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CARACTERISATION DE NOUVEAUX ANALOGUES ENKEPHALINERGIQUES

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de
I’obtention du grade de maitre &s sciences (M.Sc) en physiologie

Par Véronique Bournival, Université de Sherbrooke, avril 2010

RESUME

Au Canada, on estime que prés du tiers de la population souffrira de douleur chronique
au cours de sa vie. Présentement, les agonistes des récepteurs opioidergiques mu, telle la
morphine, sont parmi les médicaments les plus efficaces et les plus utilisés pour le
traitement de la douleur d’intensité modérée a sévére. Cependant, 1’effet analgésique de
ces composés s’accompagne souvent d’effets secondaires importants (nausée,
constipation, tolérance). Il est maintenant reconnu que 1’activation des récepteurs
opioidergiques delta (DOPR) s’accompagne d’effets analgésiques importants. Des
résultats récents de notre laboratoire indiquent en plus que ’activation de DOPR
n’entraine pas de tolérance analgésique. Puisque les enképhalines, ligands peptidiques
endogénes, poss¢dent une bonne sélectivité envers DOPR (versus les autres récepteurs
opioidergiques), notre laboratoire, en collaboration avec celui du Pr Dory du département
de chimie de I’Université de Sherbrooke, s’intéresse a la conception et a la synthese de
peptidomimétiques, analogues des enképhalines, afin d’en améliorer les propriétés
pharmacologiques. Nous avons donc procédé au remplacement systématique de chacun
des liens amides (CO—NH) de la leu-enképhaline (LE) par un alcéne (double lien C=C),
ce dernier étant plus lipophile et plus difficilement dégradé par les peptidases que ne ’est
le lien amide. Cependant, contrairement aux liens amides, les groupements alcénes ne
permettent pas la formation de liaisons faibles non covalentes de type pont hydrogéne qui
pourraient étre essentielles a la liaison de la LE sur DOPR (liaisons intermoléculaires), ou
encore, a I’adoption de la conformation biologiquement active de la LE (liaisons
intramoléculaires). Le but de mon projet de maitrise était de procéder a la caractérisation
in vitro de ces nouveaux analogues enképhalinergiques et ainsi, de définir 1’importance
de chacun des liens amides de la LE pour sa liaison a DOPR et sa capacité d’activation
du récepteur. Les mesures de leur affinit¢é pour DOPR, ainsi que de leur capacité
d’activation du récepteur au moyen de différents essais in vitro indiquent que les 2°, 3° et
4° liens amides semblent importants pour conserver la liaison et I’activité de la LE sur
DOPR. En effet, seul 1’analogue substitué au niveau du 1* lien amide présente une
affinité et des activités similaires a celles de la LE. De plus, un essai in vivo dans un
modele animal de douleur inflammatoire avec ce ligand a confirmé son potentiel
antihyperalgésique. En plus de nous informer sur la conformation biologiquement active
des enképhalines, les données que nous avons recueillies jusqu’a présent pourraient
mener au développement d’un ligand assez lipophile pour passer la barriére
hématoencéphalique et suffisamment stable pour permettre un profil pharmacocinétique
adéquat pour une utilisation clinique.

Mots clés : douleur, récepteur -opioidergique delta, enképhaline, peptidomimétiques,
pharmacologie des récepteurs ’
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1 INTRODUCTION

1.1 La douleur

1.1.1 Définition

Selon I’ Association internationale pour 1’étude de la douleur, la douleur se définit
comme étant une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a une
- Iésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en termes d’une telle 1ésion. Bien que
désagréable, il est important de garder en téte que la douleur est en fait un mécanisme
de survie essentiel a I’organisme. Effectivement, la douleur sert de signal d’alerte
visant & nous protéger, comme dans le cas dﬁ réflexe de retrait produit lorsque I’on se
pique le doigt avec une aiguille. La douleur favorise aussi le processus de guérison
suivant une lésion tissulaire, par exemple, en nous rappelant d’éviter de marcher sur
une cheville cassée. Ainsi, la douleur représente généralement une réponse

physiologique tout a fait normale.
1.1.2 Perception de la douleur

Un peu comme pour nos 5 sens, c’est un systéme 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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Figure 1. Schéma de la perception de la douleur. Un stimulus douloureux est
d’abord détecté en périphérie. 1l est ensuite transformé en un influx nerveux qui est
transmis jusqu’au systeme nerveux central. C’est au cerveau que se fait I’intégration
de I’information douloureuse.

Source :,http://relievepain.wordgre’ss.com/2009/0§/09/gathways—4-pain/;

Tout processus de perception de la douleur débute par la présence d’un stimulus
douloureux au niveau de la périphérie, c’est-a-dire au niveau de la peau, des muscles

ou des visceres, par exemple. Ce stimulus peut étre de différentes natures, soit


http://relievepain.wordpress.com/2009/08/Q9/pathwavs-4-pain/

thermique (briilure), mécanique (coupure) ou chimique (facteurs inflammatoires

présents au site d’une lé€sion) JULIUS et BASBAUM, 2001).

La premiere étape, celle qui permet la perception du stimulus, implique
I’activation des fibres nerveuses dont les terminaisons libres se trouvent en périphérie.
Il existe 3 principaux types de flbres nerveuses qui se distinguent par des
caractéristiques qui influencent leur vitesse de conduction. Le tableau 1 présente les 3

types de fibres et leurs caractéristiques.

‘ Présence d’'une [ Vitesse de
gainede myeéline | conduction

|
Typedefibre Diameétre

35a75mis

5a30mfs

0,221,5 um

Tableau 1. Les 3 principaux types de fibres nerveuses. Parce qu’elles sont isolées
d’une gaine de myéline et qu’elles ont le plus grand diamétre, les fibres AP sont
celles qui conduisent I'influx nerveux le plus rapidement (habituellement non
nociceptives), suivies des fibres nociceptives A, qui contiennent aussi une gaine de
myéline, mais ont un plus petit diameétre. Enfin, les fibres C, encore plus petites, sont

non myélinisées et sont donc celles qui conduisent le plus lentement I’influx. Source :
(MARCHAND, 2009).



D’abord, les fibres AP sont celles possédant le plus grand diameétre et sont
entourées d’une gaine de myéline, des caractéristiques qui favorisent une conduction
électrique trés rapide. La gaine de myéline, produite par les cellules gliales, est
formée de plusieurs enroulements de membrane -et constitue une éouche isolante
autour des fibres. Cette gaine n’est cependant pas continue sur toute la longueur de la
fibre et les interruptions d’isolation, appelées neeuds de Ranvier, Ipermettenf une
conduction plus rapide du cbufant, les potentiels d’action se propageant d’un noeud de
Ranvier a I’autre. On parle alors d’une cbnduction de type saltatoire. Les fibres Ad
ont un plus peﬁt diamétre que les AB. Bien qu’elles possédent aussi une. gaine de
myéline, elles permettent une conduction légérement plus lente. Enfin, les fibres C
sont les fibres ayant le plus petit calibre. Elles ne poss¢dent pas de gaine de.myéline
et conduisent donc I’influx nerveux plus lentement. Il est maintenant reconnu que ce
sont généralemént les fibres Ad et C qui conduisent ’information nociceptive, tandis
que les fibres AP conduisent plut6t I’information provenant des stimuli mécaniques
non douloureux (ex. le toucher). Les terminaisons des fibres A8 et C contiennent des
récepteurs préférentiellement sensibles aux stimulations douloureuses, appelés
nocicepteurs (LOESER et TREEDE, 2008). En plus de les détecter, les nocicepteurs
transforment les stimuli pergus en activité chimio-électrique, phénoméne appelé
transduction. La nocicéption est le terme le plus souvent employé pour ndmmer
’activité des nociceptehrs. De la méme fagon, un signal nociceptif constitue un influx

nerveux déclenché par une stimulation douloureuse.



La deuxié¢me étape de la perception de la douleur passe par la conduction de cette
activité chimio-€lectrique par les neurones. D’abord, les neurones de la périphérie,
dont les corps cellulaires sont rassemblés au niveaq des ganglions de la racine dorsale
(DRG), conduisent le signal chimio-électrique de la périphérie au systéme nerveux
central. En effet, c’est au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere qu’il y a un
premier contact synaptique entre ces neurones et une deuxiéme série de neurones. Ces
derniers croisent ensuite au niveau de l’épendyrﬂe, au centre de la moelle épiniere,
pour sortir au niveau ventrolatéral et conduire le signal jusqu’a différentes régions 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 présentées a
la figure 2: les voies spinoparabrachiale (en rouge) et spinothalamique (en bleu)

(HUNT et MANTYH, 2001).



Spmop ar abrachiale
Présence et intensité du stimulus
Spinothalamique
Localisation et type de stimulus

Influences inhibitrices ou
exdtatrices — Régions cibles de
modulateurs endogénes ou
exogénes

Périphérie (peau, >

viscéres, muscles, etc) "

Figure 2. Principales voies de transmission du signal nociceptif. L’influx nerveux
déclenché par un stimulus douloureux en périphérie est d’abord conduit dans la corne
dorsale de la  moelle épiniere d’ou la conduction vers le cerveau se fait selon 2
principales voies. L’intégration du signal nociceptif se fait au cerveau aux endroits
des synapses et c’est aussi a ces endroits qu’il y a modulation de I’information
douloureuse. Figure adaptée de (HUNT et MANTYH, 2001).

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

et font d’abord synapse au tronc cérébral, au niveau de I’aire parabrachiale avec des

6



- neurones qui transmettront ensuite le signal jusqu’a ’hypothalamus et I’amygdale.
Quant aux neurones qui suivent la voie spinothalamique, ils font directement le lien
entre la moelle épiniere et le thalamus avec des neurones qui iront ensuite faire

synapse au niveau du cortex.

La troisiéme étape dans le processﬁs de perception de la douleur consiste en
P’intégration du signal. D’une part, chacﬁn- des neurones participant a la conduction de
I’information nociceptive peut étre considéré comme un centre intégrateur en soi, car
~ possédant tous la capacité de receifoir en un moment donné des milliers
d’informations synaptiques, ils doivent en faire l’mtégl'étion; ’analyse, menant ou
non a la génération d’un potentiei d’action. D’autre part, on parle aussi d’intégration
lorsqu’il est question de l’interprétatibﬁ que font les groupes de neurones suite a la
réception du stimulus provenant de la périphérie et maintenant traité par différentes

régions du systéme nerveux central.

Enfin, la quatri¢éme et derniére étape de la perception de la douleur constitue la
réponse commandée par cette analyse, réponse comportant souvent plusieurs
composantés. Par exemple, l;intégration par différentes structures du cerveau, selon la
voie de conduction employée, résulte entre autres en notre capacité de définir le
stimulus . douloureux ressenti (nature, intensité,. erﬁplacement). La voie
spinoparabrachiale est responsable de nous donner les informations concernant la
présence et ’intensité du stimulus doﬁlou:eux. Par D’intégration au niveau de
I’hypothalamus et de I’amygdale, deux structures du systéme limbique, cette voie
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participe aussi a la composante émotive de I’expérience douloureuse (BERNARD et al.,
1996). De son c6té, la voie spinothalamique est plutt responsable de nous ‘informer
sur la localisation et la nature du stimulus pergu. Enfin, plusieurs autres réponses
commandées par le cerveau ont lieu suivant la perception d’un stimulus douloureux,
par exemple, une réponse du systéme 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 I’information nociceptive entre les
neurones se fait au moyen de contacts synaptiques et donc, au moyen de libération et
réception de neurotransmetteurs Or, c’est aussi au niveau de ces synapses que se fait
la modulation de I’information douloureuse, et ce, par la ﬁbération de modulateurs
chimiques. Les cercles verts de la figure 2 mettent en €vidence ces zbnes de
modulation. Ainsi, -4 ces endroits, une multitude de neurotransmetteurs et
neuromodulateurs sont maintenant identifiés comme participant a des mécanismes
endogénes excitateurs ou inhibiteurs du signal nociceptif (MILLAN, 2002). Ceux-ci
sont emniagasinés a I’intérieur de neurones avdisinant ou faisant partie du systéme de
conduction de la perception de la douleur. Une fois relachés dans la fente synaptique,
ces substances chimiques lient leurs récepteurs respectifs au niveaﬁ pré- ou post-
synaptiqﬁe afin de produire leurs effets médulateurs sur le signal nociceptif. Par
exemple, les endorphines, les enképhalines et les dynorphines sont des opiacés
endogénes qui se lient sur les récepteurs opioidergiques (mu, delta et kappa) pour
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atténuer le signal nociceptif (modulation négative) (BODNAR, 2007; TRESCOT et

al., 2008).
1;1.4 La douleur chroniqué

- Dans certains cas, une douleur d’abord utile persiste, méme s’il n’y a plus de
blessure, ou apparait et persiste sans que I’on puisse en identifier I’origine. On peut
alors parler de douleur mal adaptée, mais en général, puisqu’elle est persistante; on
parlera de douleur chroniqu‘é. Aujourd’hui, on considere ia douleur chronique co@e
une pathologie en soi. AD’un point de vue clinique, pour que ’on puisse pa;ler, de
douleur chronique, celle-ci doit étre persistante pendant au moins 6 mois ou au-dela
de la période normale de guérison. Aussi, une douleur associée a un probléme
chronique ou a une maladie dégénérative ou évolutive est aussi considérée comme
étant une douleur chronique. C’est le cas des douleurs reliées a l’afthrite Ou au cancer,
par exemple. Il existe principalement 3 différents types de douleurs chroniques,
classées selon leur origine apparente. D’abord, il y a la douleur inflammatoire qui est
alimentée par la présence de médiateurs de I’inflammation. Par exemple, I’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 découler d’une 1ésion au niveau du systéme nerveux (central
ou périphérique), ou peut étre le résultat d’une dysfonction du systéme nerveux
central, soit par une hyperactivation des voies nociceptives ou encore, par une perte
d’inhibition de celles-ci. La fibromyalgie est maintenant considérée comme une
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douleur neuropathique (MARTINEZ-LAVIN, 2004; WU et al.,2007). Enfin, ily a la
douleur cancéreuse, encore mal comprise, dont la caractérisation 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 physiologie normale de la
perception de la douleur. Ainsi, ces personnes atteintes de douleur chronique
soufﬁ'ent souvent d’hypersensibilité, c'est-a-dire que leur seuil de perception de la
douleur est diminué. Cette hypersensibilité peut donner lieu & de 1’hyperalgésie, qui |
~ se définit comme étant une réponse _exagérée‘ a une stimulétion normalement
- douloureuse, ainsi qu’a de l’allodynie, qui est une douleur produite par une
stimulation habituellement non douloureuse (LOESER et TREEDE, 2008). A ce
propos, il a d’éilleurs été proposé que dans le cas d’allodynie, ce sont les fibres AP
qui se mettent & conduire de Pinformiation .doulc‘)ureuse (OSSIPOV et al., 2000). En
plus des conséquences sur la physiologie de la douleuf, il n’est pas surprenant de
constater que la douleur chronique peut entrainer une diminution de la qualité de vie,
les personnes atteintes ayant souvent de la difficulté & mener a bien leurs activités |
~-quotidiennes. D’ailleurs, il est maintenant reconnu que la douleur chronique entraine
des facteurs de comorbidités telles que I’anxiété et la dépression (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, j‘usqu’é 55 % vont sdufﬁ'ir d’anxiété, et jusqu’a 75 %

développeront de la dépression (MEYER-ROSBERG et al., 2001). Ainsi, étant ’une

- des maladies les plus invalidantes, la douleur chronique représente un fardeau
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économique important, d’une part a cause des soins médicaux nécessaires et, d’autre
part, a cause de I’absentéisme au travail des gens aﬁeints. De plus, les statistiques
montrent que prés du tiers de la population canadienne souffrira, au cours de sa vie,
de douleur chronique (MOULIN .et al., 2002). Enfin, di au vieillissement de la
population, une augmentation de 70 % de I’incidence de douleur ou- ‘de malaise
chronique est prévu au cours des 25 prochaines années, selon 1’Association
québécoise de la douleur chronique. Etant un détenninant important de :yla qualité de
‘vie des patients et atteignant beaucoup de gens, il semble évident que la douleur est
un probléme auquel il faut accorder une attention particuliére afin de pduvoir mieux

la traiter et en réduire les nombreuses conséquences.

1.2 Les opiacés

1.2.1 Les opiacés endogenes et les récepteurs opioidergiques

Comme mentionné plus t6t, nous possédons un systéme 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
‘ endoﬁahines, enképhalines et dyndrphines',' aussi appelés opiacés end‘.o'génes.‘ Ces
peptides onf pour -éibles des réceptéurs‘ qﬁe I’on appelle maintenant les récepteurs
opioidergiques. En fait, cela 'fait 36 ans que 3 groupes indépendants de’ chercheurs

* prouvaient P’existence de récepteurs opioidergiques spécifiques, et ce, gfﬁée au fait
11



que des ligands stéréosélectifs radio-marqués étaient depuis peu devenus disponibles
(PERT et SNYDER, 1973; SIMON et al., 1973; TERENIUS, 1973). Cependant, ce
n’est qﬁ’environ 20 ans plus tard que les techniques de clonage ont permis
I'identification des 3 princibaux types de récépteurs opioidergiques, soit les récepteurs
opioidergiques 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 opiacés end;)génes possedent des affinités plus ou moins grandes envers

les différents types de récepteurs opioidergiques.

