonferroni. 
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4 RESULTATS 

4.1 Affinity pour DOPR 

Des essais de liaison par competition ont ete effectues pour la LE ainsi que pour 

chacun des ligands synthetises qui sont presents a la figure 10. Les etudes de liaison 

ont ete realisees sur des extraits de membranes de cellules GH3/DOPR (50 jig de 

proteines membranaires par essai). Pour ces essais, le ligand radioactif selectif pour 

DOPR, la 3H-dlt II (KD ~ 1 nM), a ete utilise a une concentration fixe de 1,8 nM (soit 

environ 50 000 cpm par essai). 
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log [Ligandfrcid] (M) 

Figure 13. Mesure de I'affinite des analogues pour DOPR. Courbes representant le 
deplacement competitif d'une concentration donnee de ligand radioactif H-dlt II par 
des concentrations croissantes de ligands testes. Les courbes de deplacement de la LE 
et de 1'analogue Tyr//GlyLE sont tres proches et indiquent une bonne affinite de ces 
ligands pour DOPR. De gauche a droite, les courbes des analogues Phe//Leu B, 
Phe//Leu A, Gly//PheLE A, Gly//GlyLE et Gly//PheLE B, presentent les ligands en 
ordre decroissant d'affinite pour DOPR. (n = 3) 

Le graphique de la figure 13 montre le deplacement de la liaison du ligand H-dlt 

II en fonction de la concentration des differents analogues enkephalinergiques, en 

comparaison avec le deplacement obtenu pour la LE. Ainsi, la position des courbes 

dans le graphique permet d'observer le degre d'affinite de chacun des ligands, les 

courbes se retrouvant le plus £ gauche dans le graphique etant celles des ligands 

necessitant une moins grande concentration afin de deplacer le ligand radioactif 

selectif. De gauche a droite on retrouve done les ligands LE, Tyr//GlyLE, Phe//Leu B, 

Phe//Leu A, Gly//PheLE A, Gly//GlyLE et Gly//PheLE B, en ordre decroissant 
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d'affinite pour DOPR. Le tableau 3 presente les valeurs de la constante d'inhibition 

de la liaison (Ki) calculees pour chacun des composes. Cette valeur represente la 

concentration de ligand necessaire pour deplacer la moitie du ligand 3H-dlt II lie sur 

DOPR. Cette valeur est calculde a partir des resultats des courbes de la figure 13 en 

incorporant a 1'equation de Cheng-Prusoff le KD du ligand radioactif, soit 1 nM, la 

concentration de la 3H-dlt II utilisee pour les essais, ainsi que l'EC5o mesure pour 

chacun des composes (mesure obtenue par les traces illustres a la figure 13). 

Valeurs de Ki (nM) SEM 
moyenne(n = 3) (nM) 

LE 7.8 •'•••• 1.2 ' 

Tyr//GlyLE 15.3 6.8 

Gly//GlyLE 960 78.6 

Gly//PheLE A 639 23.3 

Gly//PheLE B >5000 ^ -

Phe//Leu A 261 24.2 

PWZLeuB 164 30.6 

Tableau 3. Valeurs de KI des ligands testes en essais de liaison. Les valeurs ont ete 
obtenues a partir des resultats de la figure 13 a l'aide de 1'equation Cheng-Prussof. La 
LE et I' analogue Tyr//GlyLE possedent les meilleures affinites pour DOPR. 

Nos resultats indiquent que le ligand Tyr//GlyLE est 1'analogue 

enkephalinergique qui possede la meilleure affinity pour DOPR. En effet, son Ki se 

rapproche de celui obtenu pour la LE. Viennent ensuite en ordre decroissant 

d'affinite, les ligands Phe//Leu B, Phe//Leu A et Gly//PheLE A, avec des valeurs 

respectives de Ki de 164, 261 et 639 nM. Enfin, les ligands Gly//GlyLE et 
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Gly//PheLE B sont de moins bons ligands pour DOPR possedant des affinites de 

1'ordre du micromolaire (Gly//PheLE B) ou presque (Gly//GlyLE). 

4.2 Induction de l'internalisation de DOPR-GFP 

Puisqu'il est connu que la majority des agonistes de DOPR induisent son 

intemalisation (PEI et al., 1995), une premiere fa9on simple d'evaluer l'efficacite des 

analogues synthetises a activer DOPR a £te d'utiliser la lignee cellulaire d'origine 

neuronale, les cellules DRGF11. A l'aide d'une population de DRGF11 dans laquelle 

DOPR-GFP 6tait transfecte, nous avons pu suivre le deplacement du recepteur suite h 

l'ajout des ligands (le tag GFP 6tant une proteine fluorescente). La capacite 

d'intemalisation de DOPR par la dlt II 6tant connue, les resultats Etaient compares 

systematiquement avec ceux observes suite a l'ajout de dlt II. Les essais avec chacun 

des ligands & tester ont d'abord ete effectu^s avec une concentration de 100 nM. La 

figure 14 pr6sente des images prises avant (contr61e) et 35 minutes apres le traitement 

pour chacun des ligands. 
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Controle LagMitfe iOO mM Control* Ligmds 100 mM 

Figure 1 1 Mfeswr© dl® la cap&citt© d©§ ama!®gme§s a mm© eommiitaftMM d® l®i itM, 
d'amdraSr© E9lM®ffiBaM§a4i©m ufts iMJPES-GFPo Photos de microscopic en fluorescence 
montrant le deplacement de DOPR-GFP suite a la stimulation par les differents 
analogues en comparaison avec l'internalisation induite par la dlt IL La photo 
controle est prise avant le traitement et la seconde, 35 minutes apres Implication du 
ligand. L'analogue Tyr//GlyLE semble pouvoir induire une mtemalisation de DOPR-
GFP comparable a ce qui est obtenu avec la dlt II. Au contraire, les autres analogues 
semblent en etre incapables. 

D'abord, en situation controle, c'est-a-dire a Fetal basal, DOPR-GFP est 

principalement ex prime a la surface cellulaire. En effet, nous observons que le 
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contour des neurones est bien defini par 1'expression membranaire de DOPR-GFP. 

Trente-cinq (35) minutes apres 1'application d'une concentration de 100 nM de dlt II, 

tres peu de recepteurs tagges a la GFP semblent encore presents a la membrane 

indiquant que l'activation de DOPR-GFP par la dlt II a induit l'internalisation du 

complexe ligand-recepteur. L'augmentation du marquage fluorescent dans des 

structures intracellulaire vdsiculaires suggere en effet la presence de DOPR-GFP dans 

des vesicules d'intemalisation. Pour ce qui est des analogues Studies, l'application 

d'une concentration de 100 nM de l'analogue Tyr//GlyLE semble induire 

l'internalisation de DOPR-GFP de fagon similaire a la dlt II puisque le signal 

fluorescent du contour de la cellule se transpose en marquage de type vesiculate. 

Pour leurs parts, les autres analogues testes ne semblent pas avoir la capacite 

d'induire l'internalisation de DOPR-GFP, du moins h une concentration de 100 nM. 

Notons que si certaines cellules semblent s'etre deplac^es au cours des 35 minutes 

suivant l'application du ligand, le contour de celles-ci est encore tres bien defini, 

suggerant que DOPR-GFP se retrouve encore majoritairement k la surface cellulaire. 

Suite a ces observations, d'autres essais avec les analogues n'ayant pas induit 

d'intemalisation ont 6te effectues avec une concentration de 10 |o.M. Enfin, 35 

minutes plus tard, l'ajout de dlt II a une concentration de 100 nM etait effectuee. 

