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Sélectivité
fonctionnelle

des ligands des

>Les analgésiques opiacés constituent les
composés les plus efficaces pour le traitement
des douleurs séveres. Cependant, leurs effets
secondaires en limitent 'utilisation thérapeu-
tique. Il est donc nécessaire d’explorer de nou-
velles modalités de recherche afin de mettre au
point des ligands dotés d’un meilleur profil thé-
rapeutique. A cet égard, la sélectivité fonction-
nelle semble ouvrir des perspectives prometteu-
ses. Elle consisterait a exploiter la capacité des
ligands a stabiliser différentes conformations
de récepteurs activant des voies de signalisation
distinctes. Il serait ainsi possible d’obtenir des
ligands favorisant I'activation des voies asso-
ciées a 'analgésie au détriment de celles asso-
ciées aux effets indésirables. Cet article propose
un tour d’horizon des travaux qui mettent en évi-
dence la sélectivité fonctionnelle des ligands des
récepteurs opiacés p et O et expose deux hypo-
theses concernant le type de sélectivité fonc-
tionnelle a cibler pour réduire le développement
de tolérance analgésique. <

La sélectivité fonctionnelle :
un nouveau concept pharmacologique

Dans le but de prédire si un médicament aura la capacité de se lier a
un récepteur (affinité) et de I'activer (efficacité), la pharmacologie
classique se fonde sur des principes de type quantitatif. Ces principes
reposent sur I’hypothese selon laquelle un récepteur oscille entre une
conformation active et une conformation inactive, I’état actif étant
a la source de toutes les réponses pharmacologiques associées au
récepteur (Figure 1A). Dans ce modéle, I'efficacité d’un ligand est
définie par sa capacité a stabiliser diverses quantités d’une seule
conformation active du récepteur: I’agoniste complet stabilise une
grande quantité de la forme active, I’agoniste partiel une quantité
moindre, I’agoniste inverse stabilise principalement la conformation
inactive, quant a "antagoniste, il occupe le récepteur sans modifier la
distribution entre les deux états de celui-ci [1].

Ce modele pharmacologique classique a cependant été remis en ques-
tion au cours de ces derniéres années. Les progres technologiques ont
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en effet permis de démontrer que I'ordre d’efficacité
et/ou de puissance de différents ligands peut s’inverser
lorsque ces propriétés sont évaluées sur plusieurs voies
de signalisation [2]. Ces observations ne peuvent pas
s’expliquer par I'existence d’un état actif unique. Elles
impliqueraient plut6t qu'un méme récepteur puisse étre
stabilisé sous différentes conformations actives dont
chacune possede des propriétés de signalisation spéci-
fiques [1, 3]. Avec ce nouveau concept est née I’idée que
la mise au point de ligands sélectifs qui stabiliseraient
spécifiquement certaines conformations de récepteurs
pourrait permettre de cibler des voies de signalisation
et donc d’obtenir les réponses pharmacologiques qui y
sont associées (Figure 18) [3]. La capacité d’un ligand
a stabiliser un récepteur dans une conformation reliée
a des propriétés de signalisation et/ou de régulation
spécifiques [2] est appelée sélectivité fonctionnelle
[1] ou biased agonism [3]. Ce nouveau paradigme est
actuellement "objet d’une attention considérable puis-
qu’il constitue théoriquement un moyen de dissocier les
effets désirables d’un médicament de ses effets indé-
sirables, a condition, bien sir, de connaitre les signaux
correspondant a chaque type de réponse.

Les récepteurs opiacés

Les récepteurs opiacés, dont les trois sous-types connus
sont le p (MOR), le & (DOR) et le k (KOR), appartiennent
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a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Leur acti-
vation est associée a Iinhibition de I’adénylate cyclase (AC) par les
sous-unités Gali/o et a la modulation d’effecteurs par les sous-unités
GBy des protéines G hétérotrimériques (Goy). Cette modulation
inclut 'activation des kinases régulées par un signal extracellulaire
(€RK) [41, I’activation des phospholipases C (PLC) [5] ainsi que la
modulation des canaux calciques N/P [6] et des canaux potassiques
a rectification entrante! (GIRK) [7]. Les récepteurs opiacés peuvent
également activer une voie de signalisation indépendante de celles
des protéines G. U'activation de la cascade ERK par la B-arrestine en
est un exemple typique [8].