Typederécepteur opinidergique Affinitérelative des apiacés endogénev :

' MOPR . Endorphines > enképhalines > dynorphines-
DOPR Enképhalines > endorphines et dynorphines
" o KOPR R Dynorphines >> endorphines et enképﬁalpes ’

Tableau 2. Affinités relatives des opiacés endogenes envers chacun des types de
récepteurs opioidergiques. Les endorphines sont les opiacés ayant le plus d’affinité
pour MOPR, les enképhalines ont plus d’affinit€ pour DOPR et les dynorphines ont
plus d’affinit€ pour KOPR. Source : (KATZUNG, 2004).

Ainsi, les endorphines se lieront davantage 8 MOPR, les enképhalines 2 DOPR et
les dynorphines a KOPR.
1.2.2 La morphine et ses dérivés

Depuis plusieurs milliers d’années, des substances médicinales opiacées, ligands

exogénes des récepteurs opioidergiques, sont utilisées pour le traitement de la
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douleur. Nous savons par d’anciens écrits papyrus que lés égyptiens faisaient
- I’extraction d’opium a partir des graines de pavot et l'utilisaient déja pour ses
.. propriétés analgésiques (TRESCOT et al., 2008). Encore aujourd’hui, la morphine,
. alcaloide extrait de l’opium; et ses dérivés représentent les analgésiques les plus
. puiésants et les plus utilisés pour le traitement des. douleurs modérées a séveéres. Ces
~ composés agissent principalement .au systtme nerveux central en se liant
 majoritairement sur MOPR. Ainsi, tout comme les opiacés endogenes, ils agissent en
tant que neuromodulateurs inhibiteurs du signal nociceptif autant au niveau de la
moelle épiniére qu’au niveau du cerveau afin de diminuer notre perception de la

douleur.

‘ Malheureusement, .en plus de leur effet analgésique, ces composés entrainent

- souvent plusieurs autres effets physiologiques étant donné la présence de MOPR a
| bien d’autres endroits que dans le systéme de perception de la douleur (MANSOUR et
al., 1995). PluSieurs revues font I’objet de ces nombreux effets secondaires entrainés

pér les narcotiques opiacés utilisés en clinique (BENYAMIN et al., 2008; KREEK,

1996; MCQUAY, 1999; TRESCOT et al., 2008).‘ Entre autres, lé présence du

- récepteur .au niveau du tractus gastro-intestinal ainsi qu’au niveau du controle central
" (airg postrema, ‘hypOthalamusj de cette activité gaStfo-intestinale, donne lieu ’a des
- effgts secondaires importants tels que des nauséés, de la constipation et des
“vomissements (DE LUCA et COUPAR, 1996). De‘p“lus, d’autres effets secondaires

~dont la sédation (activité anticholinergique) (BYA'-S-SM"ITH‘ et al., 2005) et la

dépressioh‘ respiratoire (bulbe rachidien, pont) “(MARTIN,' 1983) sont aussi
. _ . : 13



rencontrés, et ce, via les contrdles centraux respectifs de ces fonctions. D’autre part, il
n’est pas rare que 1’utilisation d’opiaéés a plus long terme méne au développement de
tolérance, caractérisée par la nécessité¢ d’utiliser de plus grandes doses d’un composé
pharmacologique afin d’obtenir un méme effet. Malheureusement, le développement |
de tolérance ne semble pas s’appliquer pour tous les effets des opi'acés (KATZUNG,
2004), certains effets secondaires, comme la constipation, devenant alors plus
importants que 1’effet analgésique recherché. Enfin, I’apparition de syndrorhe de
sevrage suivant 1’arrét subit de la prise d’opiacés confirme le développement de
dépendance physique (COWAN et al., 1988). Lfapparition de ces effets secondaires
est non négligeable et pousse plusieurs patients a cesser leur médication, au risque de
devoir endurer la douleur. A eux seuls, la constipation et la sédation sont responsables
de I’arrét de la médication dans le tiers des cas (DEVULDER et al., 2005). De par sa
localisation, MOPR n’est peﬁt-étre ﬁés la meilleure cible a exploiter pour le
traitement de la douleur chronique. Malgré cela, la grande majorité des analgésiques
opiacés présentement utilisés en clinique activent justement ce récepteur. I1 y a fort a
parier, donc, que certaines thérapies alternatives pourraient permettre d’améliorer le
tfa;itement_ de la douleur chronique tout en diminué;;xt les. éffets secondaires associés a

la prise de médication.
1.2.3 Les alternatives

Bien que non exploités en clinique, nous savons qué ’activation de DOPR et
KOPR s’accompagne d’effets analgésiques irnportants. Au niveau du systéme
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nerveux central, une- disfribution différente caractérise chacun des 3 types de
récepteurs opioidergiques (MANSOUR et al, 1988; MANSOUR. et al, 1995;
MCLEAN et al, 1986). Des effets secondaires rencontrés avec des agonistes de

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

Dans le Eut d’obtenir un traitement antidouleur entrainant moins d’effets
secondaires, des agonistes KOPR, qui possédent aussi une affinité pour MOPR ont
déja été développés et utilisés en clinique. Cependé.nt, d’autres effets secondaires
importants tels des effets psychotomimétiques (hallucinogenes) et dysphoriques ont
été observés (BEAVER er al, 1966), limitant leur utilisation.. Il a en effet été
déterminé que P’activation de KOPR, contrairement 2 celle de MOPR ou DOPR,
entraine une dhﬁmﬁtion de la libération de dopamine (DI CHIARA et IMPERATO,
1988; MULDER et al., 1984). De plus, il a été observé que I’efficacité analgésique de
ces qomposés .était significativement plus faible chez les hommes que chez les
femmes, produisant méme un effet anti-analgésique dané certains cas (‘FILL.INGIM et
GEAR, 2004). Pour sa part, aucun ligand sélectif pour DOPR n’est actuellement
disponible en  clinique, rﬁais certains sont actuellement eﬁ 'esséis (LE -
BOURDONNEC et al., 2008; LE B_OURDONNEC ét‘ al., 2009); Par le passé,
quelques études cliniques chez de petites cohortes de patients souffrant de cancer :
avancé (cancer des os ou avec mét_astases aux os), ont démqntré l’éfﬁcacité
analgésique de composés peptidiqués sélectifs pour DOPR (KRAMES et al., 1986;
MOUL]N et al., 1985; ONOFRIO et YAKSH, 1983). Bien que ces études ne se

soient déroulées qu’a court terme, il est 2 noter que trés peu d’effets secondaires
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avaient ét€ rapportés. De plus, il a aussi ét¢ montré que‘-‘ les agonistes sélectifs pour
DOPR exercent des effets analgésiques importants dans des modé¢les animaux de
douleur chronique d’autres étiologies, 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 études précliniques ont confirmé
I’absence d’effet gastro-intestinal, habituellement rencontré avec les narcot‘ique‘s
communément utilisés en clinique, aveé I’administration de ligands peptidiques et
non peptidiques sélectifs pour DOPR (GALLANTINE et MEERT, 2005;
GALLIGAN et al., 1984; PETRILLO et al., 2003; PORRECA et al., 1984). D’autres
études ont montré que I’administration de ligands éélectifs pour DOPR n’entraine pas
de dépression respiratoire (GALLANTINE et. MEERT, 2005; MAY et al., 1989;
L SZETO et al., 1999) et ne comporte que des_fisques limités de développemént de
dépendance (BRANDT et al., 2001; COWAN et al., 1988). Aussi, tout récemment
notre laboratoue a montré I’absence de développement de tolérance analgé31que suite
a l’admmlstratlon répétée d’un agoniste DOPR dans le traltement de la douleur
| mﬂammatoue (BEAUDRY et dl, 2009) Cette absence de développement de
tolérance avait aussi été montrée dans des modéles animaux de douleur neuropathique
(MIKA et al.,2001; PETRILLO et al., 2003). Enfin, en plué de I’effet analgésique, de
plus en plﬁs d’études sﬁggérent que l’activation de DQPR aurait aussi des effets
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anxiolytiques et antidépresseurs (JUTKIEWICZ, 2006; PERRINE et al., 2006;

VERGURA et al., 2008).

1.3 Le récepteur opioidergique delta

1.3.1 Mise en évidence

Méme avant la venue de ligands stéréosélectifs radio-marqués, 1’existence d’au
moins 2 types de récepteurs opioidergiques avait ét¢ suggérée vu les différents degrés
d’efficacité des enképhalines (ligands: opioidergiques endogenes) et des opiacés
alcaloides dans 2 essais biologiques ex vivo : celui de la contraction de 1’iléon isolé
du cobaye (GPI: Guinea Pig Ileum), ainsi cjue celui de la contraction du canal
déférent isolé de la souris (MVD : Mouse Vas Deferens). Effectivement, il avait alors
été constaté que les enképhalinesy pouvaient diminuer des contractions induites
électriquement plus efficacement au niveau du MVD qu’au niveau du GP]I, tandis que
les opiacés alcaloides étaient 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 nouvéau type de récepteur opioidergique ‘avai't_été nommé delta, « d» pour
~ déférent, les récepteurs jusqu’a.loré connus pour étre activés par les opiacés alcalo‘lfc.les‘

ayant ét¢ nommés mu, « m » pour moi'phine.
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C’est suite au clonage de DOPR qu’il a ensuite €t€ possible de déterminer que ce
récepteur, tout comme MOPR et KOPR, fait parti des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (GPCR). La séquence d’acides aminés
composants DOPR est montrée a la figure 3, les résidus en gris et noir étant ceux qui

sont conservés d’un type de récepteur opioidergique a ’autre.

00 0 O YO O30 O SOR: Lo ViL:G)
Wmm "32‘“’;3’“‘””
SOR: Trp VDS L e
(0BG % OR: GR Vid- ‘
: OB Lys Y2 5
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Figure 3. Séquence des acides aminés composant le récepteur opioidergique
delta. Ce récepteur fait partie de la superfamille des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. Les résidus en gris et noir sont conservés
entre les 3 types de récepteur opioidergique. (KANE et al., 2006).

Ainsi, le degré 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 I-,extracellulaires (KNAPP et al., 1995). Cette différencé_ de séquence
. importante. entre les 3 types de récepteurs opioidergiques per_mét I’existence de
- ligands trés sélectifs pour chacun d’entre eux, d’autant plus que le segxneﬁt N-
terminal ainsi que les 2° et 3° boucles extracellulaires partagent trés peu ou pas

d’homologie.

Enfin, il a aussi été possible de déterminer que DOPR, tout comme MOPR ‘et
- KOPR, est un GPCR couplé a la protéine Gi. L’activation des récepteurs
opioidergiques entraine 1’inhibition de l’ade’nylyl-‘ cyclase, un effet bloqué par la
toxine de pertussis (PTX) (LAW et al., 1985). Cette toxine és’i connue pour inéctiver
la sous-unité o, paf ADP-ribosylation, de ce type d_e protéine G (HSIA et al., 1984).
Plus spécifiquement, il a été déterminé qﬁe c’est une protéine'Gi2 qui est couplée a

DOPR (MCKENZIE et MILLIGAN, 1990).
1.3.2 Fongtionnalité _

Suite au clonage de DOPR, il a aussi été possible de transfecter le géne codant
pour ce récepteur de fagon stable dans différents modeles cellulaires et c’est alors que
plusieurs équipes de recherche se sont penchées sur la conipréhénsion des effets de

’activation de DOPR au niveau cellulaire et moléculaire.

Tout d’abord, comme tous les autres GPCR, son activité est dépendante du GTP

(BLUME, 1978). En effet, la sous-unité o de la protéine G est associée a une

. molécule de GDP en plus d’étre attachée aux 2 autres sous-unités B et y. Comme le
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montre la figure 4, lorsque le récepteur est activé par son agoniste, la molécule de
GDP est dissociée de la sous-unité oo & laquelle une molécule de GTP peut alors

s’associer.

Agonist + Receptor + G Protsin -— A cop

A R e Py “ ctg:@

Figure 4. Activation d’une protéine G par la liaison d’un agoniste sur le
récepteur. Le remplacement du GDP par. un GTP induit un changement de
conformation de la sous-unité a, elle se dissocie alors des sous-unités Py. Ces 2
complexes modulent ensuite 'activité de différents effecteurs de la cellule. Flgure
adaptée de (QUOCK et al., 1999). ‘

Cette association induit un changement de conformation de la sous-unité o qui se
dissocie alors des sous-unités By. Les 2 complexes ainsi formés, ogre et By,
participent & la modulation de I’activité de différents effecteurs (E), traduisant ainsi

Pactivation du récepteur en des réponses cellulaires.
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La figure 5 est un schéma qui regroupe les canaux, les enzymes et les principales

voies de signalisation modulés suite a I’activation de DOPR par un agoniste.

Figure 5. Principales voies de signalisation de DOPR. L’activation de DOPR par -
un agoniste meéne a une diminution des niveaux d’AMP cyclique via I’inhibition de
I’adénylate cyclase. L’activation du récepteur module I'activité de différents canaux
ioniques. En plus de mener a son internalisation, I’activation de DOPR active entre
autres les protéines kinases PKC, ERK1/2 et GRK, ainsi que des tyrosines kinase
comme Src. Les effets activateurs sont représentés par les fléches vertes alors que les
effets inhibiteurs par les fleches rouges. Les fleches pleines indiquent un mécanisme
d’activation direct alors que les fléches pointillées impliquent un mécanisme indirect.



Modulation de I’adénylyl cyclase

Premi¢rement, parmi les enzymes modulés péf l’activatioﬁ de DOPR on retrouve
I’adénylyl cyclase qui est responsable de la cényersion de I’adénosine triphosphate
(ATP) en adénosine monophosphate cyclique (ALch). Effeptivement, comme pour
tous les récepteurs couplés a Gi, Iactivation de DOPR meéne & I’inhibition .de
I’adénylyl cyclase. L’inhibition de cet enzyme se traduit par une baisse des niveaux
d’ AMPc intracellulaire. En utilisant la lignée cellulaire neuronale NG108-15, I’équipe
de Costa a démontré que 1’application d’un agoniste sélectif pour DOPR iﬁhibait la
production d’AMPc, un effet qui pouvéit étre renveréé par le naloxone, un antagoniste
non sélectif des récepteurs opioidergiques (COSTA et al., 1985). La preuve de cet
effet cellulaire a aussi été faite in vivo par I’observation des effets antinociceptifs
induits par ’administration d’un agoniste sélectif pour DOPR, qui pouvaient étre
renversés par ’injection d’AMPc (WANG et al., 1993); Enfin, il est maintenant
connu que c’est via la sous.-'unité o de la protéine G que cette inhibition de ’adénylyl

cyclase se fait.
Modulation du courant I

D’auﬁes effets cellulaires de I’activation de DOPR sont conséquents & cette baisse
des taux d’AMPc intracellulaire. En effet, il est reconnu que ’AMPc participe & la
régulation d’un courant entrant cationique non sélectif, dépendant du voltage, le
couranf I, INGRAM et WILLIAMS, 1996). Celui-ci est activé par une

hyperpolarisation membranaire et plus facilement lorsque les taux d’AMPc
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intracellulaires sont élevés. L’eﬁtrée de cations qui s ’ensui_t crée alors une
dépolarisation membranaire qui ramene le potentiel de membrane plus prés du seuil
nécessﬁire pour la production d’un potentiel d’action. Lors del ’activation de DOPR-‘
par un égoniste, I’amplitude du courant I, est diminuée (INéRAM et WILLIAMs;
1994). Ce courant étant diminué, il est alors plus difficile pour le neurone d’atteindre
le seuﬂ :_requis pour le déclenchement du potentiel d’action, inhibant par le fait méme

la transmission neuronale.
Modulation des canaux calciques

L’activité d’autres canaux ioniques peut aussi étre modulée par I’activation de
DOPR, et ce, via les sous-unités By. Tout d’abord, c’est au moyen de divers types
cellulaires qu’il a été démontré que 1’activation des récepteurs opioidergiques induit
l’inhibifion des canaux calciques de types L, N, P et Q, conduisant tous des courants
calciqués entrants dépendants du voltage (ACOSTA et LOPEZ, 1999; HESCHELER
e.t al., 1987; PIROS et al., 1‘995). Cette diminution du calcium intracellulaire méne a
une ldiminution de la libération de neurotransmetteurs se traduisaﬁt par une
~diminution de la transfnission nerveuse, effet biologique reconnu des opiace’s.