Cette strategie devait nous permettre de determiner si l'analogue test£ pouvait agir en 

tant qu'antagoniste de DOPR. 
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Controle , Liaaiiis? 10 aaM + dlt II100 MM 

Figure IS. Mesonr® i® la eapaete® d® ©ertalms anaaflfflgiiiKes, a sam® ©©nncemtrattiom d® 
KD pM5 ilmdiinir® I'lmteriaaisffliSoii d© B)0PR=(GFE, Photos de microscopie en 
fluorescence montxamt le deplacement de DOPR-GFP suite a la stimulation par 
certains ligands, suivi de l'ajout'de dlt II a 100 nM 35 minutes apres„ La photo 
controle est prise avant le premier traitement, la seconde, 35 minutes apres 
l'application des analogues, et la troisierae, 35 minutes apr&s l'application de- dlt II. 
Les analogues Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B semblent 6tre en mesure 
d'induire l'internalisation de DOPR-GFP, tandis que les analogues Gly//GlyLE et 
Gly//PheLE B en sont incapables. 
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Les illustrations montrees a la figure 15 indiquent que l'analogue Phe//Leu B 

semble induire une internalisation de DOPR-GFP comparable a celui induit par 100 

nM de dlt II (voir figure 14), le contour de la cellule n'etant plus defini et l'ajout de 

dlt II n'entrainant pas de changements supplementaires. Ce resultat est coherent avec 

le fait que l'analogue Phe//Leu B detient la meilleure affinite pour le recepteur (voir 

tableau 3) apres l'analogue Tyr//GlyLE. De leurs cotes, les analogues Gly//PheLE A 

et Phe//Leu A semblent etre capables d'induire une certaine internalisation qui est 

cependant plus importante suite a l'ajout de dlt II. Enfin, les analogues Gly//GlyLE et 

Gly//PheLE B ne semblent posseder aucune capacite a induire 1'internalisation de 

DOPR-GFP sans toutefois pouvoir bloquer l'activite de la dlt II qui, a 100 nM, 

parvient toujours a induire l'internalisation de DOPR-GFP m6me en presence du 

compose h l'etude. Par ces essais, les ligands Gly//GlyLE et Gly//PheLE ne semblent 

ni Stre agoniste, ni antagoniste. Ces observations appuient les donn^es des etudes de 

liaison qui indiquent que ces deux composes n'ont qu'une affinite tres faible pour 

DOPR (c'est-^-dire de l'ordre du mM). 

4.3 Activation de la voie des MAP kinases ERK1/2 

Une autre fafon d'evaluer l'activite biologique des ligands synthetises sur DOPR 

consiste a regarder au niveau d'une voie de signalisation connue pour etre activee 

suite a la liaison de DOPR par un agoniste. Or, l'activation de la voie des MAP 



kinases ERK1/2 est connue pour etre induite lors de l'activation de DOPR, menant a 

une augmentation de la phosphorylation des proteines kinases ERK1 et ERK2 (BURT 

et al, 1996; FUKUDA e/ al, 1996). L'utilisation d'un anticorps reconnaissant les 

formes phosphoryl£es de ces kinases ERK1/2, suivi d'une detection des kinases 

ERK1/2 totales (phosphorylees ou non), permet revaluation de l'activation de cette 

voie, par rapport au controle, relative a la phosphorylation induite par les differents 

analogues synthetises. Cette analyse a ete effectuee sur des cellules DRGF11, qui 

expriment DOPR et aucun autre des recepteurs opioidergiques. Nous avons traite les 

cellules avec des concentrations croissantes d'analogues (1 nM, 10 nM, 100 nM et 1 

|iM) pour une duree fixe de 5 minutes, ou encore, selon une cin&ique (5, 10, 15, 30 et 

60 minutes) avec une concentration fixe de 100 nM ou de 10 ^M (selon le cas) des 

differents composes. L'61ectrophorese des prolines cytosoliques extraites de ces 

cellules traitees suivie du transfert sur une membrane de PVDF et de 

Pimmunobuvardage de type western permet la detection des proteines ERK1/2 

phosphorylees et totales, comme le montre la figure 16. 
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A 
Deltorphine II, 5 minutes Deltorphine II, 100 nM 

0 10"9 10"8 10"7 10"6 M 0 5 . 10 15 30 60min 

pERKl 
pERK2 m *»«»; 

pERKl pERK2 

ERK1 ERK2 

B 
Gly//PheLE B, 5 minutes Gly//PheLEB, 100 nM 

0 lO"9 lO"8 10"7 10"6M 0 5 10 15 30 60 min 
pERKl pERK2 

ERK1 
ERK2 

Figure 16. Analyse du niveau de phosphorylation des prolines kinases ERK1/2. 
Detection des proteines kinases ERK1/2 phosphorylees (pERKl/2) et totales 
(ERK1/2) par immunobuvardage de type western dont la revelation etait faite a l'aide 
d'un systeme ECL. 

A) Activation par la dlt II dependante de la concentration pour un traitement de 5 
minutes (gauche) et cinetique d'activation par un traitement a une concentration 
de 100 nM (droite). L'application de dlt II induit une augmentation transitoire 
(maximum a 5 minutes) de la phosphorylation des proteines kinases ERK1/2 de 
fa?on concentration-d^pendante (maximum k 10"6 M) 

B) Activation par le ligand Gly//PheLE B dependante de la concentration par un 
traitement de 5 minutes (gauche) et cin&ique d'activation par un traitement a une 
concentration de 100 nM (droite). L'application de Gly//PheLE B semble 
n'induire aucune augmentation des niveaux de phosphorylation, le resultat obtenu 
avec chacune des conditions de stimulation (concentrations et durees) ne montrant 
pas de differences avec les controles (0). 

Apres 5 minutes de stimulation, la dlt II entraine une phosphorylation des ERK1/2 

dependante de la concentration (Figure 16A; panneau de gauche). Cette augmentation 

des niveaux de phosphorylation de ERK1/2 par la dlt II k 100 nM est fonction du 
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temps, avec urn maximum de phosphorylation atteint apres 5 minutes de stimulation 

(Figure 16A; panneau de droite). A la Figure 16B est presente un exemple de resultat 

obtenu avec un des ligands (le Gly//PheLE B) qui semble incapable d'activer la voie 

ERK1/2. Dans ce cas, ni l'augmentation de la concentration ni la duree du traitement 

avec l'analogue n'ont d'effet sur les niveaux de phosphorylation des ERK1/2. 

Une analyse densitom&rique de l'intensite des bandes ERK1/2 phosphorylees (p-

ERK1/2) rapportee sur celle des bandes ERK1/2 totales permet d'evaluer de fafon 

semi-quantitative les taux d'augmentation de la phosphorylation. Ainsi, le graphique 

de la figure 17 presente les taux d'augmentation de la phosphorylation par rapport au 

contr61e (valeur relative fixee & 1) en fonction de la concentration du traitement 

applique aux cellules et ce, pour chacun des analogues testes. 
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Figure 17. Mesure de 1'augmentation du taux de phosphorylation des ERK1/2 en 
fonction de la concentration des analogues. Graphique des activations de la voie 
ERK1/2, dependantes de la concentration, obtenues par 1'application des ligands pour 
une duree de 5 minutes. Seul l'analogue Tyr//GlyLE presente une augmentation de la 
phosphorylation significative, comme le fait la dlt II. SignificativitS: * p < 0,05; *** p 
< 0,001; en comparaison aux cellules non traitees (0). Analyse statistique one-way 
ANOVA suivi d'un test de Dunnett. 

La figure 17 demontre qu'un seul des analogues synthases, le Tyr//GlyLE, 

semble posseder la capacite d'induire l'activation de la voie ERK1/2 aux memes 

concentrations que la dlt II. En effet, 1'analyse statistique confirme que 

1'augmentation de la phosphorylation des ERK1/2 est significative par rapport au 

controle (0) pour un traitement a 100 nM ainsi qu'a 1 [aM. Nous remarquons aussi 

que la dlt II possede un certain effet d'activation a partir de 10 nM, bien que cel led 
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ne soit pas statistiquement significative, alors que l'analogue Tyr//GlyLE ne semble 

avoir aucun effet avant 100 nM. Enfin, en ce qui concerne les autres analogues, meme 

une concentration de 1'ordre du micromolaire est insuffisante pour augmenter de 

fagon significative la phosphorylation des ERK1/2. D'autre part, la figure 18 presente 

le graphique des resultats de 1'analyse densitometrique des cinetiques d'activation 

avec une concentration de 100 nM. 