Les agonistes des récepteurs opiacés sont les analgésiques les plus
efficaces actuellement disponibles. Uactivation des trois sous-types
conduit a des effets antinociceptifs, mais les opiacés généralement
utilisés dans le traitement de la douleur (par exemple la morphine,
I’hydromorphone, le fentanyl et I"oxycodone) agissent de facon pré-
dominante sur le MOR, dont I"activation est indissociable d’effets
indésirables tels que la constipation, la dépression respiratoire, la
tolérance, la dépendance physique ainsi que les risques d’abus [9-11].
L'analgésie induite par les agonistes du KOR est associée a un potentiel

! Ce terme désigne une non-linéarité de ces canaux caractérisée par de trés faibles courants d’ions sor-
tants et de grands courants entrants. Uamplitude de ces courants augmente de fagon supralinéaire avec
’amplitude du gradient électrochimique.
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Figure 1. Evolution du concept d’efficacité en
pharmacologie. A. Modeéle a deux états: une
conformation active unique est a la source de
toutes les réponses associées a un récepteur
donné. B. Etats actifs multiples : différentes
conformations actives présentent des profils

de signalisation distincts.

d’abus inférieur a celui produit par les
ligands du MOR [10], mais les proprié-
tés psychomimétiques de ces agonistes
[12], le développement de tolérance
[13] ainsi que leurs effets dysphoriques
et anxiogeénes [14] limitent leur utilisa-
tion clinique. Enfin, les agonistes du DOR
produisent certes moins de dépression
respiratoire [15], de constipation [16]
et de dépendance physique [17] que les
agonistes du MOR, mais il a été démontré
dans des modeéles animaux de douleur
chronique et aigué qu’ils entrainent une
tolérance & I’analgésie [11, 18, 19].

Ces observations suggerent que "obten-
tion de ligands sélectifs de I'un des sous-
types de récepteurs n’apportera qu’une
réponse partielle aux probléemes causés
par des analgésiques opiacés. Par consé-
quent, de nouvelles modalités de recherche doivent étre
congues afin de développer des agonistes opiacés dotés
d’un meilleur profil thérapeutique. Une maniére d’abor-
der le probléeme consisterait a exploiter le concept de
sélectivité fonctionnelle pour un sous-type de récepteur,
notamment pour élaborer des opiacés dont le potentiel
de tolérance serait réduit. Dans les sections suivantes,
nous évaluerons les données qui soutiennent I'idée que
les récepteurs opiacés constituent des cibles valables
pour la mise au point de ligands fonctionnellement sélec-
tifs. Nous proposerons une hypothese centrée sur le type
de sélectivité fonctionnelle qui permettrait de réduire la
tolérance analgésique. U'accent sera mis sur les ligands
du MOR et du DOR, compte tenu des perspectives promet-
teuses qu'ils offrent en vue du traitement pharmacologi-
que des douleurs séveres.

Sélectivité fonctionnelle
et signalisation des récepteurs opiacés

La capacité des ligands opiacés a stabiliser différentes
conformations actives a été démontrée sur des récep-
teurs purifiés en utilisant la résonance plasmonique
de surface [20]. Il a été observé que I’affinité des
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Recyclage

DOR pour différentes sous-unités Gou varie en fonction de I’agoniste
utilisé, démontrant ainsi que le ligand peut déterminer le partenaire
de signalisation du récepteur auquel il est lié. Ces résultats sont en
accord avec les observations obtenues dans des cellules vivantes qui
montrent que le DOR occupé par différents ligands interagit de fagon
distincte avec les différentes sous-unités du complexe Gafy [21].