Cependant, certaines études ont montré que des ligands sélectifs pour DOPR
pouvaient aussi mene; a une ‘augmentation. de; niveaux de calcium intracellulaire, et
cé, par- la libération des' réserves de calcium‘ contenueé dans le réticulumv
endoplaémique lisse, mécanisme dépendant de la présence d’inositol 1,4,5-_
triphosphate (IP3) (JIN ez al., 1994).
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Modulation des canaux potassiques

D’autre part, les récepteurs opioi'dergidues sont aussi connus pour réguler les
courants potassiques rectifiants entrants (Kgr). Ces courants qu’on disait
« anormaux » lors de leur découverte (étant entrants plutét que sortants comme les
autres courants potassiques), ont été reconnus pour jouer un role dans la régulation de
Iactivité n‘beuronale en aidant & établir le potentie] membranaire de repos. Des études
ont démontré que ’activation de DOPR par un ligand sélectif activait ces courants
potassiques (NORTH et al., 1987; PIROS et al., 2000). L’activation de ce courant,
créant uné entrée d’ions K, produit alors une légére hyperpolarisation, ce qui a pour
. effet physiologique global de prévenir la propagation du potentiel d’action. D’un
autre c6té, il a aussi été montré que DOPR peut réguler un courant potassique sortant
(Ix) dépendant du voltage (activé par une dépolarisation membranaire). En effet, il a
été montré que ’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 [’augmenter.
Des essais de blocage avec les toxines PTX (inhibe Gi) et CTX (inﬁibe Gs), ont
pe@is aux auteurs de coﬁclure que cet effet biphasiqué est di au fait que DOPR

puisse étre couplé a plus d’un type de protéines G (FAN et CRAIN, 1995).
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Modulation de la voie des MAP kinases ERK1/2

Plusieurs GPCR sont connus pour acti‘ver.-les cascades MAP (Mitogen-Activated
Protein) kinases et ainsi participer a la modﬁlation de différents événements;tels la
croissance et la différenciation; cellulaire. Plus spécifiquement, la plupart des GPCR
transmettent ces signaux mitogéniqués via ia voie des ERKs (Extracellular-l.signal-
Regulated Kinases) et DOPR n’y fait pas exception. En effet, plusieurs études ont
concerné les mécanismes de 1’augmentation de la phosphorylation des ERKI et 2,
aussi nommés rgspectivement p44 et pA2MAP kinases, par I’activation de DOPR
(BURT et al., 1996, FUKUDA et al., 1996). L’actiyation de cette voie MAP kinase
serait dépendante des spus-unités By de la protéine G, ainsi que de la protéige Ras
| (BELCHEVA et al., 1998). Une étude a aussi montré que I’internalisation de DOPR
serait d’abord fequise pour la stimulation de la voie MAP kinase (IGNATOVA et al.,

1999).
Modulation de la protéine kinase C

Comme il est possible de 1’observer dans la figure 5, I’activation de DOPR peut
mener a P’activation d’autres kinases. Effectiyement, l’aétiQation de DOPR par un de
ses agonistes a été démontrée pour stimuler la PKC dans des cellules NG108-15
(LOU et PEIL 1997). Uﬁe fois éctivée, 1;1 PKC modulera l’actiw}ité d’autres pré)téines
en les phosphorylant, dans notre cas, elle | est partie intégrante de la cascade de

signalisation menant a la phosphorylation des protéines kinases ERK1/2 (BURT et
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al., 1.1996; FUKUDA et al., 1996). Enfin, la PKC contribuerait méme a la

désensibilisation de DOPR en participant a sa phosphorylation (CAI ef al., 1996).
-Induction de l'internalisation,

Enﬁn,‘ I’activation de DOPR par un agoniste mene généralement a
I’internalisation du récepteur a I’intérieur d’un endosome qui meénera a son recyclage |
ouasa dégradation. Suite au changement de conformation du récepteﬁr activé paf son
agoﬂiste, ilya recrutément d’une kinase spécifique aux dPCRs (GRK) (PEI et‘al.,
1995) qui phosphoryle le récepteur. La phosphorylafion d’un GPCR par une GRK
meéne au recrutement de protéines chaperonnes, les B-arrestines (KOVOOR et al,

| 1999), qui favorisent I’internalisation du complexe ligand-récepteur a I’intérieur de
vésicules de clathrine par un mécanisme qui est dépendant de la dynamine (CHU et

 al,, 1997).

1.4 Les ligands de DOPR

1.4.1 Les ligands peptidiques

Isolées pour la premiére fois dans le cerveau de porc, les enképhalines ont d’abord
été décrites comme neuromodulateurs possédant une activité hautement transitoire et
une inactivation rapide (HUGHES et al., 1975). Comme mentionné précédemment, la

leu-enképhaline et la met-enképhaline ont d’abord été pfoposées et sont encore
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considérées comme étant les ligands endogénes de DOPR. La figure 6 présente la
structure moléculaire de la leu-enképhaline dont la séquence en acides aminés
est Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. 1l est a noter que dans le cas de la met-enképhaline le

dernier résidu (i.e. Leu) est remplacé par une méthionine (Met).

Figure 6. Structure moléculaire de la leu-enképhaline. La leu-enképhaline est un
ligand endogéne de DOPR, ce pentapeptide est formé de la séquence d’acides aminés
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. La met-enképhaline (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) est un autre
pentapeptide, ligand endogene de DOPR.

Les enképhalines sont des pentapeptides rapid¢ment dégradés par différentes
peptidases endogénes. Un temps de demi-vie in vivo d’environ 2 minutes expliqlie
Pactivité transitoire de ces peptides. L’aminopeptidase M (EC 3.4.11.2)
(HAMBROOK et al., 1976), qui dégrade les acides aminés d’un peptide & partir de
I’extrémité a.mino-terminale_, et. I’enképhalinase (EC 3..4.24.11) (CHILDERS et al.,
| 1979; MALFROY et al.., 1978), endopqptidase connué pour cliver préférentieliement
les liens peptidiques se trouvant entre des résidus hydrophobiques, sont 1¢s principaux

enzymes responsables de I’inactivation des enképhalines.
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Pour diminuer la sensibilité vis-a-vis des peptidases endogenes, des ‘analogues
peptidiques des enképhalines ont été co;ﬁqus et synthétisés au cours des dernicres
années. Les 2 peptides les mieux connus et les plus étudiés sont présentés.;a la figure
7. La présence d’acides aminés en conformation D, d’acides aminés non naturels,
ainsi que de cyclisation (contraintes structurelles) constituent des modifications qui
contribuent & une meilleure stabilité¢ de la molécule face 4 la dégradation par les

peptidases.

HQN\ “\)L LN
iy s

Tyr-DAIa-Gly-Phe-DLeu

S, f ;
H3N/$IL 002
DPDPE

Wr-c[OPemGinhe«DPen]

Figure 7. Structure moléculaire des analogues enképhalinergiques DADLE et
DPDPE, ligands sélectifs de DOPR. La présence d’acides aminés en conformation
D, d’acides aminés non naturels, ainsi que de cyclisation augmentent la stabilité des
ligands face a la dégradation par les peptidases.
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Ainsi, ces 2 peptides présentent une meilleure sf-_abilité que les enképhalines
naturelles en plus de -posséder de meilleurs niveaux.de sélectivité envers: DOPR
(MOSBERG et al., 1983). En effet, les enképhalines na@nelles possedent des affinités
de 2 a5 fois meilleureé pour DOPR versus MOPR alors que le DADLE et le DPDPE
posseédent des affinités 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,
découverte en 1987 (RICHTER et al., 1987), sont reconnues pour leur grande
sélectivité pour DOPR. En effet, les deltorphines sont a ce jour parmi les ligénds les
plus utilisés pour 1’étude de DOPR (pour une revue, voir (LAZARUS et al., 1999).
Extraites de la peau de grenouilles m&oniennés (Phyllomedusa sauvagei et
Phyllomedusa bicolor), les deltorphines sont des heptapeptides ayant la séquence
d’acides . aminés  suivante: Tyr-D-A1a-Phe-Asp/Glu-VaI-V_aI-Gly-NHz,
respectivement pour la deltorphine I et la deltorphine II. Comme pour les 1igand§
précédents, puiéqu’ils ‘possédent un acide aminé D, la;' D-alanine, ils présentent une
meill¢ure stabilité face a la dégradation par les peptidases. Par contre, autant pour les
analogues enképhalinergiques que pour les deltorphines, leur utilité en clinique
demeure limitée car, de par leur naturé peptidique, ils ne peuvent pénétré; la barriere
hématoencépha_lique afin d’agir au niyeau central. Ils doivent donc gépérglement étre
a@ministrés directement au niveau du. systeme _nerve?x central (ex. par injection

intrathécale) si I’on veut espérer pouvoir inhiber la douleur.
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1.4.2 Les ligands non peptidiques

VConsidérant que les ligands sélectifs pour DOPR poséédent un net avantage du
point de vue des effets secondaireéien comparaison aveé les ligands sélectifs pour
MOPR disponibles en clinique, pblusieurs équipes de recherche (dont I’industrie
pharmaceutique) s‘intéressent a concevoir et a synthétiser des ligands non peptidiques
qui seraient sélectifs pour DOPR. Céux-ci se divisent principalement en 2 catégories
selon leur structure : ceux ayant ﬁne structure apparentée a celle de la morphine
(figure 8) et les pipérazines (ﬁgurg 9). La premiére catégorie comprend entre autres
| les composés SIOM et SB-235863 qui ont en fait été congus selon la structure du
naltrindole (NTI), premier antagoniste non peptidiquev sélectif pour DOPR, synthétisé

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

~ En ce qui concerne la deuxiéme catégorie, c’est en 1993 que le premier composé
pipérazine sélectif pour DOPR a été développé, le ligand BW373U86 (CH‘ANG et al.,
1993), duquel le développement du ligand SNC80 s’est inspiré (CALDERON et al.,

1994).
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Figure 9. Structure générale des llgénds sélectifs pour DOPR de type pipérazine.
Le premier composé de cette classe & avoir été synthétisé a été le ligand BW373U86.
Le ligand SNC80 a ensuite été synthétisé.

Malgré leur grande sélectivitt pour DOPR ainsi que leur bon profil
pharmacocinétique, aucun’ des ligands mentionnés n’a atteint les essais cliniques. En
effet, lors d’études menées chez les rongeurs, mais aussi chez le singe, il a été
constaté que ces composés entrainent des conwlsioné (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 inhibitioh (FRASER et al.,
2000b; JUTKIEWICZ et al., 2004; MIASKOWSKI ef al., 1991; SPINA et al., 1998)

des fonctions motrices.

Récemment, une nouvelle série d’agonistes non peptidiques sélectifs pbur DOPR
a fait son entrée dans I'industrie pharmaceutique come traitement prometteur d¢ la
douleur. Il s’agit des composés ADL5859 et ADLS5747 qui sont présentement en
étude clinique ‘,(phase II et I, respectivement) (LE BOURDONNEC et al., 2008; LE

BOURDONNEC et al., 2009).
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1.5 Conception et synthése de nouveaux analogues enképhalinergiques

Comme décrit précédemment, DOPR semble constiﬁler une cible
pharmacologique prometteuse _poﬁr le soulagement deé douleurs persistantes puisque
son activation induit de 1’analgésie tout en entrainant moins d’effets secondaires que
les agonistes de .MOPR présentement utilisés en clinique. Les ligands peptidiques
sé.lectifs pour DOPR qui ont été ‘développés présenten;; uﬁe meilleure stabilité que les
énképhalines naturelles mais sont dotés d’un mauvais"‘proﬁl pharmacocinétique qui
empéche leur utilisation en clinique. Le développement de ligands non peptidiques
sélectifs pour DOPR a mené 3 des composés qui possédent un meilleur profil
| pharmacologique mais qui s’accompagnent d’effets secondaires importants. Pour
cette raison, nous avons opté pdur la conception et la synthése de ligands peptidiques
modifiés (peptidomimétiques). Puisqu’ils consistent en de petites ﬁlolécules dotées
d’une bonne ‘sélectivité envers DOPR (versus MOPR et KOPR), nous nous sommes
particuliérement intéressés aux analogues enképhalinergiques. Nous avions pour
objectif de modifier chimiquement les enképhalines afin d’améliorer leurs propriétés
pharmacologiques. Dans un premier temps, nous voulions conserver Iaffinit¢ et
Pactivité des peptidomimétiques pour DOPR.. Ensuite, les modiﬁcations devaient
pouvoir .augmenter la stabilité¢ des peptides face é. la dégradation par les peptidases
;:ndogénes mais aussi d’augmenter leur lipophilicité af"m de leur permettre,

possiblement, de passer la barriére hémato-encéphélique'
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Les peptides, dont les enképhalines, sont constitués d’une chaine d’acides aminés
- retenus ensemble.au moyen de liens peptidiques. Les liens peptidiques sont des liens
amides (CO-NH) qui confére un-caractere polaire et hydrosoluble qui rendént les
peptides sensibles aux peptidases ét les empéchent de traverser la:barriére hémato-
encéphalique. Ainsi, en substituant ces liens amides avec une entité chimique
possédant un caractére plus lipophile, il pourrait s’avérer possible de rendre la
molécule mdins soluble dans I’eau et donc, plus soluble dans les .'lipides. L’alcéne,
c’est-a-dire la liaison double carbone-carbone (C=C), nous est d’abord apparu un
candidat de choix afin d’augmenter la stabilité (1’alcéne est insensiblé aux peptidases)
et la liposolubilité tout en conservant cette simplicifé de structure que possédent les
enképhalines. Effectivement, en plus d’étre lipophiles, les alcenes ne créent pas
d’encombrément stérique susceptible de modifier I’interaction avec le récepteur. Le
fait de remplacer le lien amide par un double lien n’altére pratiquement pas la
structure 3D globale des peptidomimétiques par rappdrt aux peptides originaux, les 2
groupements R; et R, portés par les liené CO-NH et C=C occupent pratiquement les
mémes positions relatives (HANN et AND SAMMES, 1980). D’ailleurs, cette
stratégie a déja fait I’objet d’autres études sur les enképhalines par le passé (COX et |
al., 1980; HANN et al.,. 1982). Ainsi, nous avons décidé de procéder au
remplacement systématique dé chgcun des 4 liens peptidiques de Ia leu-enkéﬁhaline

(LE) par un alcéne trans (voir le schéma de la figure 10).
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Figure 10. Remplacement systématique de chacun des liens amides de la LE par
un alcéne. Des analogues enképhalinergiques susceptibles de lier DOPR et de
posséder de meilleures stabilité et lipophilicité que la leu-enképhaline naturelle ont été
congus et synthétisés.

"En ce qui concerne les analogues Gly//Phe et Phe//Leu, leur synthése a résult€ en
la formation des 2 diastéréoisomeres possibles, ¢’est-a-dire de chiralités différentes (D
et L). En effet, dans le cas de I’analogue Gly//PheLE, le groupement benzyle du résidu

phénylalanine peut se retrouver devant ou derriére le plan et, de la méme maniére, le
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groupement isobutyle du résidu leucine peut se retrouver devant ou derriere le plan-
dans le cas de I’analogue Phe//Leu. Ainsi, les 2 diastéréoisoméres de chacun des
analogues ont pu étre séparés et nommés A et B en attendant de pouvoir résoudre leur

chiralité respective par la cristallographie.

Puisque. les liens amides des peptides posséaent la capacité de participer & des
liaisons non covalentes de type ponts hydrogéneé, il faut mentionner la possibilité que
la liaison des enképhalines &8 DOPR soit stabilisée par ce type de liens (interaction
intennolécﬁlaire). Les 4 liens amides que les enképhalines contiennent leur permettent
de former 8 liens de type ponts hydrogeénes avec le récepteur : 4 e;1 tant qu’accepteurs
par lés carbonyles CO et 4 en tant que donneurs par les groupes NH. Les liens amides
sont en plus souvent impliqués dans des ponts hydrogéne intramoléculaires qui ont
pour role de fa?oriser une conformation biologiqﬁement active. La structure cristalline
des enképhalines li‘bres‘ est présentée a la ﬁguré ‘11,“ a gauche. L’état cristallin d’une
molécule se caractérise par une périodicité et un"‘ord.re a l’échélle atomique de cette
molécule a I’état solide. L’analyse rayons X du cristal suggere ’existence d’un pont
hydrogéne.intramoléculaire (entre I’atome ‘d’bxyééne du Carbonylc du résidu Tyr et
I’hydrogéne de I’amide du résidu"Phe) stabilisant"la structure flexible de la LE en une
conformaticn secondaire de type B coudé (1-3), qué ’on nommera tournant B (SMITH_
et GRIFFIN, 1978). 1l existe une 2° poss'.ibilité.'-pour la formation d’un coude béta
(figure 11, a droite). A ce jour, le role de ces po;lts hydrogénes pour le maintien de

I’activité biologique des enképhalines demeure controversé, mais il est aussi possible
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que la structure active des enképhalines soit celle impliquant un pont hydrogéne entre

les amides 2 et 4 (BLOMBERG et al., 2006).
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Figure 11. Structure cristalline de la LE montrant la possibilité de la
conformation en tournant [. 2 choix de formation d’un pont hydrogéne
intramol€éculaire sont montrés, entre les amides 1 et 3, et entre les amides 2 et 4 de la
leu-enképhaline. Source : (PATRICK, 2002).

Les liaisons doubles C=C ne permettant pas la formation de ponts hydrogénes, ces
remplacements avaient pour objectif premier d’identifier précisément les liens amides

indispensables au maintien de ’activité des enképhalines afin de pouvoir ensuite
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concevoir des peptidomimétiques, analogues enképhalinergiques, de moins en moins
« peptidiques ». Les autres liens amides, c'est-a-dire ceux qui ne dirigent pas le
repliement des enképhalines, 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 situés de part et d’autre dans leurs positions relatives.

C’est au moyen de diverses techniques d’évaluation de la liaison et de I’activité
biologique in vitro et d’une technique d’évaluation de I’activité anélgésique in vivo
que la caractérisation de cette série d’analogues enképhalinergiques congus et
synthétisés a été réalisée. Cette caractérisation aura permis [’évaluation de
I’importance de chacun des 4 liens peptidiques dans le fnaintien de D’activité des

enképhalines sur DOPR.
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2 BUT ET OBJECTIFS SPECIFIQUES

Présentement, on ‘c;stime que pres du tiers de la population éouffrira au coi;;rs de
sa vie’ de douleur chrémique. Or, tous les spécialistes s’entendént pour diré que les
narcotiques analgésiciues utilisés en clinique ne permettent ‘pas un soulagé_ment '
adéquat de cette pathologie. En effet, de nombreux effets secondaires
accompagnent la prise d’analgésiques opiacés. MOPR étant Ia cible principale des
analgésiques utilisés" en clinique, plusieurs équipes’ de recherche se tournent
maintenant vers d’autres cibles phmacologiques plus prometteuses, dont DOPR.
D’ailleurs, notre laboratoire, en collaboration avec celui du Pr Dory du
département de chimie de 1'Université | dg Sherbrooke, s’intéresse au
développement de peptidomimétiques, analogues des enképhalines qui sont des
ligands endogénes de DOPR. Les premiers pas de ce projet collaboratif ont mené
a la conception et‘ la synthése d’une nouvelle famille de 6 analbgues
enképhalinergiques. Ainsi, le but général de mon projet de maitrise consistait
A caractériser ces analogues enképhalinergiques.