<10 
3 0 5 10 15 30 60 t5 
g Duree du traitement avec lOOnM de ligand (min) 
£ 

®DeltorphineII (n=3) • • Tyr//GlyLE (n=3) " Gly//GlyLE (n=3) 
• GlytfPheLE A (n=3) w Gly//PheLE B (n=3) •Phe//Leu A (n=3) 
*iPhe//Leu B (n=2) 

Figure 18. Mesure de l'augmentation du taux de phosphorylation des ERK1/2 en 
fonction de la duree du traitement avec 100 nM des analogues. Graphique des 
cinetiques d'activation de la voie ERK1/2 obtenues par l'application des analogues. 
L'analogue Tyr//Gly prdsente une augmentation de la phosphorylation qui semble 
transitoire (5 et 10 minutes) de la meme maniere que la dlt II. Significativite: ** p < 
0,01; *** p < 0,001; en comparaison aux cellules non traitees (0). Analyse statistique 
one-way ANOVA suivi d'un test de Dunnett. 
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Encore une fois, nos resultats indiquent que seul l'analogue Tyr//GlyLE augmente 

la phosphorylation ERK1/2 de fa?on comparable k ce qui est obtenu avec la dlt II, 

c'est-a-dire que cette activation semble transitoire, avec des niveaux d'augmentation 

significatifs pour im traitement de 5 minutes (dlt II) ou pour des durees de 5 et 10 

minutes (Tyr//GlyLE). Pour ce qui est des autres analogues, qui n'ont pas d'effet 

significatif h une concentration de 100 nM, nous avons tente des stimulations 

(cinetiques) avec une concentration de 10 jxM, et cela, puisque certains ligands 

semblaient tout de meme avoir certains effets d'augmentation des niveaux de 

phosphorylation des ERK1/2 (bien que non significatifs). 
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Figure 19. Mesure de 1'augmentation du taux de phosphorylation des ERK1/2 en 
fonction de la duree du traitement avec 10 JIM de certains analogues. Graphique 
des cinetiques d'activation de la voie ERK1/2 obtenues par l'application de certains 
analogues. Les analogues Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B presente une 
augmentation de la phosphorylation significative surtout pour un traitement de 10 
minutes. Significativite: * p < 0,05; ** p < 0,01; en comparaison aux cellules non 
traitees (0). Analyse statistique one-way ANOVA suivi d'un test de Dunnett. 

Ainsi, comme montre a la figure 19, les ligands Gly//PheLE A, Phe//Leu A et 

Phe//Leu B semblent induire une augmentation du taux de phosphorylation de fa^on 

significative, ayant leur maximum d'effet a 10 minutes, plutot qu'a 5 minutes comme 

la dlt II le fait. Quant k eux, les ligands Gly//GlyLE et Gly//PheLE B n'induisent 

aucune augmentation significative, ce qui confirme les resultats deja presentes aux 

figures 17 et 18. 
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Dans un deuxieme temps, afm de s'assurer que ces augmentations de la 

phosphorylation des ERK1/2 par l'analogue Tyr//GlyLE se font bien via DOPR, des 

essais avec 1'antagoniste comp6titif selectif pour DOPR, le NTI, ont ete effectu^s. 

Ainsi, le resultat d'immunobuvardage de la figure 20 montre bien que l'effet 

d'activation de cette voie par le Tyr//GlyLE est bloque par un pretraitement de 15 

minutes avec 10 p.M de NTI, tout comme l'effet de la dlt II peut l'etre. 

V .NT 

# / / / > # X 
^ # y y 

? / / / ^ # / 
pERKl 

<y 

mm^m pERK2 

ERK1 
ERK2 

Figure 20. Effet de I'antagoniste de DOPR, le NTI, sur la phosphorylation des 
ERK1/2 par l'analogue Tyr//GlyLE et la dlt II. Detection des proteines kinases 
ERK1/2 phosphorylees (pERKl/2) et totales (ERK1/2) par immunobuvardage de type 
western dont la revelation est faite a l'aide d'un systeme ECL. L'effet d'augmentation 
de la phosphorylation par l'analogue Tyr//GlyLE 100 nM (5 minutes) est inhibe par 
un pre traitement avec le NTI I O J I M (15 minutes), de la meme fa?on que L'est celui de 
la dlt n 100 nM (5 minutes). 

D'un autre c6te, la possibility que certains des autres analogues puissent etre des 

antagonistes de DOPR a aussi ete evaluee. A la Figure 21 A, nous observons qu'un 

pretraitement de 15 minutes avec 10 |iM du ligand Gly//GlyLE ne semble pas bloquer 

l'effet d'activation de 100 nM de dlt II, les niveaux de phosphorylation des ERK1/2 
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etant equivalents a ceux obtenus avec le traitement a la dlt II seule. La comparaison 

avec l'effet bloquant du pretraitement avec l'antagoniste NTI sur la reponse induite 

par la dlt II met en evidence cette observation. L'essai a aussi ete effectue avec les 

ligands Gly//PheLE A et Gly//PheLE B (figure 2IB). Dans ce cas, un traitement avec 

10 (iM de ces ligands semble activer legerement la phosphorylation des ERK1/2, si 

l'on compare a la situation controle. Malgre cela, aucun blocage de l'effet de la dlt II 

n'est observe, confirmant que ces ligands ne sont pas antagonistes de DOPR. 

s / / / 

# ^ v / Jf <f 

• ^ ^ ^ # ^ ^ 

^ # ^ # J? J? # y y 
& f f t # . f & ^ ^ , 

pERKl pERKl 

ERKl 
ERK2 

ERKl 
ERK2 

Figure 21. Effet d'un pretraitement de 10 jiM avec certains analogues sur la 
phosphorylation des ERK1/2 par la dlt II. Detection des proteines kinases ERK1/2 
phosphoryiees (pERKl/2) et totales (ERK1/2) par immunobuvardage de type western 
dont la revelation est faite a l'aide d'un systeme de chimiluminescence (ECL). Effets 
de pre traitements avec les analogues Gly//GlyLE (A), Gly//PheLE A et Gly//PheLE 
B (B) sur 1'augmentation de la phosphorylation par la dlt II, en comparaison avec 
l'effet d'inhibition de l'antagoniste NTI. L'analogue Gly//GlyLE ne bloque pas l'effet 
d'augmentation de la phosphorylation de la dlt II. Les analogues Gly//PheLE A et 
Gly//PheLE B semble avoir un certain effet sur 1'augmentation de la phosphorylation 
de la dlt II. D'ailleurs, une augmentation de la phosphorylation est observee avec ces 
ligands utilises a une concentration de 10 JIM. 
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4.4 Effet sur un courant potassique 

Afin de parvenir a bloquer la conduction neuronale et done a produire un effet 

antidouleur, les opiaces, par la liaison a leurs recepteurs, ont la capacite de moduler 

differents courants ioniques neuronaux, agissant ainsi sur la generation de potentiel 

d'action et/ou sur la liberation de neurotransmetteurs. Entre autres et comme 

mentionne dans 1'introduction, il est connu que l'activation de DOPR mene a 

1'inhibition d'un courant cationique entrant, le courant Ih (INGRAM et WILLIAMS, 

1994). Ainsi, nous nous sommes d'abord interesses a ce courant et bien que nous 

ayons ete capables de l'enregistrer au niveau des neurones de DRG (culture primaire) 

au depart, d'importantes difficultes h obtenir une jonction etanche puis a la maintenir 

assez longtemps pour permettre l'enregistrement du courant nous ont ensuite mene 

vers un autre modele cellulaire. Nous avons done applique la technique de patch 

clamp sur les cellules DRGF 11/DOPR-GFP, avec lesquelles nous avons aussi 

rencontre d'importantes difficultes. Enfin, e'est avec les cellules GH3/DOPR que 

nous avons reussi a maintenir des jonctions etanches assez longtemps pour permettre 

l'enregistrement d'un courant. Malheureusement, le courant que nous voulions 

evaluer au depart, soit le courant Ih, n'etait que tres rarement present dans ces cellules 

et etait d'une trop faible amplitude lorsqu'on le trouvait. Nous avons done decide 

d'enregistrer un courant d'une plus grande amplitude dans ces cellules. C'est en 

mesurant un courant potassique sortant global que nous avons evalue l'effet d'un des 

ligands synthetises, le Tyr//GlyLE, en comparaison avec celui de la dlt II. Les 

experimentations de voltage clamp en configuration cellule entiere on. ete faits avec 



des milieux extracellulaires et intracellulaires (intrapipettes) ne bloquant aucun 

courant, un courant potassique sortant global stimule par depolarisation etait ainsi 

enregistre. En effet, suite a la formation de la jonction etanche entre la pipette 

d'enregistrement et la cellule, un potentiel de membrane de -80 mV etait impose. Un 

protocole de depolarisation ou le potentiel applique passait de -80 mV a +60 mV 

permettait Penregistrement d'un courant potassique sortant. La figure 22 presente des 

exemples de ce courant enregistre avant (controle) et suivant l'ajout de 1 |iM de dlt II 

(en A) ou d'analogue Tyr//GlyLE (en B) dans le milieu extracellulaire. 