La stabilisation de conformations spécifiques par divers ligands, qui
entraine I’activation préférentielle de différentes cascades de signali-
sation, se manifeste par une inversion de "ordre d’efficacité et/ou de
puissance de ces ligands. Cette inversion est primordiale pour démon-
trer la sélectivité fonctionnelle des ligands [1, 3]. Par exemple, dans
des cellules exprimant de fagon endogéne le DOR, I'activation de la
sous-unité GaLi2 est plus importante que Iactivation de la sous-unité
Gowo? lorsque le DOR est occupé par Iagoniste DPDPE ([D-Pen?°]-
Enkephalin), tandis que le DOR stabilisé par 'agoniste deltorphine |
active préférentiellement Gowo2 [22]. La sélectivité fonctionnelle des
ligands du MOR n’a, quant a elle, pas encore été clairement établie
bien qu’une inversion de I'ordre d’efficacité des agonistes pour les
protéines de fusion MOR-Galol et MOR-GaLi2 ait été observée [23].

Il est important de ne pas confondre la sélectivité fonctionnelle
des ligands avec la sélectivité de signalisation qui dépend du type
cellulaire. Dans ce dernier cas, la spécificité de la réponse pharma-
cologique est déterminée par les protéines de signalisation qui sont
exprimées dans la cellule étudiée [3]. Les propriétés pharmacologi-
ques et signalétiques des récepteurs opiacés peuvent en effet varier en
fonction du profil d’expression protéique qui est spécifique a chaque
type cellulaire. Différents partenaires de dimérisation peuvent ainsi
modifier les propriétés pharmacologiques des récepteurs [24, 25].
Pourtant, si aucune inversion de I'ordre d’efficacité et/ou de puis-
sance des ligands n’est observée, ces modifications ne constituent
pas une preuve irréfutable de la présence de conformations actives
spécifiques aux ligands. L'hétérodimérisation DOR/MOR, par exemple,
produit un changement de couplage du DOR de Galid vers Goz, mais
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Figure 2. Dé: logue et trafic
intracellulaire des récepteurs opiacés. 1. Par
suite de I'activation prolongée du récepteur
par un agoniste, des kinases de type GRK
produisent la phosphorylation du récepteur.
2. Le recrutement de la B-arrestine permet
le découplage des protéines G et I'interaction
du récepteur avec les protéines d’endocy-
tose. Le récepteur internalisé est alors soit
(3) dégradé soit (4) recyclé pour un nouveau
cycle de signalisation.

le DPDPE reste plus efficace que la deltorphine Il pour
activer les différentes sous-unités Go. [25].

Par ailleurs, la sélectivité fonctionnelle ne se limite pas
a produire I'activation de différentes sous-unités Ga.
Elle peut également permettre 'activation de voies de
signalisation par des mécanismes différents. La morphine
et I’étorphine, par exemple, deux agonistes du MOR,
provoquent 'activation des kinases ERK. Cependant,
cette activation passe par I'intermédiaire de la protéine
kinase C (PKC) dans le cas de la morphine tandis que
celle déclenchée par I’étorphine implique I'intervention
de la B-arrestine [8]. Ces deux mécanismes conduisent
d’ailleurs a des distributions subcellulaires différentes des
€RK, I'étorphine et de la morphine entrainant respective-
ment une accumulation de la kinase dans le noyau et le
cytoplasme [8]. Les ligands du DOR produisent également
différentes conformations actives du récepteur, possé-
dant une sélectivité fonctionnelle en ce qui concerne les
voies ERK et AC. Le TICP (Tyr-TicW [CH2-NH]Cha-Phe-0H)
et le DPDPE amorcent tous deux I’activation de la cascade
€RK, mais le DPDPE se comporte comme un agoniste dans
la voie cyclase tandis que le TICP est agoniste inverse sur
cette voie [2]. Ces observations indiquent que méme si
le DOR occupé par I'un ou Iautre des ligands est capable
d’activer la voie de signalisation des ERK, les confor-
mations sont nécessairement distinctes puisqu’elles
produisent des effets opposés sur la voie de ’AMPc.