.D’abord, une caractérisation in vitro comportait les objectifs spéciﬁques
suivants :

- Mesurer I’affinité des analogues pour DOPR.

- Evaluer 1.’ activité des analogues via DOPR par la mesure de leur capéc’ité :

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 I’ATP en AMPc.
- Finalement, une premiére caractérisation in vivo avait pour objectif spécifique
de mesurer 1’effet antihyperalgésique des analogues ayant montré les meilleurs

résultats dans les essais in vitro.
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Matériel

Les produits utilisés dans le cadre de ce projet provenaient des fournisseurs
suivants : L’anticorps anti-rabbit conjugué a une peroxydase de raifort (HRP) de
Amersham Pharmacia Biotech (Oakville, ON, Canada). L’albumipe de sérum de
- bovin (BSA) de BioShop.v.-.(Burlington, ON, Canada). L’adjuvant complet de Freﬁnd
(CFA) de Calbiochem (__Gibbsfown, NJ, USA). Le naltrindole (NTI) de Tocris
(Eliisville, MO, USA). Le milieu « Dulbecco’s ‘modiﬁ‘ed Eagle’s » (DMEM), le
sérum de bovin feetal (FBS) et la Généticine de Gibco BRL (Burlington, ON,
Canada). Les anticorps anti-phospho p42/p44™ et anti p42/pa4™™ de Cell
Signaling (Boston, MA, USA). La *H-adénine et la *H-deltorphine II CH-dIt II) de
PerkinElmer (Boston, MA, USA). L’Hygromycine, I’inhibiteur de protéases rri‘ini-
| Complete™, les membranes de PVDF et le ‘systtme de détection Enhanced
Chemiluminescencg (ECL) de Roche (Montréal, QC, Canada). La Gentamicine de
Sandoz (Boucherville, QC, Canada). La dlt II, la forskoline, le 3-isobutyl-1-
methylxanthinel(IBMX), la leu-enképhaline et la poly-L-lysine de Sigma (St. Louis,

MO, USA).

3.2 Culture cellulaire

3.2.1 Lignée cellulaire GH3/DOPR
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Les ceilules GH3-DOPR, lignée immortalisée de cellules hypophysaires de rat
dans lesquels DOPR a é€té transfecté de fagon stable, nous ont généreusement été
foumiés par le Dr Paul L. Prather (University of Arkansas for Medical Sciences,
Little Rock, Arkansés, USA). Les cellules étaient mises en cillture dans des boites de
Pétri enduits avec de la poly-L-lysine (25 mg/ml), dans un milieu DMEM contenant
10 % de FBS et 50 pg/ml de Gentamicine. 100 pg/ml d’Hygromycine (antibiotique

de sélection du gene transfecté) était aussi ajouté aux boites de Pétri de passage.
3.2.2 Lignée cellulaire DRGF11/DOPR-GFP

-La lignée cellulairé DRGF11 est un hybride entre 'un- neurone de ganglion de la
racine dorsale (DRG) de rat feetale et un neuroblastome de sduris. Ainsi cette lignée
conétitue un bon modéle de cellules‘neuror.lales tout en ayaﬁt I’avantage d’étre facile a
cultiver. Des études par PCR faites antérieurement dans le laboratoire ont permis de
constafér que ces cellules ne contiennent que le récepteur opioi'dergique delta, c’est-3-
dire qu’elles n’expriment pas les récepteurs opioidergiques inu et kappa de fagon
endogeéne. Par la transfection de ces cellules avec un géne ?:odant pour DOPR auquel
est couplée une protéine fluorescente GFP (green fluorescent protein), notre équipe a
créé une lignée cellulaire DRGF11/DOPR-GFP permettant d’obsérver le déplacement
de DOPR par microscopie en fluorescence. Le geéne codant pour DOPR-GFP nous a |
été généreusement donné par le Dr Riidriger Schulz (I:Iniversity of Munich,
Germany). Les cellules étaient cultivées dans un milieu DMEM contenant 10 % de
FBS et 50 pg/ml de Gentamicine. 1 mg/ml de Généticine (antibiotique de sélection du

géne transfecté) était aussi ajouté aux boites de Pétri lors des passages.
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3.3 Mesure de I’affinité pour DOPR

3.3.1 Extraction membranaire

Lorsque confluentes, les cellules GH3/DOPR étaient décollées mécaniquement,
centrifugées (culottées) et remises en .'éuspension dans un tampon potassium
phosphate 10 mM & pH 7,2. Une premiere centrifugation de 10 minutes a 40000 g.
permettait I’éclatement des cellules, foﬁs les constituants cellulaires insolubles se
retrouvant dans le culot. Le surnagearﬁ (contenant surtout le cytoplasme, les
ribosomes et des microsomes) était jeté et le culot resuspendu dans le méme tampon
_ et, suite & une incubation de 20 minutes sur glace, trois centrifugations successives de
5 minutes chacune a 800 g permettaient de séparer les noyaux des autres constituants
cellulaires restants, ies membranes se retrouvant donc dans le surnageant. Le culot
étant resuspendu dans le tampon entre chaque centrifugation. Tous les sumageants.
étaient ensuite mis ensemble et qent;ifugés a'4oo_oo g. Le culot était finalement
resuspendu dans le tampon auquel 0,32 M de sucrose (cryoprotecteur) et 5 mM
d’EDTA (inhibiteur de métalloprotéinases) évaient été ajoutés, et la suspension finale
était conservée a -80 °C. Toutes les étapes de cette extraction étaient faites a 4 °C.

Avant la congélation, un dosage protéique était effectué selon la méthode de Lowry.
3.3.2 Essai de liaison par compétition

‘Un tampon Tris 50 mM (pH 7,4) était utilisé pour cette expérimentation, ainsi, les
ligands et les membranes y étaient dilués. Des concentrations croissantes de ligand
froid a tester (de 107! a 10* M) étaient d’abord ajoutées & une concentration fixe de

ligand radioactif, dans ce cas la *H-dlt II. Une quantité fixe de membrane était ensuite

43



ajoutée (50 pg) a chaque condition, suivi d’une incubation de 60 miﬁutes a37°C.La
réaction était ensuite arrétée par filtration sur des filtres GF/C, filtres en microfibres
de verre (Whatman®), a I’aide de trois lavages avec le tampon Tris froid. La. quantité
de radioactivité contenue dans les filtres était alors comptée dans un comptéur béta
Beckman LS6500. Les filtres avaient alors retenu « toute radioactivité » (CH-dlt II)
étant liée aux membranes (récepteur opioidergique delta), ainsi, il était possible de
quantifier la compétition du ligand froid avec la *H-dlt II et d’obtenir un'e valeﬁr
d’ICso, concentration a laquelle le ligand froid aura déplacé la moitié duv ligand

radioactif.
3.3.3 Détermination du Ki

Un graphique du pourcentage de liaison de *H-dlt II en fonct‘ion__, de la
concentration du ligand froid testé permettait la détermination de cétte valeur gle ICso,
100 % de liaison étant le compte obtenu ou aucun ligand froid était ajouté et 0 % de
liaison étant celui ou de la dit II froide en exces était ajoutée. Enfin, puisque I’on
connaissait la concentration de *H-dlt II brésente dans la réaction (selon le compte
total), représentée par [S], ainsi que ’affinité de la dit II pour DOPR, représehtée par
Kd (constante de dissociation), il est possible de définir bexpérimentalement ’affinité,
ou, dans ce cas, la constante d’inhibition (Ki), du ligand froid testé¢ a 1’aide de

I’équation (1) Cheng-Prusoff : |

._IC
Ki= —lﬁ
Kd

(1)

Cette analyse était faite directement avec le logiciel SigmaPlot.
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3.4 Mesure de I’induction de ’internalisation de DOPR-GFP

- Drabord, il est a noter que pour chacune des mesures d’activité des analogues sur
DOPR (point 3.4 a 3.7) ainsi que dans le cas de I’évaluation de I’activité in vivo
(point 3.8), la dit II était utilisé comme ligand de référence, et ce, parce qu’elle
consfitue le ligand de DOPR de prédilection dans notre laboratoire. En effet, la
plupart des essais avaient déja été faits avec ce ligand au laboratoire et donc la dlt 11

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

Puisqu’il est connu que la plupart des agonistes activant DOPR induisent son
internalisation & I’intérieur de vésicules, des enregistrements en temps réel nous ont
permis de tester les ligands dans leur capacité d’internaliser DOPR. Etant plutot de
nature qualitative, ce test in vitro eét bien slr compiémentaire aux autres tests
permettant de déterminer la capacité d’activation de DOPR par les ligands 2 tester.
LeS essais d’induction de I’internalisation étaient faits de 48 & 72 heures apres la mise
en culture sur des cellules DRGF11/DOPR-GFP ayant ﬁﬂe confluence d’environ 50
%. Le milieu de culture était alors remplacé par du tampon Earle’s (140 mM NaCl, 5
mM KCl, 1,8 mM CaCl, 0,9 mM MgCl,, 25 mM HEPES, 0,2 % BSA et 0,09 %
Glucose). Les ligands a tester étaient préparés dans le ‘tampon afin d’obtenir la
coﬁcentration finale voulue. Trois (3) sites différents étaieﬁ_t visualisés en temps réel a
l’aide d’un microscope IX81 d’Olympus, équipé d’une piatme motorisée multi-site
ProScanll de Prior et d’une unité confocale CSU-XI a technologie spinning disk de
Yokogawa, et a I’aide d’une caméra QuantEM:512SC de Photometrics. Les

acquisitions (1 a toutes les 30 secondes) étaient prises 3 un objectif de 60X ‘et a
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température de la picce, & ’aide du logiciel MetaMorph de Molecular Devices. Un
enregistrement de 1’état basal d’environ 3 minutes (6 acquisitions) précédait I’ajout
du ligand a tester pour une période d’acquisitions totale de 70 minutes. Pour chacun
des ligands a tester ainsi que pour la dlt II, une conceﬁtration de 100 nM était d’abord
testée. Dans le cas ol aucune internalisation n’¢était observée, une concentration de 10
puM était alors testée, suivi de I’ajout de dlt I 100 nM pour une période de 70 miﬁutes
supplémentéire.. Cette approche permettait &e vérifier une possible activité

antagoniste.

3.5 Mesure de I’activation de la voie des MAP kinases ERK1/2

3.5.1 Stimulation des cellules et extraction des protéines cytosoliques

Des cellules DRGF11/DOPR-GFP étaient mises en culture dans des plaques de 6
puits tel que décrit précédemment. Aprés 72 heures de culture, des cinétiques
d’activation (0, 5, 10, 15, 30 et 60 minﬁtes), ainsi que des activations dépendantes de
lé concentration (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM) ont été effectuées. En général, une
concentration de 100 nM (essais 4 10 uM pour quelques ligands) était utilisée dans
les cinétiques et un temps d’incubation de 5 minutes dans les concentration-réponses.
Des essais comprenant un pré traitement de 1.5 minutes avéc les ligands ne présentant
pas d’activité agoniste a une concentration de 10 pM suivi du traitement a la dlt II
(100 nM) ont aussi été effectués, encore une fois dans le but de vérifier une possible

activité antagoniste. Toutes les incubations se faisaient dans un I’incubateur a 37-°C
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(5 % COy). L’aspiration du milieu et 'ajout de HBS (130 mM NaCl, 3,5 mM KCl,
2,3 mM CéClz, 0,98 mM MgClz, 5 mM HEPES, 0,5 mM EGTA, pH7.4) froid servait
a l’arrét de la stimulation. Toutes les étapes suivantes étaient effectuées sur glace (4
°C). Le HBS était ensuite remplacé par un tampon de stabilisation (HBS contenant
0.1 uM de staurosporine, 1 mM d’orthovanadate (NasVO,) et des inhibiteurs de
protéases) pour 10 minutes. Ce tampon était ensuite rexhplacé par un tampon de lyse
[S0 mM HEPES, pH 7.8, 1 % Triton X-100, 0.1 pM staurosporine, 1 mM Naz;VOq
(inhibiteﬁrs de phosphatases) et des inhibiteurs de protéases] pour une incubation de
30 minutes. Les cellules lysées étaient ensuite grattées, récoltées et centrifugées a
8000 g pour 15 minutes suite a quoi le surnageant, contenant les composants
cytosoliques solubles, dont les protéines ERK1/2, est récupéré et gardé. a-20 °C

jusqu’a I"utilisation.
- 352 Electrophorésé et immunobuvardage de type Western

Un dosag prqtéique par la méthode de Lowry était d’abord effectué_ e£ une méme
quantité (15 ug) pour chacun des lysats cellulaires était préparée dans un tampon de
Laemmli (Tris 6.25 mM pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glycérol, 0.025 % bleu de
bromophénol, et 10 % P-mercaptoéthanol). Les protéines contenues .‘ dans les
échan_tillons‘ étaient bouillis 5 minut:es avant d’étre déposces et séparées; selon leur
taille, sur un gel S]jS-polyacrylmnide 10 %'par une’ tension de 150 V pou’ré-environ 1
heure 30 minutes. Les protéines du gel étaient ensuite transférées sur une _‘\;nem'brane
PVDF par une tension de 10 V pour la nuit, & 4 °C. Aprés 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 spéciﬁques était effectué en utilisant une solution 1 % gélatine dans le
-TBS-T, pour 1 heure. Par la suite, une premiére incubation avec un anticorps primaire
- anti-phospho p42/p44™* ou anti p42/p44™**, dilué.1:1000 dans la solution de
blocage, était suivie de 3 lavages dans le TBS-T et d’une incubation de 1 heure avec
un anticorps secondaire anti-rabbit conjugué & une HRP (peroxydase de raifort) dilué
- 1:2000 dans la solution de blocage. Enfin, suite a‘plusieurs lavages dans le TBS-T,
-la révélation du signal était faite & I’aide du systéme de détection ECL (enhanced
chemiluminescence). Entre les deux détections (phosphorylées 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 Analyse densitométrique

Une quantification des immunobuvardages était faite a 1’aide du logiciel ImagelJ
par le calcul de I’intensité des bandes (densitomsétrie). Le ratio de la densitométrie des
bandes obtenues suite 4 I’immunobuvardage avec ’anti-phospho p42/p44™ sur la
densitométrie des bandes obtenues suite a I’immunobuvardage avec I’anti p42/p44™k
déterminait le niveau de phosphorylation des ERK1/2 obtenus. Par la suite, ce ratio
pour chacune des conditions de stimulation était reporté sur le ratio obtenu pour le
.contrdle (sans stimulation) propre a chacun des hﬁmunobuvardages, ainsi, une
quantification du taux d’augmentation par rapport au contrdle permettait une
comparaison entre les différentes expérimentations. La signification statistique était
ensuite évaluée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism par un test ANOVA suivi d’un
test de comparaison multiple de Dunnett.