73 



A Controle Dlt II1 pM 

B 
Controle 

< a. o o in 

100 ms 

Tyr//GlyLE 1 îM 

Figure 22. Modulation d'un courant potassique sortant global active par 
depolarisation (-80 mV a +60 mV) par l'application de dlt II et de l'analogue 
Tyr//GlyLE. L'application de 1 |xM de dlt II (A) ou de 1 jiM de l'analogue 
Tyr//GlyLE (B) induit une diminution du courant potassique sortant global enregistre. 

II est possible de constater que lors de ces 2 experimentations, la dlt II ainsi que 

l'analogue Tyr//GlyLE ont tous les deux induit une diminution du courant potassique 

enregistre. En effet, dans ces deux cas, les courants enregistres suite a l'application de 
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dlt II et de Tyr//GlyLE etaient respectivement diminues de 17 % et 18 % par rapport 

aux courants enregistres en condition controle. Le tableau 4 presente un resume des 

effets obtenus sur ce courant potassique suite a 1'application de differentes 

concentrations de dlt II ou de ligand Tyr//GlyLE. 

Effets obtenus Nambre de 
cellules 

Ligands 
(c on c entr ation s) 

Dlt 11(500 nM) 

Dlt 11(1 pM) 

Dlt 11(10 pM) 

Tyr//GlyLE (500 nM) 

Tyr//GlyLE (1 \iM) 

Tyr//GlyLE (10 (iM) 

Tableau 4. Ensemble des effets de la dlt II et de l'analogue Tyr//GlyLE sur un 
courant potassique sortant global. Bien que differents effets aient ete obtenus selon 
la cellule testee et les differentes concentrations appliquees, la dlt II et le ligand 
Tyr//GlyLE semblent avoir eu des effets comparables sur ce courant potassique. 

Diminution 24,3 ± 1,2 % 2 

Diminution 15,3 ± 4,7 % 8 

Augmentation 12,1 ± 6,1 % 2 

Diminution 23,5 ± 3,5 % 2 

Augmentation 13,9 % 1 

Diminution 12,6 ± 8,2 % 5 

Augmentation 11,7% 1 

Diminution 19,8 ± 10,2% 4 

Augmentation 7,7 ±4,9 % 2 

Aucun effet 1 

Diminution 7,9 % 1 

Ainsi, nos resultats indiquent que, en fonction des cellules testees et des 

concentrations ajoutees, l'effet obtenu peut etre une diminution ou une augmentation 

du courant potassique sortant global. L'effet le plus souvent observe (i.e. avec le plus 

grand nombre de cellules) consiste en une diminution, et ce, autant avec l'application 
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de dlt II qu'avec celle de ligand Tyr//GlyLE. Ainsi, le ligand Tyr//GlyLE semble 

pouvoir induire les memes effets que ceux. induits par la dlt II sur un courant 

potassique sortant global. 

4.5 Inhibition de la conversion de l'ATP en AMPc 

Comme mentionne precedemment, l'activation des recepteurs couples aux 

proteines Gi, dont DOPR, mene h l'inhibition de I'adenylyl cyclase et done, a une 

diminution de la conversion de l'ATP intracellulaire en AMPc (COSTA et al., 1985). 

Par l'incubation des cellules GH3/DOPR avec un exc&s d'adenine tritiee ( H-

adenine), les sources cellulaires de nucleotides ATP sont marquees au tritium et la 

conversion de l'ATP en AMPc peut etre suivie. La stimulation des cellules avec les 

ligands & tester a permis la determination du degre d'inhibition, via l'activation de 

DOPR, de cette conversion de l'ATP en AMPc stimulee par la forskoline, activateur 

direct de I'adenylyl cyclase. Ce test in vitro represente une manidre quantitative et 

trfes sensible d'evaluer les differents ligands a tester pom- leur capacite a activer 

DOPR. Jusqu'a maintenant, un des analogues ainsi que la dlt II ont ete testes. La 

figure 23 presente le graphique du pourcentage relatif de conversion de 1'3H-ATP en 
3H-AMPc par la forskoline en fonction de la concentration de ligand DOPR ajoutee. 
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Figure 23. Mesure de 1'inhibition de la conversion de 1'3H-ATP en H-AMPc de 
la dlt II et de l'analogue Tyr//GlyLE. Courbe representant la diminution de la 
conversion de l'ATP en AMPc induite par la forskoline en fonction de la 
concentration de ligand de DOPR ajoute. La dlt II et l'analogue Tyr//GlyLE peuvent 
induire une diminution du poureentage relatif de conversion de fa^on comparable, (n 
= 2) 

Par les courbes obtenues, bien que les variations soient importantes pour chaque 

duplicata, nous observons que la dlt II et l'analogue Tyr//GlyLE ont le pouvoir de 

diminuer les taux de conversion de l'ATP en AMPc induits par la forskoline, et ce, de 

fagon comparable. Par ces courbes, il est ensuite possible de determiner une valeur de 

IC50, e'est-a-dire la concentration pour laquelle 50 % de la conversion est inhibee. 

Cette determination a ete realisee a l'aide du logiciel SigmaPlot. Les valeurs d'ICso 
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obtenues pour chacun des essais realises jusqu'a maintenant avec la dlt II (56.7 et 

0.049 nM) et l'analogue Tyr//GlyLE (1.2 et 38.7 nM) indiquent des ecarts importants 

entre les 2 essais effectues avec chacun des ligands. tout comme le laissaient croire 

les erreurs standards des courbes de la figure 23. Ces resultats ne permettent done pas 

la determination d'une valeur d'IC5o qui soit fiable. 

4.6 Effet antihyperalgSsique 

Le but premier de concevoir, de synthetiser et enfin, de caracteriser de nouveaux 

ligands susceptibles de lier DOPR etant la recherche de nouveaux composes 

antidouleurs, l'etape suivant revaluation in vitro consiste a revaluation in vivo sur un 

modele animal de douleur. Ainsi, un modele d'inflammation sub-chronique (72 

heures) chez le rat a permis revaluation de l'effet anti-hyperalgesique d'un des 

analogues au moyen de la methode de Hargreaves. Trois (3) animaux ont ete testes 

pour l'injection de vehicule. Le vehicule dans lequel est dissout le ligand Tyr//GlyLE 

consiste en une solution de saline contenant 0.7 % de DMSO. Six (6) animaux ont ete 

testes pour chacune des injections de Tyr//GlyLE, saline (vehicule de la dlt II) et dlt 

II. La figure 24 montre le graphique du temps de retrait de la patte ipsilaterale 

(inflammee) en fonction du temps suivant l'injection intrathecale (vehicule / saline / 

ligand). Les valeurs pre CFA constituent les mesures prises avant 1'induction de 

1'inflammation par l'injection de CFA (adjuvant complet de Freund) dans la patte 

ipsilaterale. Les valeurs au temps 0 constituent les mesures prises 72 heures apres 



l'induction de 1'inflammation, mais avant l'injection intrathecal des vehicule / saline 

/ ligands. 

Temps apres l'injection de vehicule / ligand / saline (min) 

Figure 24. Mesure de l'effet antihyperalgesique de la dlt II et de l'analogue 
Tyr//GlyLE. Graphique montrant le temps de retrait de la patte ipsilaterale en 
fonction du temps suivant l'injection intrathecal. Le temps de retrait au temps 0 
etant diminue demontre l'induction d'une hyperalgesia dans la patte ipsilaterale. 
Contrairement aux injections de vehicule et de saline, l'injection de l'analogue 
Tyr//GlyLE et de dlt II induisent un effet antihyperalgesique transitoire (15 minutes 
suivant l'injection), les temps de retrait de la patte etant comparables aux temps 
obtenus en condition normaie (pre CFA). Significativite: *** p < 0,001; en 
comparaison avec l'injection de saline. Analyse statistique two-way ANOVA suivi 
d'un test de Bonferroni. 

D'abord, nous observons que le temps de retrait de la patte au temps 0 est diminue 

d'environ de moitie par rapport au temps de retrait en condition normaie, c'est-a-dire 

au temps « pre CFA », ce qui indique qu'une hyperalgesie s'est bien developpee dans 

la patte ipsilaterale. Pour chacune des conditions, des mesures de la patte 
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controlaterale etaient aussi prises, les temps de retrait ne variant pas de fafon 

significative en comparaison avec la condition pre CFA (resultats non montres). 

L'injection du vehicule de l'analogue Tyr//GlyLE, pas plus que l'injection de saline, 

n'induisent d'effet antihyperalg&sique, les temps de retrait de la patte suivant leur 

injection n'etant pas significativement differents de ceux au temps 0. D'autre part, 

puisque les temps de retrait de la patte suite a l'injection (15 minutes) de dlt II et de 

l'analogue Tyr//GlyLE sont significativement augmentes par rapport h ceux obtenus 

pour l'injection de saline, cela indique que ces deux ligands, agonistes de DOPR, ont 

eu des effets antihyperalgesiques. Ces effets sont transitoires, les temps de retrait de 

la patte n'etant plus significativement differents de ceux de l'injection de saline pour 

les temps 30, 45 et 60 minutes suivant l'injection des ligands. 
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5 DISCUSSION 

Etant des molecules endogenes possedant une bonne affinite pour DOPR, les 

enkephalines represented une alternative interessante k l'utilisation des derives de la 

morphine pour le traitement de la douleur chronique. C'est dans cette optique qu'en 

collaboration avec le laboratoire de chimie du Pr Yves Dory, nous avons procede a la 

conception et a la synthase de peptidomimetiques, analogues de la leu-enkephaline 

(LE). La LE consiste en un petit peptide possedant un caractere fortement hydrophile 

et etant tres instable face k la degradation par les peptidases. Afin d'arriver k 

ameiiorer ses proprietes pharmacocinetiques, nous avons procede au remplacement 

systematique de chacun des liens amides de la LE par un groupement alcene (double 

lien C=C), qui est plus lipophile et plus stable face k la degradation par les peptidases. 

Bien que certaines modifications des enkephalines aient ete etudiees par le passe, 

nous sommes les premiers a etudier la presence du groupement alcene pour chacun 

des 4 liens peptidiques de la LE. Ce remplacement systematique aura permis de 

definir 1'importance de chacun des 4 liens amides de la LE. En effet, la formation de 

ponts hydrogene intra- ou intermoieculaires par le lien amide n'est plus possible 

lorsque celui-ci est remplace par un groupement alcene. L'objectif de ce projet etait 

de caracteriser cette serie d'analogues enkephalinergiques. Brievement, les resultats 

indiquent que seul le ler lien amide ne semble pas important au maintien de la liaison 

de la LE sur DOPR ainsi qu'au maintien de sa capacite d'activation du recepteur. 

Ainsi, pour la premiere fois, cette etude aura permis de confirmer l'importance de 3 
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des 4 liens amides de la LE pour sa liaison a DOPR, et consequemment, pour sa 

capacity a l'activer. 

5.1 Affinite pour DOPR et hypotheses emises 

La premidre etape de la caracterisation in vitro des analogues enkephalinergiques 

congus et synthetises avec cette strategie de remplacement systematique des liens 

peptidiques (amides) de la LE consistait en la mesure de leur capacite de liaison, 

appeiee affinite, sur DOPR, recepteur auquel nous nous interessons et pour lequel les 

enkephalines possedent une bonne affinite. Des essais de liaison par competition ont 

permis la determination d'une valeur de Ki, indice de l'affinite des analogues pour 

DOPR. Ainsi, plus les valeurs de Ki sont petites, plus la concentration necessaire au 

deplacement de la 3H-dlt II est faible et done, meilleure est l'affinite du ligand teste 

pour DOPR. A la lumiere de ces mesures de Ki obtenues avec les 6 analogues, il est 

alors possible de discuter de 1'importance de chacun des liens amides de la LE pour 

sa liaison sur DOPR. Le schema de la figure 25 presente nos hypotheses suite aux 

resultats que nous avons obtenus. 
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Figure 25. Schema des hypotheses concernant les ponts hydrogenes intra- et 
intermoleculaire, decoulant des valeurs de Ki obtenues avec les analogues. Nos 
resultats suggerent que 1) la conformation en tournant stabilisee par un pont 
hydrogene intramoleculaire entre le premier et le troisieme lien amide ne doit pas etre 
essentiel a la liaison de la LE sur DOPR; 2) le premier hen amide ne forme pas de 
pont hydrogene intermoleculaire essentiel a la liaison de la LE sur DOPR; 3) la 
conformation en tournant b formee par un pont hydrogene intramoleculaire entre le 
deuxieme et le quatrieme lien amide est possible; et 4) la presence de ponts 
hydrogene entre les deuxieme, troisieme et quatrieme hens amides et DOPR n'est pas 
impossible. N.B. Pour des fins de simplification, la LE et DOPR ne sont pas a 
l'echelle un par rapport a l'autre. 

D'abord, pour l'analogue Tyr//GlyLE une valeur de Ki tr6s proche de celle 

obtenue avec la LE a ete obtenue. Ainsi, la substitution du premier hen amide par un 

alcene ne semble pas avoir altere 1'affinite de l'enkephaline pour DOPR. Comme 

mentionne dans 1'introduction, les liens amides ont la capacite de former des liaisons 

non covalentes de types ponts hydrogene soit avec le recepteur, lui permettant de s'y 

lier, ou encore, avec la molecule elle-meme, lui permettant d'adopter une 

conformation active. Or, puisque 1'alcene ne permet pas la formation de ce type de 

liaison et que l'affinite de l'analogue Tyr//GlyLE n'est pas alteree malgre tout, il est 

possible de deduire que ce premier lien amide de la LE ne semble pas participer a la 

formation de ponts hydrogene, du moins de ponts hydrogene essentiels a la liaison au 
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recepteur. Ce r£sultat est d'ailleurs en accord avec celui d'une 6quipe qui s'est aussi 

interess£ au remplacement de ce lien amide par un double lien C=C (HANN et al, 

1982). Les valeurs d'IC5o obtenues suite aux essais de liaison par competition 

effectu£s par les auteurs sont respectivement de 3 et 1 nM pour la LE et le 

Tyr//GlyLE, alors que nos valeurs de Ki sont respectivement de 7.8 et 15.3 nM pour 

la LE et le Tyr//GlyLE. 

Cependant, en ce qui concerne l'analogue Gly//GlyLE, la valeur de Ki obtenue 

montre qu'il poss&de plus que 100 fois moins d'affinite pour DOPR que la LE, ce qui 

indique que la presence du deuxieme lien amide de la LE est tres importante pour la 

liaison du ligand sur DOPR. Cette substitution a aussi fait l'objet d'une etude 

anterieure et nos resultats sont en accord avec les donnees obtenues par Cox et 

collaborateurs (COX et al, 1980). Ce resultat suggere la possibility de l'existence 

d'un pont hydrogene intramoieculaire entre l'atome d'oxygene (accepteur) de ce 

deuxieme lien amide et l'atome d'azote (donneur) du quatrieme lien amide, comme 

d6jk propose, pour que la LE adopte une conformation secondaire de type tournant p, 

lui permettant d'etre active envers DOPR (voir figure 25). Toutefois, il n'est pas non 

plus impossible que ce lien intramoieculaire ne soit pas essentiel, mais que ce soit 

plutot une liaison intermoieculaire entre l'oxygene ou l'azote de ce deuxieme lien 

amide et DOPR qui soit essentiel k la liaison de la LE au recepteur. Enfin, chaque lien 

amide pouvant former 2 ponts hydrogene, il est aussi possible que cette substitution 

avec un alcdne entraine k la fois la perte de liaisons intra- et intermoieculaire. 