48



3.6 Mesure de ’effet sur un courant potassique

3.6.1 Enregistrement de voltage clamp en configuration cellule enti¢re

Les cellules DRGF11/DOPR-GFP étaient d’abord mises en culture dans des
boites de Pétri de 35 mm pour 1 a 4 jours tel que décrit précédemment. Le milieu de

culture était alors remplacé par un milieu extracellulaire (140 mM NaCl, 5,4 mM

KCl, 2 mM CaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH 7,4) contenant 2 mg/ml de

glucose. Les expérimentations étaient effectuées a température de la piece. Les
cellules étaient observées a 1’aide d’un microscope inversé (Nikon) 2 une
amplification de 100 X. Une ﬁipette de borosilicate (Warner Instruments) ayant une
résistance de 3 a 5 m.egaohms et préalablement remplie avec un milieu dit

intracellulaire (1‘15‘mM KCJ, ‘20 mM NaCl, 11 mM EGTA, 1 mM CaCl;, ]| mM
MgCl,, 10 mM HEPES, 3 mM ATP, 0,4 mM GTP, pH 7,2) était 'approché'e d’une
cellule bien adhérée afin de créer un joint étanche entre la membrane cellulaire et la
pipette de verre a I’aide d’un syste¢me de succion. L’approcﬁe' de la cellule ainsi que la
formation du joint étanche étaient aidées par 1’observation des variations de résistance
a _l’aide ,d"ﬁn oscilloscope Kenwood, une tension de 20 ’mV étant appliquée a
I’électrode se trouvant a Iintérieur de la pipette de borosilicate. Aprés 1’obtention
d’un joint étanche ayant une résistance de I’ordre dﬁ gigaohm, une plus forte pression
négative (succion) était appliquéé. Méﬁn de rompre la niembrane contenue dans. la
pipette de verre. Dans le cas ou la rupture était plus difficile a féire, un « zap »
. (impufsioh de tensi;)n hyperpolaris'énte importante 'cll’environ‘ 1,5 V) d’une durée de

0,1 a 10 ms était appliqué. On dit alors que la cellule est ouverte, « empéle’é », et ce
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lien serré entre la pipette et la cellule permet l’enregistrenient des courants globaux de
la cellule entiére par I’électrode de la pipette et le systéme d’acquisition Axopatch-1D
(Axon Instruments) et du logiciel Clampex. L’enregistrement de- fype « voltage
clamp »_consiste a imposer une tension (voltage) de base a la cellule par I’¢lectrode
d’enregistrement, de faire varier ce voltage et d’enregistrer le courant obtenu par cette
variation. Selon les différentes composantes du protocole d’impositjph du voltage
ainsi que la composition des milieux extra et intracellulaire, il est alors possible de
sélectionner un type de courant particulier. Dans notre cas, un potentiel de repos de
-80 mV était imposé et une dépolarisation de 200 ms jusqu’a +60 mV permettait
’enregistrement d’un courant potassique sortant, la coinposition des solutions extra et
intracellulaire permettant la sélection des courants potassiques (versus sodiques). Le
schéma de la figure 12 montre le protocole de stimulation. Un enregistrement continu
comprenant plusieurs acquisitions (dépolarisations) a intervalle de 20 s permettait
d’observer le courant avant (contrdle) et aprés I’ajout des ligands dans la solution
extracellulaire. L’analyse des données était faite & 1’aide d’un logiciel d5analyse

programmé par le Pr Marcel-Daniel Payet.

w200 ms

+H0mV

80 mV ——t S—

Figure 12. Schéma représentant le protocole de stimulation utilisé dans la
technique de voltage clamp. L’induction d’une dépolarisation ~membranaire
permettait I’enregistrement d’un courant potassique sortant. Le potentiel de maintien
était a -80 mV et le potentiel test a +60 mV.
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3.7 Mesure de Pinhibition de la conversion de ’ATP en AMPc

3.7.1 Incubation, stimulation et lyse des cellules

Les cellules GH3/DOPR étaient mises en culture dans des boites de Pétri de 35
mm pour 48 a 72 heures tel que décrit précédemment. Le milieu de culture était alors
remplacé par 1 ml de milieu auquel avait été ajq,uté 2 uCi/ml de *H-adénine et les
cellules incubées pour un maximum de 1 heure (37 °C, 5 % CO,). L’aspiration de ce
milieu suivie de 2 lavages avec une solution froide (sur glace) de HBS (130 mM
NaCl, 3,5 mM KCl, 2,3 mM CaCl,, 0,98 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 0,5 mM EGTA)
contenant 0,1 % de glucose précédaient I’ajout de 1 mM d’IBMX (3-Isobutyl-1-
- methylxanthine, inhibiteur de phosphodiestéraseg) dans du HBS contenant 0,1 % de
glucose et 0,1 % dé BSA, pour une période d’incubation de 15 minutes, dans un bain
a 37 °C. La forskoline 10 pM ainsi que le ligand 2 tester (concentrations de 10Mha10
4 M) étaient ensuite ajoutés a chaque boite de Pétri pour un temps d’incubation de 15
minutes (37 °C). L’incubation était ensuite arrétée par 1’aspiration du milieu, le dép6t
sur glace des boftes de Pétri et I’ajout (1 ml / boite) d’une solution de TCA (acide
trichloroacétique) 5 % froid. La solution de TCA sert & la lyse des cellules, le tout
étant ensuite récolté, additionné d’une solution d’ATP 5 mM et d’AMPc SmM (100

pl/ml), mélangg et centrifugé & 800 g pendant 15 minutes, a 4 °C.
3.7.2 Séparation de ’ATP ("H-ATP) et de I’AMPc CH-AMPc)

Afin de pouvoir déterminer la conversion de *H-ATP en H-AMPc par un
comptage de la radioactivité, il est d’abord :essentiel de séparer I’ATP tritiée de

I’ AMPc tritiée et cela a été fait par chromatographie sur des colonnes séquentielles de
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DOWEX et d’alumine. La colonne de DOWEX, qui est une résine échangeuse d’ions,
retient '’>’H-AMPc et laisse éluer 1’’H-ATP non convertie. La colonne de DOWEX est
ensuite superposée a la colonne d’alumine, qui absorbe les nucléotides, et de 1’eau est -
ajoutée a la colonne de DOWEX afin d’éluer I’’H-AMPc qui se retrouve alors -
accrochée a la colonne d’alumine. L*H-AMPc est enfin éluée de la colonne
d’alumine a I’aide d’imidazole. Les quantités de radioactivité CH-ATP ou H-AMPc)

étaient mesurées a I’aide d’un compteur a scintillation béta.
3.7.3 Détermination de I’ICs

Un pourcentage de conversion de I’ATP en AMPc était calculé par I’équation (2)

suivante :

Qté [3 H]AMPc (cpm) 00
Qté [3H]mpc + Qe PHJATP (cpm)

% Conversion = ()

Puisque DOPR est couplé a G et qu’il fallait stimuler I’activité de ’adénylyl cyclase
a l’aide de la forskoline avant de pouvoir ’inhiber par les ligands de DOPR, 'le‘s.
résultats sont présentés en termes de pourcentage de convérsion de ’ATP eh AMPc
par la forskoline, en fonction de la concentration de ligand DOPR ajouté. Ainsi, une
valeur de ICsy (concentration pour laquelle 50 % de la stimulation était inhib€) était -

déterminée a I’aide du logiciel SigmaPlot.
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3.8 Mesure de P’effet antihyperalgésique

3.8.1 Déroulement de I’expérimentation comportementale

Les rats méles Sprague-Dawley (200 — 225 g) étaient hébergés en groupe de 2 ou
3, selon un cycle lumiére/noirceur de 12 heures, avec nourriture et eau ad libitum. Les
expérimentations étaient toujours faites le matin (entre 7 hrs et 11 hrs). Aux jours 1 et
2, les rats étaient acclimatés au montage d’expérimentation, qui coﬁsiste a une cage
de Plexiglas déposé sur ﬁn plancher de verre, pour une durée de 30 minutes. Au jour
3, une acclimatation au montage de 10 minutes était d’abord faite et les mesures du
temps de retrait de la patte au niveau basal étaient pratiquées sur chacune des pattes
arriéres de I’animal. Ces mesures étaient faites au moyenv de la méthode de Hargreave
(test Plantar), qui consiste en I’application d’un faisceau infrarouge (stimulation
thermique) sur la surface plantaire de 1’animal au travers du plancher de verre.
Lorsqu’il p¢rg:oit la chaleur comme étant dbuloureuse, ’animal reti;e sa patte et c’est
le temps rfaquis pour ce retrait qui correspond & la mesure prise. Trois (3) lectures de
chaque patte étaient faites a des intervalles d’environ 5 minutes. Par la suite, une fois
le rat anesthésié sous isoflurane (3 %, 1 Vmin), I'inflammation étaif induite par
1’injeption dq 100 pl d’une émulsion (2 pg/ul) de CFA dans l’equpe intra-plantaire
de la patte arriére gauche (appelée ipsilatérale). Suite 4 une journée de repos, une
autre acclimatation au montage de 30 minutes était faite au jour 5. Soixante-douze
(72) heures suivant 1’induction de I’inflammation de la patte ipsilatérale (jour 6), une
acclimatation de 10 minutes au montage était suivie de 2 mesures des temps de retrait
des pattes ipsilatérale et controlatérale. Ces lectures permettaient de constater

Phyperalgésie induite, le temps de retrait de la patte ipsilatérale devant étre inférieur a
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celui de la patte controlatérale suite a I’application du stimulus thermique. L’injection
des ligands a tester (analogue ou dlt II) par la voie intrathécale était ensuite pratiquée
suite 2 une légére anesthésie du rat sous isoflurane. 15 minutes aprés 1’injection
intrathécale, une premiere mesure pour chaque patte était faite suivie de 3‘ autres
lectures a des intervalles de 15 minutes afin d’évaluer I’effet anti-hyperalgésique des

ligands jusqu’a 60 minutes apres I’injection.
3.8.2 Analyses statistiques

Les résultats étaient présentés sous forme de graphique du temps de retrait de la
~ patte en fonction du temps aprés I’injection du ligand (0, 15, 30 et 60 minutes), le
temps de retrait basal de la patte étant aussi inclus dans le graphique (pré CFA). La
signification statistique était ensuite évaluée a I’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 Affinité pour DOPR

Des essais de liaison par compétition ont été effectués pour la LE ainsi que pour
chacun des ligands synthétisés qui sont présentés a la .ﬁgure 10. Les études de liaison
ont été réalisées sur des extraits de membranes de cellules GH3/DOPR (50 pg de
protéines membranaires par essai). Pour ces essais, le ligand radioactif ééleptif pour

DOPR, la *H-dIt I (Kp ~ 1 nM), a été utilisé a une concentration fixe de 1,8 nM (soit

environ 50 000 cpm par essai).
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Figure 13. Mesure de I’affinité des analogues pour DOPR. Courbes regrésentant le
déplacement compétitif d’une concentration donnée de ligand radioactif "H-dlt II par
des concentrations croissantes de ligands testés. Les courbes de déplacement de l1a LE
et de I’analogue Tyr//GlyLE sont trés proches et indiquent une bonne affinité 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 décroissant d’affinité pour DOPR. (n =3)

Le graphique de la figure 13 montre le déplacement de la liaison du ligand *H-dlt
II en fonctiox_l de la concentration des différents analogues enképhalinergiques, en
comparaison avec le ’déplacemen‘t obtenu pour la LE. Ainsi, la position des courbes
dans le graphique permet d’observer le degré d’affinit€ de chacun des ligands, les
courbes se retroﬁvant le plus 2 gauché dans le 'graphique étant celles des ligands
néceésitant une moins grande concentration afin de déplacer le‘ ligand radioactif
s€lectif. De gauche a droite on retrouve donc les ligands LE, Tyr//GIyLE, Phe//Leu‘B,
Phe//Len A, Gly//PheLE A, Gly//GIyLE et Gly//PheLE B, en qrdre décroiésaht
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d’affinité pour DOPR. Le tableau 3 présente les valeurs de la constante d’inhibition
de la liaison (Ki) calculées pour chacun des composés. Cette valeur représente la
concentration de ligand nécessaire pour déplacer la moiti¢ du ligand *H-dlt 1I lié sur
DOPR. Cette valeur est calculée a partir des résultats des courbes de la figure 13 en
incorporant a I’équation de Cheng-Prusoff le Kp du ligand radioactif, soit 1 nM, la
concentration de la *H-dIt II utilisée pour les essais, ainsi que ’ECso mesuré pour
chacun des composés (mesure obtenue par les tracés illustrés a la figure 13).

Ligands Valeurs ;Ie Ki (nM) SEM
: moyenne (n = 3) (nM)

TyWiGLE 153 68
GlyiGIyLE %0 786
Gly/PheLEA 639 233
GlyfPheLEB = »5000 . -
PhefLewA 261 242
PhefLewB 164 306

Tableau 3. Valeurs de Ki des ligands testés en essais de liaison. Les valeurs ont été
obtenues a partir des résultats de la figure 13 a I’aide de 1’équation Cheng-Prussof. La
LE et I’analogue Tyr//GlyLE possédent les meilleures affinités pour DOPR.

Nos résultats indiquent que le ligand Tyr//GlyLE est I’analogue
enképhalinergique qui posséde la meilleure affinit€¢ pour DOPR. En effet, son Ki se
rapproche de celui obtenu pour la LE. Viennent ensuite en ordre décroissant
d’affinité, 1es 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 pbur DOPR possédant des affinités de

I’ordre du micromolaire (Gly//PheLE B) ou presque (Gly//GlyLE).

4.2 Induction de I’internalisation de DOPR-GFP

Puisqu’il est connu que la majorité des agonistes de DOPR induisent son
internalisation (PEI et al., 1995), une premiére fagon simple d’évaluer I’efficacité des
analogues synthétisés a activer DOPR a été d’utiliser la lignée cgllulaire d’origine
neuronéle, les cellules DRGF11. A I’aide d’une population de DRGF11 dans laquelle &
DOPR-GFP était transfecté, nous avons pu suivre le déplacement du récepteur suite &
I’ajout des ligands (le tag GFP étant une protéine fluorescente). La capacité
d’internalisation de DOPR par la dlt II étant connue, les résultats étaieht comparés
‘systématiquement avec ceux oBservés suite & ’ajout de dlt II. Les essais avec chacuﬁ
des ligands & tester ont d’abord été effectués avec une concentration de 100 nM. La
figure 14 p;ésente des images prises avant (contrdle) et 35 minutes apres le traitement

pour chacun des ligands.
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Figure 14. Mesure de la capacité des analogues, & une concentration de 100 mM,
d’induire P’imternalisation de DOPR-GFP. Photos de microscopie en fluorescence
montrant le déplacement de DOPR-GFP suite 2 la stimulation par les différents
analogues en comparaison avec I'internalisation induite par la dlt II. La photo
contrble est prise avant le traitement et la seconde, 35 minutes aprés 1'application du
ligand. L’analogue Tyr/GlyLE semble pouvoir induire une internalisation de DOPR-
GFP comparable 2 ce qui est obtenu avec la dit II. Au contraire, les autres analogues
semblent en &tre incapables.

D’abord, en sitwation contrble, c’est-a-dire a I’état basal, DOPR-GFP est

principalement exprimé & la surface cellulaire. En effet, nous observons que le
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contour des neufone‘s est bien défini par ’expression membranaire de DOPR-G_FP.
Trente-cing (35) minutes apres I’application d’une concentration de 100 nM de dlt: 11,
tres peu de récepteurs taggés a la GFP semblent encore présents a la memb_pé_ine
indiquant que l’acti_vation'-'de DOPR-GFP par la dit II a induit lfinternalisatioﬂ::du
complexe ligand-récepteur. L’augmentation du marquage fluorescent dans des
structures intracellulaire vésiculaires suggére en effet la présence de DOPR-GFP dans
des vésicules d’intemalisafion. Pour ce qu{ est des analogues étudiés, l’applicafion
d’une concentration de'_ ‘.100 nM de Danalogue Tyr/GIyLE semble induire -
I'internalisation de DOPR-GFP de fagon similaire a la dit II puisque le‘sigl.'lal
fluorescent du contour de la cellule se transp;)se en marquage de type vésiculaire.
Pour leurs parts, le.s autres analogues testés ne semblent pas avoir la capacité
d’induire I’internalisation de DOPR-GFP, du moins 2 une concéntration de 100 nM.
Notons que si certaines cellules semblent s’étre déplacées au cours des 35 minutes

- suivant I’application du ligand, le contour de celles-ci est encore trés bien défini,

suggérant que DOPR-GFP se retrouve encofé majoritairement a la surface cellulaire.

Suite a ces ob'servatibns, d’autres essais avec les analogues n’ayant pas induit
d’internalisation ont été effectués avec une concentration de 10 pM. Enfin, 35
minutes plus tard, ’ajout de dIt II & une concentration de 100 nM était effectuée.
Cette stratégie devait nous permettre dé déterminer si l’anaiogue testé pouvait agif en

tant qu’antagoniste de DOPR.
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Figure 15. Mesure de la capacité de certains analogues, 4 une comcentration de
10 pM, d’induire Pintermalisation de DOPR-GFP. Photos de microscopie en
fluorescence montrant le déplacement de DOPR-GFP suite 2 la stimulation par
certains ligands, suivi de l'ajout-de dit II 2 100 nM 35 minutes aprés. La photo
contrble est prise avant le premier traitement, la seconde, 35 minutes aprés
l'application des analogues, et la troisieme, 35 minutes aprés I'application de dlt II.
Les analogues Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B semblent étre en mesure
d’induire internalisation de DOPR-GFP, tandis que les am]l@gues Gly/GlyLE et
Gly//PheLE B en sont incapables.
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Les illustrations montrées a la figure 15 indiquent que 1’analogue Phe//Leu B
- semble induire une internalisation de DOP}I}-GFP cqmparable a celui induit par 100
nM de dit II (voir ﬁgure‘:‘ 14), le contour dé: la cellule n’étant plus défini et ’ajout de
dit II n’entrainant pas de.changémeﬁts supplémentaires. Ce résultat ést cohérent avec
' le fait que ’analogue Phe//Leu B détient la meilleure affinité pour le récepteur (voir
tabléau 3) apres I’analogue Tyr//GlyLE. De leurs cotés, les analogues Gly//PheLE A
et Phe//Leu A semblent étre capables d’iﬁduire une certaine internalisation qui est
cependant plus importante suite a ’ajout de dlt II. Enfin, les analogues Gly//GIyLE et
Gly//PheLE B ne semblent posséder aucune capacité a induire I’internalisation de
DOPR-GFP sans toutefois pouvoir bloquer Iactivité de la dit II qui, a 100 nM,
parvient toujours & induire I’internalisation de DOPR-GFP méme en présence du
composé & ’étude. Par ces essais, les ligands Gly//GlyLE et Gly//PheLE ne semblent
ni étre agoniste, ni antagoniste. Ces observations appuient les données des études de
liaison qui indiquent que ces deux composés n’ont qu’uné affinité trés faible pour

DOPR (c’est-a-dire de I’ordre du mM).