84 



Par la suite, pour ce qui est des analogues Gly//PheLE A et B, il est d'abord 

possible de constater une grande difference entre les valeurs de Ki de ces 2 

diastereoisomeres. En effet, alors que l'analogue Gly//PheLE A possede environ 100 

fois moins d'affinite que la LE envers DOPR, l'analogue Gly//PheLE B en a presque 

1000 fois moins. Ainsi, il est possible de deduire que cette difference d'affinite de 10 

fois est due a leur difference de chiralite (stereochimies D et L), etant la seule 

difference entre les deux analogues. A ce sujet, ces modifications de chiralites pour 

chacun des residus de la LE ont deja ete experimentees par le passe et il avait alors 

ete constate que la LE possedant un residu Phe de stereochimie D avait presque 100 

fois moins d'affinite pour les recepteurs opioi'dergiques que celle possedant un residu 

Phe de stereochimie naturelle L (BEDDELL et al, 1977). En plus de confirmer cette 

difference d'affinite que nous avons obtenue, ces resultats nous permettent d'emettre 

l'hypothese que notre analogue Gly//PheLE A possederait un residu Phe de 

stereochimie L et que l'analogue Gly//PheLE B possederait un residu Phe de 

stereochimie D. Nous avons comme prochain objectif de determiner la stereochimie 

de chacun de ces composes au moyen de la cristallographie. D'autre part, la baisse 

d'affinite pour DOPR en comparaison avec la LE, et ce, pour les deux analogues, 

permet de confirmer que le troisieme lien amide de la LE est important pour sa liaison 

sur DOPR. L'importance de ce lien amide entre les residus Gly et Phe avait d'ailleurs 

ete confirmee au moyen de cette substitution par un alcene, mais a l'interieur 

d'autres peptides ayant de l'affinite pour DOPR (TOURWE et al, 1992). Selon le 

schema presente a la figure 11, a gauche, ce troisieme lien amide pourrait former une 

liaison intramoieculaire avec le premier lien amide, son groupement .NH etant le 



donneur du pont hydrogene. Or, puisque notre analogue Tyr//GlyLE ne montre pas de 

perte d'affinite marquee, nous pensons que ce pont hydrogene intramoleculaire est 

moins probable et qu'il est davantage possible que le troisieme lien amide de la LE 

soit plutot important pour sa participation a une liaison intermoleculaire avec DOPR. 

Enfin, en ce qui concerne les analogues Phe//Leu A et B, bien que beaucoup 

moins importante, il existe encore une difference entre les valeurs de Ki des 2 

diastereoisomdres, l'analogue Phe//Leu B possedant une meilleure affinite pour 

DOPR que le Phe//Leu A, d'environ 1.5 fois. Encore une fois, ces resultats sont en 

accord avec ceux de Beddell et ses collaborateurs (BEDDELL et al, 1977), la LE 

contenant le residu Leu en stereochimie L ayant environ 2 fois plus d'affinite pour les 

recepteurs opioidergiques que celle contenant le residu Leu en stereochimie D. Ainsi, 

nous pouvons en deduire que notre analogue Phe//Leu A serait de stereochimie D et 

que l'analogue Phe//Leu B serait plutot de stereochimie L. Comme dans le cas 

precedent, nous devrons confirmer cette hypothese k l'aide de la cristallographie. En 

comparaison avec 1'affinite obtenue avec la LE, les analogues Phe//Leu A et B 

possedent environ 30 fois et 20 fois moins d'affinite pour DOPR, respectivement, et 

bien que faible, cette baisse d'affinite indique 1'importance du quatrieme lien amide 

de la LE pour sa liaison sur DOPR. A notre connaissance, aucune autre etude ne 

s'etait jusqu'ici interessee directement &1'importance de ce lien amide, que ce soit au 

niveau des enkephalines ou d'autres peptides s'y apparentant. En lien avec le resultat 

obtenu avec l'analogue Gly//GlyLE, nous pouvons deduire qu'il est fort possible que 

l'atome d'azote du quatrieme lien amide puisse former un pont hydrogene avec 

l'atome d'oxygene du deuxieme lien amide de la LE (voir figure 25). Comme nous 
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1'avons deja mentionne pour le cas de l'analogue Gly//GlyLE, il n'est pas impossible 

que ce soit plutot un lien intermoleculaire entre le quatrieme lien amide et DOPR qui 

soit perdu lors de cette substitution par un alcene. Alternativement, il peut aussi y 

avoir eu a la fois perte de liaisons intra- et intermoleculaire. 

En resume, nous pouvons suggerer que 1) la presence d'un pont hydrogene entre 

le premier et le troisieme lien amide retrouve dans le cristal de la LE libre ne semble 

pas essentielle au maintien d'une conformation propice a sa liaison avec DOPR; 2) 

des ponts hydrogene intermoieculaires entre le premier lien amide et DOPR ne soit 

pas essentiels a une bonne liaison de la LE a celui-ci; 3) il est possible que la presence 

d'un pont hydrogene entre le deuxieme et le quatrieme lien amide soit essentiel a la 

liaison de la LE avec DOPR; et 4) il se peut que les deuxieme, troisieme et quatrieme 

liens amides forment des ponts hydrogene avec DOPR essentiels pour que la LE se lie 

k ce dernier. Bien que le cristal libre de la LE, c'est-^-dire en l'absence du recepteur, 

indique la presence d'un tournant p, la conformation que prend le ligand a l'interieur 

de DOPR n'est pas connue. A ce stade, il est difficile d'eiiminer les nombreuses 

possibilites. 

Afin de pouvoir mieux comprendre les interactions importantes a la liaison de la 

LE sur DOPR, nous avons prevu tester d'autres modifications sur la LE. Entre autres, 

nous envisageons remplacer systematiquement les liens amides par un groupement 

1,2,3-triazole, un groupement ester, ou un groupement N-methyl amide qui possedent 

tous la capacite d'accepter un pont hydrogene sans avoir la capacite d'etre donneur. 

Ainsi, ces modifications, combineess aux resultats dej& obtenus, nous permettront, par 



deduction, de distinguer l'importance des pouvoirs accepteur et donneur de ponts 

hydrogene de chacun des liens amides de la LE pour sa liaison a DOPR. 

Finalement, bien qu'elle nous soit fort utile pour nous donner des indices de 

l'importance de chacun des liens amides de la LE, cette mesure de l'affinite des 

analogues pour DOPR nous donne seulement une indication sur leur capacity de 

liaison^ mais aucune sur leur capacite d'activation de DOPR et done sur le caractere 

agoniste ou antagoniste de chacun d'eux. 

5.2 Evaluation de l'activite in vitro 

Lors de experimentations ayant menees a ce memoire, l'activite des analogues 

etait toujours compare h celle de la dlt II, ligand de DOPR utilise au laboratoire. 

Cependant, il sera bien stir interessant d'effectuer ces experimentations avec la LE 

afin de comparer l'activite des analogues avec celle de la molecule naturelle. Comme 

on pourrait s'y attendre d'apres les resultats d'affinite de la LE pour DOPR, l'activite 

de la LE dans les differents essais doit etre comparable a celle de la dlt II. D'ailleurs, 

revaluation de la phosphorylation des ERK1/2 de la figure 20 le montre bien. 

5.2.1 Intemalisation de DOPR-GFP 

Un des moyens de proceder h revaluation de la capacite d'activation de DOPR 

par les analogues consiste en la mesure de la capacite d'intemalisation du recepteur, 

et ce, puisqu'il est connu que la majorite des agonistes de DOPR induisent son 



intemalisation (PEI et al., 1995). Par un modele cellulaire dans lequel DOPR est 

couple a une proline fluorescente GFP, il -nous etait possible de suivre le 

deplacement du recepteur en temps reel et. done de verifier cette capacite 

d'intemalisation suite a l'ajout de chacun des analogues. Par les resultats obtenus, il 

est possible de constater que pour ces analogues, cette mesure de la capacite 

d'intemalisation de DOPR-GFP, indice de l'activation de ce dernier, correie bien 

avec la valeur de Ki obtenu dans les essais de liaison. II peut sembler logique que 

cette capacity d'activation d'un ligand soit proportionnelle k sa capacite de liaison au 

recepteur, mais dans le cas d'un agoniste partiel ou d'un antagoniste, le ligand peut 

possdder une excellente affinite pour son recepteur sans toutefois pouvoir l'activer. 