4.3 Activation de la voie des MAP kinases ERK1/2

Une autre fagon d’évaluer 1’activité biologique des ligands synthétisés sur DOPR
consiste a regarder au niveau d’une voie de signalisation connue pour étre activée

suite & la liaison de DOPR par un agoniste. Or, ’activation de la voie des MAP
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kinases ERK1/2 est connue pour étre induite lors de ’activation de DOPR, menant a
une augmentation de la phosphorylation des protéines kinases ERK1 et ERK2 (BURT
et al., 1996; FUKUDA et al., 1996). L utilisation d’un anticorps reconnais§{mt les
formes phosphorylées .de ces kinases ERK1/2, suivi d’une détection des i{inases
ERK1/2 totales (phosphorylées ou non), permet 1’évaluation de I’activation de cette
voie, par rapport au contrdle, relativ¢ ala phosphorylatidn induite par les différents
analogues synthétisés. Cette analyse a été effectuée sur des cellules DRGF11, qui
expriment DOPR et aucun autre deé récepteurs opioidergiques. Nous avons traité les
cellules avec des concentrations croissantes d’analogues (1 nM, 10 nM, 100 nM et 1
uM) pour une durée fixe deFS minutes, ou encore, selon une cinétique (5,10,15,30 et
60 minutes) avec une concentration fixe de 100 nM ou de 10 uM (selon le cas) des
différents composés. L’électrophorése des protéines cytosoliques extraites de ces
cellules traitées suivie du transfert sur une membrane de PVDF et de
I’immunobuvardage de type western permet la détection des protéines ERK1/2

phosphorylées et totales, comme le montre la figure 16.
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Figure 16. Analyse du niveau de phosphorylation des protéines kinases ERK1/2.
Détection des protéines kinases ERK1/2 phosphorylées (pERK1/2) et totales
(ERK1/2) par immunobuvardage de type western dont la révélation était faite a I’aide
d’un systétme ECL.

B)

A) Activation par la dlt II dépendante de la concentration pour un traitement de 5

minutes (gauche) et cinétique d’activation par un traitement & une concentration
de 100 nM (droite). L’application de dlt II induit une augmentation transitoire
(maximum & 5 minutes) de la phosphorylation des protéines kinases ERK1/2 de
fagon concentration-dépendante (maximum a 10 M)

Activation par le ligand Gly//PheLE B dépendante de la concentration par un
traitement de 5 minutes (gauche) et cinétique d’activation par un traitement & une
concentration de 100 nM (droite). L’application de Gly//PheLE B semble
n’induire aucune augmentation des niveaux de phosphorylation, le résultat obtenu
avec chacune des conditions de stimulation (concentrations et durées) ne montrant
pas de différences avec les contrdles (0).

Apres 5 minutes de stimulation, la dit II entraine une phosphorylation des ERK1/2

dépendante de la concentration (Figure 16A; panneau de gauche). Cette augmentation

des niveaux de phosphorylation de ERK1/2 par la dit IT & 100 nM est fonction du
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temps, avec un maximum de phosphorylation atteint aprés 5 minutes de stimulation
(Figure 16A; panneau de droite). A la Figure 16B est présenté un exemple de résultat
obtenu avec un des ligands (le Gly//Phel.E B) qui semble incapable d’activer la voie
ERK1/2. Dans ce cas, ni I’augmentation de la concentration ni la durée du traitement

avec I’analogue n’ont d’effet sur les niveaux de phosphorylation des ERK1/2.

Une analyse densitométrique de l’inténsité des bandes ERK1/2 phosphorylées (p-
ERK1/2) rapportée sur celle des bandeé ERK1/2 totales permet d’évaluer de fagon
semi-quantitative les taux d’augmentation de la phosphorylation. Ainsi, le graphique
de la figure 17 présente les taux d’augmentation de la phosphorylation par rapport au
contrble (valeur relative fixée & 1) en fonction de la céncentration du traitement

appliqué aux cellules et ce, pour chacun des analogues testés.
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Figure 17. Mesure de I’augmentation du taux de phosphorylation des ERK1/2 en
fonction de la cencentration des analogues. Graphique des activations de la voie
ERK1/2, dépendantes de la concentration, obtenues par 1’application des ligands pour
une durée de 5 minutes. Seul I’analogue Tyr//GlyLE présente une augmentation de la
phosphorylation significative, comme le fait la dlt II. Significativité: * p < 0,05; *** p
< 0,001; en comparaison aux cellules non traitées (0). Analyse statistique one-way
ANOVA suivi d’un test de Dunnett.

La figure 17 démontre qu’un seul des analogues synthétisés, le Tyr//GlyLE,
semble posséder la capacité d’induire I'activation de la voie ERK1/2 aux mémes
concexxtrations que la dlt II. En effet, I’analyse statistique confirme que
I’augmentation de la phosphorylation des ERK1/2 est significative par rapport au
contrdle (0) pour un traitement a 100 nM ainsi qu’a 1 uM. Nous remarquons aussi

que la dlt IT posseéde un certain effet d’activation a partir de 10 nM, bien que celle-ci
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ne soit pas statistiquement significative, alors que I’analogue Tyr//GlyLE ne semble
avoir aucun effet avant 100 nM. Enfin, en ce qui concerne les autres analogues, méme
une concentration de I’ordre du micromolaire est insuffisante pour augmenter de
facon significative la phosphorylation des ERK1/2. D’autre part, la figure 18 présente
le graphique des résultats de 1’'analyse densitométrique des cinétiques d’activation

avec une concentration de 100 nM.

8 - ‘ ek

0 5 10 15 30 60

Durée du traitement avec 100nM de ligand (min)

Taux d'augmentation de la phosphorylation par rapport
au contrdle
LVA)

#Deltorphine IT (n=3) .  #Tyr//GlyLE (n=3) # Gly{{GlyLE (n=3)
# Gly//PheLE A (n=3) W GlyfPhelLEB (0=3)  #Phe/fLen A (n=3)
#PheflLeu B (n=2)

Figure 18. Mesure de I’augmentation du taux de phosphorylation des ERK1/2 ¢n
fonction de la durée du traitement avec 100 nM des analogues. Graphique des
cinétiques d’activation de la voie ERK1/2 obtenues par 1’application des analogues.
L’analogue Tyr//Gly présente une augmentation de la phosphorylation qui semble
transitoire (5 et 10 minutes) de la méme maniere que la dit II. Significativité: ** p <
0,01; #** p < 0,001; en comparaison aux cellules non traitées (0). Analyse statistique
one-way ANOVA suivi d’un test de Dunnett.
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Encore une fois, nos résultats indiquent que seul l’ahalogue Tyr//GlyLE augmente
la phosphorylation ERK1/2 de fagon comparable a ce qui est obtenu avec la dit II,
c’est-a-dire que cette activation semble transitoire, avec des niveaux d’augmentation
significatifs pour un traitement de 5 minutes (dIt I) ou pour des durées de 5 et 10
minutes (Tyr//GlyLE).‘Pour' ce qui est des autres analogues, qui n’ont pas d’effet
significatif a une concentration de 100 nM, nous avons tenté des stilnulations
(cinétiqués) avec une concentration de 10 puM, et cela, puisque certains ligands
semblaient tout de méme avoir certains effets d’augmentation des niveaux de

phosphorylation des ERK1/2 (bien que non significatifs).
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WPhe/Leu A (n=6) % Phe/fLeu B (n=5)
Figure 19. Mesure de I’augmentation du taux de phosphorylation des ERK1/2 en
fonction de la durée du traitement avec 10 pM de certains analogues. Graphique
des cinétiques d’activation de la voie ERK1/2 obtenues par I’application de certains
analogues. Les analogues Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B présente une
augmentation de la phosphorylation significative surtout pour un traitement de 10

minutes. Significativité: * p < 0,05; ** p < 0,01; en comparaison aux cellules non
traitées (0). Analyse statistique one-way ANOVA suivi d’un test de Dunnett.

Ainsi, comme montré 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 facon
significative, ayant leur maximum d’effet 2 10 minutgs,‘plutﬁtqu’é 5 minutes comme
la dlt I le fait. Quant 2 eux, les ligands Gly//GlyLE et Gly//PheLE B n’induisent
aucune augmentation significative, ce qui confirme les résultats déja présentés aux

tigures 17 et 18.
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Dans un deuxi¢me temps, afin de s’assurer que ces augmentations de la
phosphorylation des ERK1/2 par 1’analogue Tyr//GlyLE se font bien via DOPR, des
essais avec 1’antagoniste compétitif sélectif pour DOPR, le NTI, ont été effectués.
Ainsi, le résultat d’immunobuvardage de la figure 20 montre bien que I’effet
d’activation de cette voie par le Tyr//GlyLE est bloqué par un prétraitement de 15

minutes avec 10 uM de NTI, tout comme 1’effet de la dlt II peut I’étre.

Figure 20. Effet de ’antagoniste de DOPR, le NTI, sur la phosphorylation des
ERK1/2 par P’analogue Tyr//GIyLE et la dit II. Détection des protéines kinases
ERK1/2 phosphorylées (pERK1/2) et totales (ERK1/2) par immunobuvardage de type
western dont la révélation est faite & I’aide d’un systéme ECL. L’effet d’augmentation
de la phosphorylation par 1’analogue Tyr//GlyLE 100 nM (5 minutes) est inhibé par
un pré traitement avec le NTI 10uM (15 minutes), de la méme fagon que I’est celui de
la dit IT 100 nM (5 minutes).

D’un autre c6té, la possibilité que certains des autres analogues puissent étre des
antagonistes de DOPR a aussi été évaluée. A la Figure 21A, nous observons qu’un
prétraitement de 15 minutes avec 10 pM du ligand Gly//GlyLE ne semble pas bloquer
" D’effet d’activation de 100 nM de dlt II, les niveaux de phosphorylation des ERK1/2
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étant équivalents a ceux obtenus avec le traitement a la dlt II seule. La comparaison
avec ’effet bloquant du prétraitement avec 1’antagoniste NTI sur la réponse induite
par la dit II met en évidence cette observation. L’essai a aussi été effectué avec les
ligands Gly//PheLE A et Gly//PheLE B (figure 21B). Dans ce cas, un traitement avec
10 uM de ces ligands semble activer légérement la phosphorylation des ERK1/2, si
I’on compare a la situation contréle. Malgré cela, aucun blocage de ’effet de la dit II

n’est observé, confirmant que ces ligands ne sont pas antagonistes de DOPR.

Figure 21. Effet d’un prétraitement de 10 pM avec certains analogues sur la
phosphorylation des ERK1/2 par la dit II. Détection des protéines kinases ERK1/2
phosphorylées (pERK1/2) et totales (ERK1/2) par immunobuvardage de type western
dont la révélation est faite a I’aide d’un syst¢me de chimiluminescence (ECL). Effets
de pré traitements avec les analogues Gly//GlyLE (A), Gly//PheLE A et Gly//PheLE
B (B) sur ’augmentation de la phosphorylation par la dlt II, en comparaison avec
I’effet d’inhibition de I’antagoniste NTI. L’analogue Gly//GlyLE ne bloque pas I’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 I’augmentation de la phosphorylation
de la dlt II. D’ailleurs, une augmentation de la phosphorylation est observée avec ces
ligands utilisés & une concentration de 10 pM.
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4.4 Effet sur un courant potassique

Afin de parvenir a bloquer la conduction neuronalqjvet donc a produire un effet
antidouleur, les opiacés, par la liaison & leurs récepteurs, ont la capacité de moduler
différents courants ioniques neuronaux, agissant ainsi sur la génération de potentiel
d’action et/ou sur la libération de neurotransmetteurs. Entre autres et cbmme
m,éntionné dans D’introduction, il est connu que l’act;vation de DOPR méne a
I’inhibition d’un courant cationique entrant, le courant I (INGRAM.et WILLIAMS,
1994). Ainsi, nous nous sommes d’abord intéressés a ce courant et bien que nous
ayons été capables de 1’enregistrer au niveau des neurones de DRG (culture primaire) '
au départ, d’importantes difficultés a obtenir une jonction étanche puis a la maintenir
assez longtemps pour permettre 1’enregistrement du courant nous ont ensuite mené
vers un autre modele cellulaire. Nous avons donc appliqué la technique de patch
clamp sur les cellules DRGF 11/DOPR-GFP, avec lesquelles nous avons aussi
rencontré d’importantes difficultés. Enfin, c’est avec les cellules GH3/DOPR que
nou; avons réussi a maintenir des jonctions étanches assez longtemps pour permettre
Ienregistrement d’un courant. Malheureusement, le courant que nous voulions
évaluer au départ, soit le courant I, n’était que trés rarement présent dans ces cellules
et était d’une trop faible amplitude lorsqu’on le trouvait. Nous avons donc décidé
_d’enregistrer' un courant d’une plus grande amplitude dans ces céllules. C’est en
mesurant un courant potassique sortant global que nous avons évalué I’effet d’un des
ligands synthétisés, le Tyr//GlyLE, en comparaison avec celui de la dlt II. Les
expérimentations de voltage clamp en configuration cellule entiere on. été faits avec
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des milieux extracellulaires et intracellulaires (intrapipettes) ne bloquant aucun
courant, un courant potassiqué sortant global stimulé par dépolarisation était ainsi
enregistré. En effet, suite a la formation de la jonction étanche entre la pipette
d’enregistrement et la cellule, un poténtiel de membrane de -80 mV était imposé. Un
protocole de dépolarisation ou le potentiel appliqué passait de -80 mV a +60 mV
.permettait Penregistrement d’un courant potassique sortant. La figure 22 présente des
exemples de ce courant enregistré avant (contrdle) et suivant 1’ajout de 1 pM de dlt II

(en A) ou d’analogue Tyr//GlyLE (en B) dans le milieu extracellui_aire.
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Figure 22. Modulation d’un courant potassique sortant global activé par
dépolarisation (-80 mV a +60 mV) par ’application de dit II et de ’analogue
Tyr//GlyLE. L’application de 1 puM de dit II (A) ou de 1 pM de I’analogue
Tyr//GlyLE (B) induit une diminution du courant potassique sortant global enregistré.

Il est possible de constater que lors de ces 2 expérimentations, la dit IT ainsi que
I’analogue Tyr//GlyLE ont tous les deux induit une diminution du courant potassique

enregistré. En effet, dans ces deux cas, les courants enregistrés suite a 1’application de
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dit II et de Tyr//GlyLE étaient respectivement diminués de 17 % et 18 % par rapport
aux courants enregistrés en condition contrdle. Le tableau 4 présente un résumé des
effets obtenus sur ce courant potassique suite a I’application de différentes

concentrations de dlt I ou de ligand Tyr//GlyLE.

: Ligand§' Effets obtenus Hambrede
{concentrations) cellules
DitII(500nM) - - Diminution 243+12% 2
: Diminution 15,3 +4,7% 8
DIt II(1 p M) - : : v
Augmentation ~172,1 +6,1% 2
' Diminution 23,5 £ 3,5% 2
DIt II{10 uM) . e ]
Augmentation 13,9 % 1
‘ Diminution 12,6 + 82 % 5
Tytf{GlyLE (500 nM) ;
: Augmentation 11,7 % 1
Diminution 19,8 + 10,2 % 4
TyrGIyLE (1 uM)  Augmentation 7.7 £ 4,9 % 2
Aucun effet 1
Tye/GIyLE (10 uM) - Diminution 7.9.% 1
Tableau 4. Ensemble des effets de la dit II et de I’analogue Tyr//GlyLE sur un
courant potassique sortant global. Bien que différents effets aient été obtenus selon

la cellule testée et les différentes concentrations appliquées, la dit II et le ligand
Tyr//GlyLE semblent avoir eu des effets comparables sur ce courant potassique.

Ainsi, nos résultats indiquent que, en fonction des cellules testées et des
concentrations ajoutées, I’effet obtenu peut étre une diminution ou une augmentation
du courant potassique sortant global. L’effet le plus souvent observé (i.e. avec le plus

grand nombre de cellules) consiste en une diminution, et ce, autant avec ’application
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de dlt II qu’avec celle de ligand Tyr//GlyLE. Ainsi, le ligand Tyr//GlyLE semble
pouvoir induire les mémes effets que ceux. induits par la dit II sur un courant

potassique sortant global. |

4.5 Inhibition de la conversion de ’ATP en AMPc

Comme mentionné précédemment, Pactivation des récepteurs couplés aux
protéines G, dont DOPR, meéne a I’inhibition de I’adénylyl cyclase et donc, & une
diminution de la conversion de I’ATP intracellulaire en AMPc (COSTA et al., 1985).
Par Pincubation des cellules GH3/DOPR avec un excés d’adénine tritiée (CH-
adénirie), les sources cellulaires de nucléotides ATP sont marquées au tritium et la
conversion de ’ATP en AMPc peut étre suivie. La stimulation des cellules avec les
ligands a tester ‘a permis la détermination du degré d’inhibition, via I’activation de
DOPR, de cette conversion de I’ATP en AMPc stimulée par la forskoline, activateur.
direct de l’adéﬁylyl cyclase. Ce test in viiro représente une mahiére quantitative et
trés sensible d’évaluer les différents ligands a tester pour leur capacité a activer
DOPR. Jusqu’a maintenant, un dés énalogues ainsi que la dit II ont été testés. La
figure 23 présente le graphique du pomcentaée relatif de conversion de I'’H-ATP en

H-AMPc par la forskoline en fonction de la concentration de ligand DOPR ajoutée.
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Figure 23. Mesure de Pinhibition de la conversion de I’>’H-ATP en *H-AMPc de
la dit II et de ’analogue Tyr/GlyLE. Courbe représentant la diminution de la
~conversion de ’ATP en AMPc induite par la forskoline en fonction de la

concentration de ligand de DOPR ajouté. La dlt II et I’analogue Tyr//GlyLE peuvent

induire une diminution du pourcentage relatif de conversion de fagon comparable. (n
=2) \

‘P.ar les courbes obtenues, bien que les variations soient imponanfes pour chaque.
duplicaté, nous obsewoﬁs que la dit IT et _l’anal_ogué 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 déterminer uné vaieur de
ICs, c’est-a-dire la concentration pour l'aquellé 50 % de la conversion est inhibée.
Cette détemlinatipn a été réalisée a 1’aide du logiciel SigmaPlot. Le_s valeurs d’ICsg
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obtenues pour chacun des essais réalisés jusqu’a maintenant avec la dit II (56.7 ef_
0.049 nM) et I’analogue Tyr//GlyLE (1.2 et 38.7 nM) indiquent des écarts importants |
. entre les 2 essais effectués avec chacun des ligands, tout comme le laissaient croire
- les erreurs standards des courbes de la figure 23. Ces résultats ~ne permettent donc pas

- la détermination d’une valeur d’ICs, qui soit fiable.

4.6 Effet antihyperalgésique

Le_ but premier de concevoir, de synthétiser et enfin, de caractériser de nouveaux
ligands susceptibles de lier DOPR étant la recherche de nouveaux Ccomposes
anticiouleurs, l’e'tape suivant ’évaluation i vitro consiste & I’évaluation i vivo sur un
-modele animal de douleur. Ainsi, un modele d’inflammation sub.-chronique (72
heures) chez le rat a permis ’évaluation de I’effet anti-hyperalgésique d’un des
. analogues au m.oyen de la méfhode. de .Hargreaves. Trois (3) animaux ont été testés
pour‘ I’injection de véhicule. Le véhicule dans lequel est diséout le ligand Tyr//GlyLE
" consiste en une solution de saline contenant 0.7 % de DMSO. Six (6) animaux ont été
testés pour chacuhe des injections de Tyr//GlyLE, saline (véhicule de la. dit II) et dit
II. La ﬁgufe 24 montre le graphique du temps de retrait de la paite ipsilatérale
,(inﬂammée) en fonction du temps suivant I’injection intrathécale (véhicule / saline /
-ligand). Les valeurs pré CFA constituent les mesures prises avant I’induction de
. I'inflammation par I’injection de CFA (adjuvant complet de Freund) dans la patte

ipsilatérale. Les valeurs au temps 0 constituent les mesures prises 72 heures aprés
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I’induction de I’inflammation, mais avant I’injection intrathécale des véhicule / saline

/ ligands.
14 - Aok —O— Véhicule
—&— Tyr/{GlyLE
= 12 1 —&— Saline
= —A— DIt
g 10 -
=
S 81
H
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Temps aprés l'injection de véhicule / ligand / saline (min)

Figure 24. Mesure de D’effet antihyperalgésique de la dit II et de I’analogue
Tyr//GlyLE. Graphique montrant le temps de retrait de la patte ipsilatérale en
fonction du temps suivant I’injection intrathécale. Le temps de retrait au temps 0
étant diminué démontre l'induction d’une hyperalgésie dans la patte ipsilatérale.
Contrairement aux injections de véhicule et de saline, I’injection de 1’analogue
Tyr//GlyLE et de dlt II induisent un effet antihyperalgésique transitoire (15 minutes
suivant l’injection), les temps de retrait de la patte étant comparables aux temps
obtenus en condition normale (pré CFA). Significativité: *** 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 diminué
d’environ de moiti€ par rapport au temps de retrait en condition normale, c’est-a-dire
au temps « pré CFA », ce qui indique qu’une hyperalgésie s’est bien développée dans
la patte ipsilatérale. Pour chacune des conditions, des mesures de la patte
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controlatérale €taient aussi prises, les temps de retrait ne variant pas de fagon
significative en comparaison avec la condition pré CFA (résultats non mentrés).
L’injection du véhicule de I’analogue Tyr//GlyLE, pas plus que l’injection de-saline,
n’induisent d’effet antihyperalgésique, les temps de retrait de la patte suivant leur
injection n’étant pas significativement différents de ceux au temps 0. D’autre part,
puisque les temps de retrait de la patte suite a I’injection (15 minutes) de dit II et de |
I’analogue Tyr//GlyLE sont significativement augmentés par rapport a ceux obtenus
pour I’injection de saline, cela indique que ces deux ligands, agonistes de DOPR, ont
eu des effets antihyperalgésiques. Ces effets sont transitoires, les temps de retrait de
la patte n’étant plus significativement différents de ceux de I’injection de saline pour

les temps 30, 45 et 60 minutes suivant I’injection des ligands.
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S DISCUSSION

Etant des molécules endogénes possédant une bonne affinité pour DOPR, les
enképhalines représentent une alternative intéressante a 1’utilisation des dérivés de la
morphine pour le traitement de la douleur chronique. C’est dans cette optique qu’en
collaboration avec le laboratoire de éhimie du Pr Yves Dory, nous avens procédé a la
conception et a la synthése de peptidomimétiques, analogues de la leu-enképhaline
(LE). La LE consiste en un petit peptide possédant un caractére fortement hydrophile
et étant trés instable face a la dégradation par les peptidases. Aﬁﬁ d’arriver & .
améliorer ses propriétés pharmacocinétiques, nous avons procédé au remplacement
systématique de chacun des liens amides de la LE par un groupement alcene (double
lien C=C), qui est plus lipophile et plus stable face a la dégradation par les peptidases.
Bien que certaines modifications des enképhalines aient été étudiées par le passé,

‘nous sommes les premiers a étudier la présence du groupement alcéne pour chacun
des 4 liens peptidiques de la LE. Ce remplacement systématique aura permis de
définir I’importance de chacun des 4 liens amides de la LE. En effet, la formation de
ponts hydrogéne intra- ou intermoléculaires par le lien amide n’est plus possible
lorsque celui-ci est remplacé par un groupement alcéne. L’objectif de ce projet était
de caractériser cette série d’anélogues enképhalinergiques. Bri¢vement, les résultats
indiquent que seul le 1* lien amide ne semble pas important au maintien de la liaison
de la LE sur DOPR ainsi qu’au maintien de sa capacité d’activation du récepteur.

Ainsi, pour la premiére fois, cette étude aura permis de confirmer I’importance de 3
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des 4 liens amides de la LE pour sa liaison & DOPR, et conséquemment, pour sa

capacité a I’activer. -

5.1 Affinité pour DOPR et hypothéses émises

La premiere étape de la caractérisation in vitro des analogues enképhalinergiques
congus et synthétisés avec cette stratégie de remplaéement systématique des liens
peptidiques (amides) de la LE consistait en la mesure de leur capacité de liaison,
appelée affinité, sur DOPR, réceptelir auquel nous nous intéressons et pour lequel les
enképhalines possédent une bonne affinité. Des essais de liaison par compétition ont
permis la détermination d’une valeur de Ki, indice de I’affinité des analogues pour
DOPR. Ainsi, plus les valeurs de Ki sont petites, plus la concentration nécessaire au
déplacement de la *H-dlt II est faible et donc, meilleure est 1’affinité du ligand testé
pour DOPR. A la lumiére de ces mesures de Ki obtenues avec les 6 analogues, il est
alors possible de discuter de I’importance de chacun des liens amides de la LE pour
sa liaison sur DOPR. Le schéma de la figure 25 présente nos hypothéses suite aux

résultats que nous avons obtenus.
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Figure 25. Schéma des hypothéses concernant les ponts hydrogénes intra- et
intermoléculaire, découlant des valeurs de Ki obtenues avec les analogues. Nos
résultats suggérent que 1) la conformation en tournant J stabilisée par un pont
hydrogéne intramoléculaire entre le premier et le troisiéme lien amide ne doit pas &tre
“essentiel a la liaison de la LE sur DOPR; 2) le premier lien amide ne forme pas de
pont hydrogene intermoléculaire essentiel & la liaison de la LE sur DOPR; 3) la
conformation en tournant b formée par un pont hydrogéne intramoléculaire entre le
deuxieme et le quatrieme lien amide est possible; et 4) la présence de ponts
hydrogeéne entre les deuxiéme, troisiéme et quatriéme liens amides et DOPR n’est pas
impossible. N.B. Pour des fins de simplification, la LE et DOPR ne sont pas a
I’échelle un par rapport a I’ autre. :

D;abord, pour I’analogue Tyr//GlyLE une valeur de Ki trés proche de celle
obtenue avec la LE a ét€ obtenue. Ainsi, la .substituti_on du premier lien amide par un
alcéne ne semble pas avoir altéré Paffinité de I’enképhaline pour DOPR. Comme
mentionn€ dans I’introduction, les liens amides ont la capacité de former des liaisons
non covalentes de types ponts hydrogeéne soit avec le récepteur, lui permettant de s’y
lier, ou encore, avec la molécule elle-méme, lui permettant d’adopter une
conformation active. Or, puisque 1’alcéne ne pefmet pas la formation de ce type de
liaison et que I’affinité de l’analdgﬁe Tyr//GlyLE n’est pas altérée malgré tout, il est
possible de déduire que ce premier lien amide de la LE ne semble pas participer  la

formation de ponts hydrogéne, du moins de ponts hydrogéne essentiels  la liaison au
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récepteur. Ce résultat est d’ailleurs en accord avec celui d’ﬁne équipe qui s’est aussi
intéressé au remplacement de ce lien amide par un double lien C=C (HANN et al.,
1982). Les valeurs d’ICsy obtenues suite aux essais de liaison par compétition
effectués 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 1’analogue Gly//GlyLE, la valeur de Ki obtenue
montre qu’il posséde plus Que 100 fois moins d’affinité pour DOPR que la LE, ce qui
indique que la présence du deuxiéme lien amide de la LE est trés importante poui la
liaison du ligand sur DOPR. Cette substitution a aussi fait I’objet d’une étude
antérieure et nos résultats sont en accord avec les données obtenues par Cox et
collaborateurs (COX et al., 1980). Ce résultat suggere la possibilité de Pexistence
d’un pont hydrogéne intramoléculaire entre ’atome d’oxygéne (accepteur) de ce
deuxiéme lien amide et ’atome d’azote (donneur) .du quatrieéme lien amide, comme |
déja proposé, pour que la LE adopte une conformation secondaire de tybe tournant f3,
lui permettant d’étre active envers DOPR (voir figure 25). Toutefois, il n’est pas non
plus impossible que ce lien intramoléculaire ne soit pas essentiel, mais que ce soit
plutdt une liaison intermoléculaire entre i’oxygéne ou I’azote de ce deuxiéme lien
amide et DOPR qui soit essentiel a ]a liaison de la LE au récepteur. Enfin, chaque lien-
amide pouvant former 2 ponts hydrogéne, il est aussi possible que cette substitution

avec un alcéne entraine 2 la fois la perte de liaisons intra- et intermoléculaire.
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Par la suite, pour ce qui est des analogues Gly//PheLE A et B, il est d’abord
possible de constater une grande différence entre les valeurs de Ki de ces 2
diastéréoiscmeéres. En effet, alors que I’analogue Gly//PheLE A posséde environ 100
fois moins d’affinité que la LE envers DOPR, I’analogue Gly//PheLE B-en a presque
1000 fois moins. Ainsi, il est possible de déduire que cette différence d’affinité de 10
fois est due & leur différence de chiralité (stéréochimies D et L), étant la seule
différence entre les deux analogues. A ce sujet, ces modiﬁcationé de chiralités pour
chacun des résidus de la LE ont déja été expérimentées par le passé et il avait alors
été constaté que la LE possédant un résidu Phe de sféréoéhimje D avait presque 100
fois moins d’affinité pour les récepteurs opioidergiques que celle possédant un résidu
Phe de stéréochimie naturelle L (BEDDELL et al., 1977). En plus de confirmer cette
différence d’affinité¢ que nous avons obtenue, ces résultats nous permettent d’émettre
I’hypothe¢se que notre analogue Gly//PheLE A possederait un résidu Phe de
stéréochimie L et que I’analogue Gly//PheLE B posséderait un résidu Phe de
stéréochimie D. Nous avons comme prochain objectif de déterminer la stéréochimie
de chacun de ces composés au moyen de la cristallographie. D’autre part, la baisse
. d’affinité pour DOPR en _cdmparaison avec la LE, et ce, pour les deux analogués,
permet de confirmer que le troisi¢éme lien amide de la LE est important pour sa liaison
sur DOPR. L’imponance de-ce lien amide entre les résidus Gly et Phe ayait d’ailleu;s
été confirmée au moyen de cette substitution par un alcéne, mais a I’intérieur
d’autres peptides ayant de I’affinité pour DOPR (TOURWE et al., 1992). Selon le
schéma présenté 4 la figure 11, a gauche, ce troisiéme lien amide pourrait former une

liaison intramoléculaire avec le premier lien amide, son groupement NH étant le
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donneur du pont hydrogene. Or, puisque notre analogue Tyr//GlyLE ne montre pas de
perte d’affinité marquée, nous pensons que ce pont hydrogeéne intramoléculaire est
moins probable et qu’il est davantage possible que le troisi¢éme lien amide de la LE

soit plutdt important pour sa participation a une liaison intermoléculaire avec DOPR.

Enfin, en ce qui concerne les analogues Phe//Leu A et B, bien que beaucoup
moins importante, il existe encore une différence entre les valeurs de Ki des 2
diastéréoisoméres, I’analogue Phe//Len B poésédant une meilleure affinité pour
DOPR que le Phe//Leu A, d’environ 1.5 fois. Encore une fois, ces résultats sont en
accord avec ceux de Beddell et ses collaborateurs (BEDDELL et al., 1977), la LE
contenant le résidu Leu en stéréochimie L ayant environ 2 fois plus d’affinité pour les
récepteurs opioidergiques que celle contenant lé résidu Leu en stéréochimie D. Ainsi,
nous pouvons en déduire que notre analogue Phe//Leu A serait de stéréochimie D et
que I’analogue Phe//Leu B serait plutét de stéréochimie L. Comme dans le cas
précédent, nous devrons confirmer cette hypothése a I’aide de la cristallographie. En
comparaison avec l’affinité obtenue avec la LE, les analogues Phe//Leu A et B
posseédent environ 30 fois et 20 fois moins d’affinité pour DOPR, respectivement, et
bien que faible, cette baisse d’affinité indique ’importance du quatriéme lien amide
de la LE pour sa liaison sur DOPR. A notre connaissance, aucune autre étude ne
s’était jusqu’ici intéressée directement a I’impertance de ce lien amide, que ce soit au
niveau des enképhalines ou d’autres peptides s’y apparentant. En lien avec le résultat
obtenu avec 1’analogue Gly//GlyLE, nous pouvons déduire qu’il est fort possible que
I’atome d’azote du quatritme lien amide puisse former un pont hydrogéne avec

I’atome d’oXygéﬂe du deuxie¢me lien amide de lé LE (voir figure 25). Comme nous
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- I’avons déja mentionné pour le cas de I’analogue Gly//GlyLE, il n’est pas impossible

que ce soit plut6t un lien intermo!éculaire entre le quatriéme lien amide et DOPR qui

soit perdu lors de cette substitution par un alcéne. Alternativement, il peut aussi y .-

avoir eu a la fois perte de liaisons intra- et intermoléculaire.

En résumé, nous pouvons suggérer que 1) la présence d’un pont hydrogeéne el;tre
le premier et le troisieme lién amide retrouvé dans le cristal de la LE libre ne serﬁble
pas essentielle au maintien d’une conformation propice a sa liaison avec DOPR; 2)
des ponts hydrogeéne intermoléculaires entre le premier lien amide et DOPR ne soit
pas éssentiels a une bonne liaison de la LE a celui-ci; 3) il est possible que la présence
d’un pont hydrogéne entre le deuxiéme et le quatri¢éme lien amide soit essentiel a la
liaison de 1a LE avec DOPR; et 4) il se peut que les deuxie¢me, troisi¢éme et quatriéme
liens amides forment des ponts hydrogéne avec DOPR essentiels pour que la LE se. lie
a ce dernier. Bien que le cristal libre de la LE, c'est-a-dire en 1’absence du réceptéur, _
indique la présence d’un tournant p, la conformation que prend le ligand a l’intérieur
de DOPR n’est pas connue. A ce stade, il est difficile d’éliminer les nombreuses

possibilités.

Afin de pouvoir mieux comprendre les interactions importantes a la liaison de‘ la
LE sur DOPR, nous avons prévu tester d’:aufres modifications sur la LE. Entre autres,
nous envisageons remplécér systématiquement les liens amides par un groupemént
1,2,3-triazole, un groupement ester, ou un groupement N-méthyl amide qui possédent
tous la capacité d’accepter un pont hydrogeéne sans avoir la capacité d’étre donneur.

Ainsi, ces modifications, combinéess aux résultats déja obtenus, nous permettront, par
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déduction, de distinguer I’importance des pouvoirs accepteur et donneur de ponts

hydrogene de chacun des liens amides de la LE pour sa liaison 8 DOPR.

Finéiemeht, bien qu’elle nous soit fort utile pour nous donner des indices de
I’'importance de chacun des liens amides de la LE, cette mesure de Iaffinité des
analogues pouf DOPR ﬁous donne seulement une indication sur leur capacité de
liaison; mais -aucune sur leur capacité d’activation de DOPR et donc sur le caractére

agoniste ou antagoniste de chacun d’eux.