Inversement, il est certain que si un ligand possede peu d'affinite pour un recepteur, il 

faudra une plus grande quantite du ligand pour arriver a l'activer. Ainsi, avec une 

concentration de 100 nM, seul l'analogue Tyr//GlyLE est capable d'induire 

1'intemalisation de DOPR-GFP comme le fait la dlt II, d'ailleurs, e'est effectivement 

le seul dont la valeur de Ki etait inferieure h 100 nM. Par la suite, avec une 

concentration de 10 p.M, l'analogue Phe//Leu B induit une intemalisation equivalente 

h ce qui est obtenu avec la dlt II 100 nM, tandis que les analogues Gly//PheLE A et 

Phe//Leu A sont capables d'induire une certaine intemalisation compietee avec l'ajout 

de dlt II. L'analogue Phe//Leu B possede effectivement une meilleure affinite pour 

DOPR que les analogues Gly//PheLE A et Phe//Leu A. Cette mesure de la capacite 

d'intemalisation n'etant que qualitative, cela pourrait expliquer que nous 

n'observions pas de difference de reponses entre les analogues Gly//PheLE A et 

Phe//Leu A malgre qu'ils aient des valeurs de Ki assez differentes: Enfin, en ce qui 



concerne les analogues Gly//GlyLE et Gly//PheLE B, qui possedent d'ailleurs les 

moins bonnes affinites pour DOPR de l'ensemble des composes etudies, ils etaient 

incapables de faire internaliser DOPR-GFP meme avec une concentration de 10 fiM. 

L'ajout de cette concentration n'empechait pas l'internalisation subsequente par une 

concentration de 100 nM de dlt II, ce qui confirme qu'ils ne possedent pas d'activite 

antagoniste. Ces resultats nous indiquent que, d'apres la capacity d'internalisation de 

DOPR-GFP, les analogues Tyr//GlyLE, Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B 

possedent un caractere agoniste pour DOPR. De leur cote, comme on pouvait s'y 

attendre vu qu'ils ne possedent pas d'affinite pour DOPR (Ki de l'ordre du |iM ou 

presque) les analogues Gly//GlyLE et Gly//PheLE B ne semblent ni etre agoniste, ni 

antagoniste de DOPR. 

5.2.2 Activation de la voie des MAP kinases ERK1/2 

Puisque differentes voies peuvent etre reguiees par l'activation de DOPR, il est 

interessant de verifier la capacite d'activation de DOPR des analogues au moyen de 

differents essais in vitro. Ainsi, en plus de la verification de leur capacite 

d'internalisation de DOPR-GFP, leur capacite d'activation de la voie des MAP 

kinases ERK1/2 a ete verifiee. C'est en fait la mesure du taux d'augmentation de la 

phosphorylation des proteines kinases ERK1/2 dans les cellules DRGF11/DOPR-GFP 

qui a permis cette verification. Comme c'etait le cas avec la mesure de la capacite 

d'internalisation, nos resultats montrent qu'il y a correlation avec 1'affinite mesuree 

des analogues pour DOPR. En effet, une premiere mesure concentration-dependante 



(1 nM a 1 |iM) nous indique encore une fois que seul l'analogue Tyr//GlyLE induit 

une augmentation significative de la phosphorylation des proteines kinases ERK1/2, 

comme le fait la dlt II, et done, qu'il possede aussi un caractere agoniste pour DOPR 

pour cette voie d'activation. Aussi, avec une mesure. en cinetique, l'analogue 

Tyr//GlyLE active la voie ERK1/2 de fa?on transitoire, ayant des augmentations de la 

phosphorylation significatives a 5 et 10 minutes seulement. De plus, des essais avec 

l'antagoniste NTI nous ont permis de supposer que l'analogue Tyr//GlyLE devait lier 

et interagir avec DOPR de la meme fa?on que la dlt n, du moins, de fa?on a ce qu'un 

pretraitement avec le NTI puisse bloquer son effet, comme c'est le cas pour la dlt II. 

Afin de poursuivre de la meme mantere que dans Evaluation de la capacite 

d'internalisation, des essais avec les autres analogues h une concentration de 10 pM 

ont 6te effectues en cinetique. Comme pour l'internalisation, les analogues 

Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B etaient capables d'activer cette voie 

ERK1/2, et done peuvent etre considers comme des agonistes de DOPR, alors que 

les analogues Gly//GlyLE et Gly//PheLE B en etaient incapables et ne semblent done 

pas etre agonistes. Aussi, il etait interessant d'observer que l'activation maximale se 

faisait a 10 minutes pour les 3 analogues, plutot qu'a 5 minutes comme c'est le cas 

pour la dlt II. A notre connaissance, le peu de litterature au sujet de la cinetique 

d'activation de cette voie ERK1/2 par l'activation de DOPR montre un maximum a 5 

minutes. Avec un maximum d'activation a 10 minutes, l'activation peut encore etre 

consideree comme etant transitoire. Enfin, en ce qui concerne les analogues 

Gly//GlyLE et Gly//PheLE B, un pretraitement avec ceux-ci ne bloque pas l'effet de 

la dlt II sur cette voie. Nous pouvons done affirmer qu'ils n'agissent pas en tant 



qu'antagoniste, comme il nous a ete 

P intemalisation. 

possible de le deduire dans le cas de 

5.2.3 Effet sur un courant potassique 

Afin de reduire la sensation de douleuir, les ligands opioi'dergiques via leur 

recepteurs sont connus pour moduler l'activite de differents courants ioniques des 

neurones, ceci ayant pour resultante de diminuer la conduction neuronale et done le 

transport de P information nociceptive. II est done fort interessant d'evaluer la 

capacity des analogues a induire la modulation d'un de ces courants. Les cellules 

GH3/DOPR nous ont servi de module pour ces essais et nous avons regarde au niveau 

d'un courant potassique sortant global. Bien que nous ayons observe une diminution 

du courant pour un plus grand nombre de cellules, des effets contradictoires ont ete 

obtenus selon la cellule testee. Bien sur, l'etat physiologique des cellules pouvant 

varier d'une cellule h 1'autre, cela avait probablement une influence sur les resultats 

obtenus. A notre connaissance, peu d'etudes concernent la regulation d'un courant 

potassique de ce type par des ligands de DOPR. Une dquipe Pa etudi£ au niveau des 

cellules DRF11 et ils avaient pu observer un effet biphasique selon la concentration 

de ligands utilisee (FAN et CRAIN, 1995). Malheureusement, dans notre cas, la 

variability des effets observes ne correie pas avec les concentrations utilisees. 

Cependant, nous pouvons £mettre la meme hypothese que Fan et ses collaborateurs 

avaient emise voulant que DOPR puisse etre couple a plus d'un type de proteines G. 

De plus, par d'autres essais effectues dans ces cellules GH3/DOPR, une des 



etudiantes du laboratoire avait observe que, contrairement a ce qui se passe au niveau 

des DRGF 11/DOPR-GFP, une diminution de la phosphorylation des proteines 

kinases ERK1/2 etait induite par l'ajout de dlt II. Ce resultat est presente a la figure 

26 qui montre la detection des proteines kinases ERK1/2 phosphorylees (pERKl/2) 

suivant la stimulation (cinetique d'activation) des cellules GH3/DOPR avec 100 nM 

de dlt II. 

Deltorphine II, 100 nM 

0 1 5 10 30 60 min 

Figure 26. Analyse du niveau de phosphorylation des prolines kinases ERK1/2 
dans des cellules GH3/DOPR, suivant une stimulation avec 100 nM de dlt II. 
Contrairement a ce qui est obtenu dans des cellules DRGF 11/DOPR-GFP, une 
diminution transitoire de la phosphorylation des ERK1/2 est induite par l'ajout de dlt 
II. Resultats obtenus par Helfene Beaudry, etudiante au doctorat dans le laboratoire du 
Pr Louis Gendron. 