5.2 Evaluation de Pactivité in vitro

Lors de expérimentations ayant menées a ce mémoire, I'activité des analogues
était toujours comparée a celle de la dit II, ligand de DOPR. utilisé au laboratoire.
Ceﬁendant, il sera bien sfr intéressant d’effectuer ces expérimentations avec la LE
afin de comparer ’activité des analogues avec celle de la molécule naturelle. Comme
on pourrait s’y attendre d’apres les résultats d’affinité de la LE pour DOPR, I’activité
de la LE dans les différents essais doit étre comparable a celle de la dlt II. D’ailieurs,

I’évaluation de la phosphorylation des ERK1/2 de la figure 20 le montre bien.
5.2.1 Internalisation de DOPR-GFP

Un des moyens de procéder & I’évaluation de la capacité d’activation de DOPR
par les analogues consiste en la mesure de la capacité d’internalisation du récepteur,

et ce, puisqu’il est connu que la majorité des agonistes de DOPR induisent son
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internalisation (PEI ef al., 1995). Par un modele cellulaire dans lequel DOPR est
couplé a une protéine fluorescente GFP, il -nous était possible de suivre le
déplacement du récepteur en temps réel et donc de vérifier cette capacité
d’internalisation suite 4 I’ajout de chacun des anélogues. Par les résultats obtenus, il
est possible de constater que pour ces analogues, cette mesure de la capacité
d’internalisation de DOPR-GFP, indice de l’activation de ce dernier, corréle bien
avec la valeur de Ki obtenu dans les essais de liaison. Il peut sembler logique que
cette capacité d’activation d’un ligand soit proportionnelle A sa capacité de liaison au
récepteur, mais dans le cas d’un agoniste partiel ou d’un antagoniste, le ligand peut
possédér une excellente affinité pour son récepteur sans toutefois pouvoir I’activer.
Inversement, il est certain que si un ligand posseéde peu d’affinité pour un récepteur, il
faudra une plus grande quantité du ligand pour arriver a I’activer. Ainsi, avec une
concentration de 100 nM, seul I’analogue Tyr//GlyLE est capable d’induire
I’internalisation de DOPR-GFP comme le fait la dlt II, d’ailleurs, c’est effectivement
le seul dont la valeur. de Ki était inférieure a lQO nM. Par la suite, avec une
concentration de 10 pM, I’analogue Phe//Leu B induit une internalisation équivalente
a ce qui eét obtenu avec la dlt II 100 nM, tandis. que les ana]ogueg Gly//PheLE A et
Phe//Leu A sont capables d’iﬁduire une certaine internalisation qomplétée avec I’ajout
de dit IL L’énaiogue Phe//Leu B posséde effectivement une meiileure affinité pour
DOPR que les analogues Gly//PheLE A et Phe//Leu A. Cette mesure de la capacité
d’internalisation n’étant que qualitative, cel_é pourrait expliquér que nous
n’observions pas de différence de réponses entre les ana‘logues‘ Gly//PheLE A et

Phe//Leu A malgré qu’ils aient des valeurs de Ki assez différentes: Enfin, en ce qui
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concerne les analogues Gly//GlyLE et Gly//PheLE B, qui posse¢dent d’ailleurs les
moins bonnes affinités .poﬁr DOPR de I’ensemble des composés étudiés, ils étaient
incapables de faire internaliser DOPR-GFP méme avec une concentration de 10 KM,
L’ajout de cette concentration n’empéchait pas I’internalisation subséquente par une
.concentration de 100 nM de dlt II, ce qui confirme qu’ils ne possédent pas d’activité
antagoniste. Ces résultats nous indiquent que, d’aprés la capacité d’internalisation de
DOPR-GFP, les analoéues Tyr//GlyLE, Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B
possédent un caractére agoniste pour DOPR. De leur c6té, comme on pouvéit s’y
attendre vu qu’ils ne possédent pas d’affinité pour DOPR (Ki de I’ordre du pM ou
presque) les analogues Gly//GlyLE et Gly//PheLE B ne semblent ni étre agoniste, ni

antagoniste de DOPR.

5.2.2 Activation de la voie des MAP kinases ERK1/2

Puisque différentes voies peuvent étre régulées par I’activation de DOPR, il est
intéressant de vérifier la capacité d’activation de DOPR des analogues au moyen de
différents essais in vitro. 'Ainsi, ‘ en‘ plus de la vérification de leur capacité
d’internalisation de DOPR-GFP, leur capacité d’activation de la voie des MAP
kinases ERK1/2 a été Yéﬁﬁée. C’est en fait la mésure du taux d’augmentation de la
phosphorylation des protéines kinases ERK1/2 dans les cellules DRGF11/DOPR-GFP
qui a permis cette vériﬁ,catioﬁ. Comme c’était le cas avec la mesure de la caéacité
d’internalisatidn, nos résultats montrent qu’il y a corrélation avec I’affinité mésuréé

des analogues pour DOPR. En effet, une premiére ‘me"sure concentration-dépendante
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(1 oM a 1 pM) nous indique encore une fois que seul I’analogue Tyr//GlyLE induit
une augmentation significative de la phosphorylation des protéines kinases ERK1/2,
comme le fait la dlt II, et donc, qu’il posseéde aussi un caractere agoniste pour DOPR
pour cette voie d’activation. Aussi, avec une mesure.en cinétique, 1’analogue
Tyr//GlyLE active la voie ERK1/2 de fagon transitoire, ayant des augmentations de la
phosphorylation significatives a 5 et 10 minutes seulement. De plus, des essais avec
I’antagoniste NTI nous ont permis de supposer que I’analogue Tyr//GlyLE devait lier
et interagir avec DOPR de la méme fagon que la dlt I, du moins, de fagon & ce qu’un
prétraitement avec le NTI puisse bloquer son effet, comme c’est le cas pour la dit IL
Afin de poursuivre de la méme maniére que dans I’évaluation de la capacité
d’internalisation, des essais avec les autres analogues & une concentration de 10 pM
ont été effectués en cinétique. Comme pour I’internalisation, les analogues
Gly//PheLE A, Phe//Leu A et Phe//Leu B étaient capables d’activer cette voie
ERK1/2, et donc peuvent étre considérés comme des agonistes de DOPR, alors que
les analogues Gly//GlyLE et Gly//PheLE B en étaient incapables et ne semblent -donc
pas étre agonistes. Aussi, il était intéressant d’observer que I’activation maximale se
faisait & 10 minutes pour les 3 analogues, plut6t qu’a 5 minutes comme c’est le cas
pour la dit II. A notre connaissance, le peu de littérature au sujet de la cinétique
d’activation de cette voie ERK1/2 par I’activation de DOPR montre un maximum a 5
minutes. Avec un maximum d’activation & 10 minutes, 1’activation peut encore €tre
considérée comme étant transitoire. Enfin, en ce qui concerne les analogues
Gly//GlyLE et Gly//PheLE B, un prétraitement avec ceux-ci ne bloque pas I’effet de

- la dit II sur cette voie. Nous pouvons donc affirmer qu’ils n’agissent pas en tant
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qu’antagoniste, comme il nous -a été possible de le déduire dans le cas de

I’internalisation.

5.2.3 Effet sur un courant potassique

Afin de réduire la sensation de douleur, les ligands opioidergiques via leur
récepteurs sont connus pbur moduler ,l’activité de différents courants ioniques des
neurones, ceci ayant pour résultante de diminuer la conduction neuronale et donc le
transport de l’information nociceptive. Il est donc fort intéressant d’évaluer la
capacité des analogues a induire la modulation d’un de ces courants. Les cellules
GH3/DOPR nbus ont servi de modele pour ces essais et nous avons regardé au niveau
d’un courant potassique sortant global. Bien que nous ayons observé une diminution
du courant pour un plus grand nombre de cellules, des effets contradictoires ont éte
obtenus selon la cellule testée. Bien sir, 1’état physiologique des cellules pouvant
Vé.rier d’une cellule a I’autre, cela avait probablement une influence sur les résultats
obtenus. A notre connaissance, peu d’études concernent la régulation d’un courant
potassique de ce type par dgs ligands de DOPR. Une équipe 1’a étudié au niveau des
cellules DRF11 et ils avaient pu observer un effet biphasique selon la concentration .
de ligands utilisée (FAN et CRAIN, 1995);' Malheureusement, dans notre caé, la
variabilité des effets observés ne correle pas avec les concentrations utilisées.
Cependant, nous pouvons émettre la méme hypotheése que Fan et ses collaborateurs
avaient émise voulant que DOPR puisse étre -couplé a plus d’un type de protéines G.

De plus, par d’autres essais effectués dans ces cellules ' GH3/DOPR, une des
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étudiantes du laboratoire avait observé que, contrairement & ce qui se passe au niveau
des DRGF11/DOPR-GFP, une diminution de la phosphorylation des protéines
kinases ERK1/2 était induite par 1’ajout de dlt II. Ce résultat est présent¢ a la figure
26 qui montre la détection des protéines kinases ERK1/2 phosphorylées (pERK1/2)
suivant la stimulation (cinétique d’activation) des cellules GH3/DOPR avec 100 nM

de dit II.

Deltorphine II, 100 nM

0 1 510 30 é60min

Figure 26. Analyse du niveau de phosphorylation des protéines kinases ERK1/2
dans des cellules. GH3/DOPR, suivant une stimulation avec 100 nM de dit II.
Contrairement 4 ce qui est obtenu dans des cellules DRGF11/DOPR-GFP, une
diminution transitoire de la phosphorylation des ERK1/2 est induite par I’ajout de dlt
II. Résultats obtenus par Hélene Beaudry, étudiante au doctorat dans le laboratoire du
Pr Louis Gendron.

Ceci nous laisse croire qu’un couplage anormal et qu’une machinerie cellulaire
différente existent au niveau de ces cellules. D’ailleurs, les résultats de 1’inhibition de
la conversion de I’ATP en AMPc, discutés plus loin, viennent aussi appuyer cette
hypothe¢se. Malgré tout, puisque I’analogue Tyr//GlyLE démontrait les mémes effets
que la dlt II sur ce courant potassique, cés données soutiennent les autres résultats sur
’activation de DOPR voulant que I’analogue Tyr//GlyLE soit bien un agoniste de ce

récepteur.
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5.2.4 Inhibition de la conversion de I’ATP en AMPc

 Sachant que I’inhibition de 1’adénylyl cyclase par Pactivation des GPCRS couplés
ala p“fotéine Gi est 'un des mécanismes les mieux coﬂﬁus, nous considérions
“essentiel de faire la mesure de cette inhibition, et ce, par la mesure de l’inhibiﬁon de
la conversion de 1"ATP en AMPc. D’autre part, en plus‘ d’étre quantitative, la
technique utilisée .pbur mesurer cette conversion est trés sensible, penn'j'etta'nt une
comparaison précise et quantitative de I’effet des analogues avec celui de Ia dlt I et
de la LE. Jusqu’a maintenant trés peu d’essais ont été faits et les premiers résultats
obtenus nous ont quelque peu embétés. En effet, le grand écart existant entre les 2
valeurs d’ICsy obtenues pour le duplicata de chacun des ligands testés (dit II et
Tyr//GlyLE) nous font douter de.notre méthode, ou plutdt de :l’efﬁcacité' du couplage
DOPR-Gi dans le modele cellulaire utilisé. En s’attardant de plus preés a nos résultats,
nous péuvons observer que les taux de conversion obtenus ‘sans ’ajout ée ligand,
c’est-a-dire par I’activation de I’adénylyl cyclase par 1 uM de forskoline; sont trés
bas (moyenne de. 0,5 % pour les 4 essais) en comparaison & ce qui est obtenu dans un
autre modele cellulaire utilis€ au laboratoire. Nous savons maintenant qué ce n’est
pas notre méthode en soi qui est la cause d’une si faiblé stimulation de la conversion
de ’ATP en AMPc puisqu’un étudiant du laboratoire arrive a des taux de conversion
plus inipoﬁants (environ 3 % de conversion) avec la méme méthode, mais e;1 utilisant
un autre modéle cellulaire (cellules CHO). Ainsi, la revient encore la q{1estion a
savoir si les cellules’GH3/DOPR sont vraiment un modéle cellulaire approprié pour
l’étude.‘des divers éffets ceilulaires résultants de I’activation de DOPR ou si elles

‘possédent une machinerie cellulaire aberrante p;)ur‘l’étude de DOPR. Prochainement,
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nous avons prévu faire des essais de 1’inhibition de la conversion de I’ATP en AMPc
au moyen des cellules DRGF11/DOPR-GFP pour lesquelles I’activation de la voie
ERK laisse penser que la machinerie cellulaire et le couplage de DOPR sont normaux

et fonctionnels.

5.3 Evaluation de I’ activité in vivo

Suivant 1’évaluation in vitro de 1’analogue Tyr//GlyLE, qui conserve la capacité
de liaison sur DOPR de la LE et posséde des propriétés agonistes comparables a ceux
de la dlt II, nous avons considéré intéressant de vérifier in vivo son pouvoir anti-
. hyperalgésique daﬁs un modgle animal de douleur inflammatoire ihduite par le CFA.
Ainsi, comme on pouvait s’y attendre, les résultats obtenus montrent que I’analogue
Tyr//GlyLE a la capacité d’induire un effet anti-hyperalgésique comparable a celui de
ladlt II. De plus, comme c’est le cas pour la dlt II, aucun effet secondaire éviaent n’a
été décelé, par observation qualitative, suivant l’mje;tion intrathécale de I’analogue
(aucune convulsion et ‘pas d’effet locomoteur). D’éutre part, puisque ﬁous ne
connaissons pas. pour le moment la sélectivité de _l’analogue pour DOPR, versus
MOPR et KOPR, nous ne pouvons exclufe la possibi]fté ‘que cet effet in vivo soit
médié par MOPR, sachant que la LE ne posséde que 2"& 5 fois plus d’affinité pour
DOPR que pour MOPR et qu’il est connu que I’activation de ce récepteur méne aussi
éj des effets anti-hyperalgésiques. Bien qué [’utilisation .f'cl’antagonistes sélectifs pour

chacun des récepteurs opioidergiques in vivo permettra la vérification de cette
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hypothése, nous envisageons d’abord de vérifier cette sélectivité in vitro au moyen
d’essais de liaison avec des cellules GH3/MOPR et GH3/KOPR et les_ligands
radioactifs sélectifs *H-DAMGO et *H-U69593, respectivement. Enfin, bien que nous
ayons procédé a I’évaluation in vivo pour cet analogue, ultérieurement, seul les
meilleurs analogues sélectionnés suite a une caractérisation in vitro complete feront

I’objet d’une évaluation in vivo.

5.4 Discussion générale et conclusion

L’objectif éventuel de ce projet consiste en la découverte d’un nouveaﬁ ligand
peptidomimétique sélectif pour DOPR qui aurait un meilleur profil pharmacologique
que les ligands peptidiques de DGPR et serait dépourvu des effets secondaires
rencontrés avec certains ligands de DOPR non peptidiques. Pour y parvenir, une
premiére étape fiit la conception, la synthése et la caractérisation de 6 analogues
enképhalinergiques pour lesquels chacun des liens amides étaient systématiquement
remplacés par un groupement alcéne. Bien que sa sélectivité ne soit pas encore
déterminée, nous savons maintenant que l’analogﬁe Tyr//GlyLE posséde une bonne
affinité et est capable d’activer DOPR. Or, cé constat est intéressant, car nous
supposons que la présence du groupement alcéne a cette position de la LE pourrait
rendre le peptide plus stable. En effet, la dégradation de ce premier lien amide par
I’aminopeptidase M est en partie responsable de la dégradation rapide de la LE. De

- plus, comme mentionné dans 1’introduction, les groupements alcénes possédent un
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caractére beaucoup plus lipophile qu’un lien amide, et bien que la présénce d’un seul
-groupement alcéne dans le peptide soit bien str insuffisant pour qu’il puisse passer la
barriere hémato-éncéphalique, nous supposions que I’augmentation de la lipophilicité
ne serait pés négligeable. D’ailleurs, des expériences préliminai_fes effectuées par le
laboratoire de la Pr Brigitte Guérin ont permis de mesurer une valeur de Log P, indice
de la lipophilicité d’un compdsé, pour la LE et un des analogues. Le Log P esf en fait
le coefficient de partition octanol./ eau. Ainsi, plus il est élevé pour-j un composé
donné, plus ce dernier posseéde la caractéristique de pouvoir se dissoudre dans les
lipides, c’est-a-dire; plus il est lipophile. Les valeurs de log P expérimentales
obfenues pour la LE et I’analogue Gly/PheLE A étaient de -0.70 et -0.37,
respectivement. Cette augmentation de l_a lipophilicité est encourageante, mais tout de
méme loin de ce qu’il faudrait atteindre, soit un log P d’environ 2, afin que le futur

composé puisse potentiellement passer la barriére hémato-encéphalique.

Eventuellem‘ent,‘ ce sont des analogues enképhalinergiques possédant plus d’une
modification qui seront congus, synthétisés et caractérisés, et ce, dans le but
d’améliorer davantage la stabilité et la lipophilicité des ligands. Aussi, il sera essentiel
de voir a concevbir et synthétiser des ligands possédant une excellente séléctivité'
envers DOPR afin d’éviter les effets secondaires rencontrés avec les agonistes de -
MOPR. Enfin, une vision plus lointaine du projet permet de penser que l‘la‘conception,
la syntheése et la caractérisation de ces peptidomimétiques meéneront un jour au
développement d’une nouvelle thérapie analgésique dépourvue des effets secondaires

rencontrés avec les thérapies actuelles. Ceci permettrait une amélioration importante
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de la qualité de vie des patients qui souffrent de douleur chronique ainsi que des

comorbidités associées, telles I’anxiété et la dépression.
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