Ceci nous laisse croire qu'un couplage anormal et qu'une machinerie cellulaire 

differente existent au niveau de ces cellules. D'ailleurs, les resultats de l'inhibition de 

la conversion de l'ATP en AMPc, discut6s plus loin, viennent aussi appuyer cette 

hypoth&se. Malgre tout, puisque l'analogue Tyr//GlyLE d6montrait les memes effets 

que la dlt II sur ce courant potassique, ces donnees soutiennent les autres resultats sur 

l'activation de DOPR voulant que {'analogue Tyr//GlyLE soit bien un agoniste de ce 

recepteur. 
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5.2.4 Inhibition de la conversion de l'ATP en AMPc 

Sachant que l'inhibition de l'adenylyl cyclase par l'activation des GPCRs couples 

& la proteine Gi est l'un des mecanismes les mieux conrius, nous considerions 

essentiel de faire la mesure de cette inhibition, et ce, par la mesure de l'inhibition de 

la conversion de l'ATP en AMPc. D'autre part, en plus d'etre quantitative, la 

technique utilisee pour mesurer cette conversion est tres sensible, permettant une 

comparaison precise et quantitative de l'effet des analogues avec celui de la dlt II et 

de la LE. Jusqu'a maintenant tres peu d'essais ont ete faits et les premiers resultats 

obtenus nous ont quelque peu embetes. En effet, le grand ecart existant entre les 2 

valeurs d'IC5o obtenues pour le duplicata de chacun des ligands testes (dlt II et 

Tyr//GlyLE) nous font douter de notre methode, ou plutot de 1'efficacite du couplage 

DOPR-Gi dans le modele cellulaire utilise. En s'attardant de plus pres a nos resultats, 

nous pouvons observer que les taux de conversion obtenus sans l'ajout de ligand, 

c'est-a-dire par l'activation de l'adenylyl cyclase par 1 pM de forskoline, sont tres 

bas (moyenne de 0,5 % pour les 4 essais) en comparaison a ce qui est obtenu dans un 

autre module cellulaire utilise au laboratoire. Nous savons maintenant que ce n'est 

pas notre methode en soi qui est la cause d'une si faible stimulation de la conversion 

de l'ATP en AMPc puisqu'un etudiant du laboratoire arrive a des taux de conversion 

plus importants (environ 3 % de conversion) avec la meme methode, mais en utilisant 

un autre modele cellulaire (cellules CHO). Ainsi, la revient encore la question a 

savoir si les cellules "GH3/DOPR sont vraiment un modele cellulaire approprie pour 

l'etude des divers effets cellulaires resultants de l'activation de DOPR ou si elles 

possedent une machinerie cellulaire aberrante pour l'etude de DOPR. Prochainement, 
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nous avons prevu faire des essais de l'inhibition de la conversion de l'ATP en AMPc 

au moyen des cellules DRGF11/DOPR-GFP pour lesquelles l'activation de la voie 

ERK laisse penser que la machinerie cellulaire et le couplage de DOPR sont normaux 

et fonctionnels. 

5.3 Evaluation de l'activite in vivo 

Suivant revaluation in vitro de l'analogue Tyr//GlyLE, qui conserve la capacite 

de liaison sur DOPR de la LE et possede des proprietes agonistes comparables a ceux 

de la dlt II, nous avons consider^ interessant de verifier in vivo son pouvoir anti-

hyperalgesique dans un modele animal de douleur inflammatoire induite par le CFA. 

Ainsi, comme on pouvait s'y attendre, les resultats obtenus montrent que l'analogue 

Tyr//GlyLE a la capacite d'induire un effet anti-hyperalgesique comparable a celui de 

la dlt II. De plus, comme c'est le cas pour la dlt II, aucun effet secondaire evident n'a 

ete deceie, par observation qualitative, suivant l'injection intrathecale de l'analogue 

(aucune convulsion et pas d'effet locomoteur). D'autre part, puisque nous ne 

connaissons pas pour le moment la selectivite de l'analogue pour DOPR, versus 

MOPR et KOPR, nous ne pouvons exclure la possibilite que cet effet in vivo soit 

medie par MOPR, sachant que la LE ne possede que 2 k 5 fois plus d'affinite pour 

DOPR que pom* MOPR et qu'il est connu que l'activation de ce recepteur mene aussi 

a des effets anti-hyperalgesiques. Bien que l'utilisation d'antagonistes selectifs pour 

chacun des recepteurs opioidergiques in vivo permettra la verification de cette 



hypothese, nous envisageons d'abord de verifier cette selectivity in vitro au moyen 

d'essais de liaison avec des cellules GH3/MOPR et GH3/KOPR et les ligands 

radioactifs selectifs 3H-DAMGO et JH-U69593, respectivement. Enfin, bien que nous 

ayons procede a 1'evaluation in vivo pour cet analogue, ulterieurement, seul les 

meilleurs analogues selectionnes suite a une caracterisation in vitro complete feront 

l'objet d'une evaluation in vivo. 

5.4 Discussion generate et conclusion 

L'objectif eventuel de ce projet consiste en la decouverte d'un nouveau ligand 

peptidomim&ique selectif pour DOPR qui aurait un meilleur profil pharmacologique 

que les ligands peptidiques de DOPR et serait depourvu des effets secondaires 

rencontres avec certains ligands de DOPR non peptidiques. Pour y parvenir, une 

premiere etape fut la conception, la synthase et la caracterisation de 6 analogues 

enkephalinergiques pour lesquels chacun des liens amides etaient systematiquement 

remplaces par un groupement alcene. Bien que sa seiectivite ne soit pas encore 

determinee, nous savons maintenant que l'analogue Tyr//GlyLE possede une bonne 

affinite et est capable d'activer DOPR. Or, ce constat est interessant, car nous 

supposons que la presence du groupement alcene a cette position de la LE pourrait 

rendre le peptide plus stable. En effet, la degradation de ce premier lien amide par 

l'aminopeptidase M est en partie responsable de la degradation rapide de la LE. De 

plus, comme mentionne dans 1'introduction, les groupements alcenes possedent un 
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caractere beaucoup plus lipophile qu'un lien amide, et bien que la presence d'un seul 

groupement alcene dans le peptide soit bien sur insuffisant:pour qu'il puisse passer la 

barriere hemato-encephalique, nous supposions que 1'augmentation de la lipophilicite 

ne serait pas negligeable. D'ailleurs, des experiences preliminaires effectives par le 

laboratoire de la Pr Brigitte Guerin ont permis de mesurer une valeur de Log P, indice 

de la lipophilicite d'un compose, pour la LE et tin des analogues. Le Log P est en fait 

le coefficient de partition octanol / eau. Ainsi, plus il est eleve pour un compose 

donne, plus ce dernier possede la caracteristique de pouvoir se dissoudre dans les 

lipides, c'est-a-dire, plus il est lipophile. Les valeurs de log P exp6rimentales 

obtenues pour la LE et l'analogue Gly//PheLE A etaient de -0.70 et -0.37, 

respectivement. Cette augmentation de la lipophilicite est encourageante, mais tout de 

meme loin de ce qu'il faudrait atteindre, soit un log P d'environ 2, afin que le futur 

compose puisse potentiellement passer la barriere hemato-encephalique. 

Eventuellement, ce sont des analogues enkephalinergiques possedant plus d'une 

modification qui seront conQus, synthetises et caracterises, et ce, dans le but 

d'ameiiorer davantage la stabilite et la lipophilicite des ligands. Aussi, il sera essentiel 

de voir k concevoir et synthetiser des ligands possedant une excellente selectivite 

envers DOPR afm d'eviter les effets secondaires rencontres avec les agonistes de 

MOPR. Enfm, une vision plus lointaine du projet permet de penser que la conception, 

la synthese et la caracterisation de ces peptidomimetiques meneront un jour au 

developpement d'une nouvelle therapie analgesique depourvue des effets secondaires 

rencontres avec les therapies actuelles. Ceci permettrait une amelioration importante 
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de la qualite de vie des patients qui souffrent de douleur chronique ainsi que des 

comorbidites associees, telles l'anxiete et la depression. 
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