Sélectivité fonctionnelle
et tolérance analgésique

Latolérance al’analgésie est un phénomene complexe :
elle implique des changements a différents niveaux
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d’organisation du systeme nerveux central. Ces chan-
gements débutent par des adaptations cellulaires et
moléculaires qui se développent de facon progressive
jusqu’a interférer avec la fonction normale des cir-
cuits de perception de la douleur. €n particulier, la
tolérance aux opiacés s’installe par suite d’un traite-
ment prolongé et serait associée a la désensibilisation
du récepteur et/ou a des changements adaptatifs au
niveau cellulaire qui s’opposent aux effets induits par
I"activation soutenue de ce dernier.

Désensibilisation des récepteurs opiacés

La désensibilisation des récepteurs se manifeste par
une réduction de leur capacité de signalisation. Elle
débute par I’activation des kinases dépendantes du
second messager et/ou de type GRK (kinases des RCPG)
qui entrainent la phosphorylation du récepteur et son
découplage des protéines G. La phosphorylation par
les GRK induit le recrutement de la B-arrestine vers le
récepteur et permet ensuite la formation d’un complexe
avec les protéines d’endocytose. Apres leur internali-
sation, les récepteurs sont soit dégradés par les lyso-
somes, soit recyclés vers la membrane pour un nouveau
cycle de signalisation (Figure 2).

La théorie pharmacologique classique prédit une
corrélation directe entre la capacité de signalisation
d’un ligand et sa capacité a enclencher des proces-
sus de régulation. Toutefois, certaines études ont
montré I’absence d’une telle corrélation indiquant
que les mécanismes de régulation peuvent égale-
ment étre mis en ceuvre spécifiquement en fonction
des ligands utilisés. A titre d’exemple, la morphine,
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Figure 3. Réle des signaux induits par les
récepteurs opiacés dans la régulation de ’ac-
tivité du circuit de perception de la douleur.
Les récepteurs opiacés sont présents a la fois
sur les terminaisons des neurones ganglion-
naires, les neurones postsynaptiques de la
moelle épiniére et les interneurones spinaux.
La moelle épiniére joue donc un réle de plaque
tournante dans les régulations ascendantes et
3 descendantes de la douleur. U'activation des
Cunui‘-._cuz' récepteurs opiacés (1) entraine la fermeture
1 des canaux calciques réduisant la libération
de neurotransmetteurs par les nocicepteurs
et (2) active les canaux potassiques causant
une réduction de I’excitabilité des neurones
postsynaptiques.

qui se comporte comme un agoniste partiel du MOR dans la voie
cyclase, produit la phosphorylation du récepteur par un mécanisme
dépendant de la PKC et indépendant de GRK2 [26, 27]. A inverse,
le DAMGO ([D-Ala?, N-Me-Phe*, Gly®*-ol]l-Enkephalin), qui est
agoniste complet sur la voie cyclase, ne peut stimuler la PKC. €n
revanche, il induit la phosphorylation du MOR par un mécanisme
dépendant de GRK2 [26]. Contrairement a la phosphorylation par
la PKC, la phosphorylation par GRK2 facilite le recrutement de la
B-arrestine vers le MOR, son internalisation, ainsi que son recyclage
(Figure 2). Ces deux derniéres étapes étant primordiales pour la
resensibilisation des récepteurs phosphorylés, le DAMGO serait donc
plus efficace que la morphine pour éviter la tolérance analgésique
puisqu’il recrute GRK2 [28]. Un autre exemple de dissociation entre
la signalisation et I'internalisation est observé avec I’herkinorine,
un agoniste MOR dont on ignore les propriétés analgésiques et de
tolérance. Ce ligand possede une efficacité de signalisation com-
parable a celle du DAMGO, mais n’entraine ni le recrutement de la
B-arrestine, ni I'internalisation du récepteur [29].

Les agonistes du DOR peuvent également stabiliser différentes confor-
mations de récepteurs dotés de propriétés de régulation distinctes.
Les DOR activés par le DPDPE ou le SNC-80, par exemple, sont phos-
phorylés sur des résidus sérine et/ou thréonine différents. Ainsi peu-
vent-ils réguler différemment le trafic postendocytique [30]. Les DOR
occupés par le DPDPE sont en effet plus susceptibles d’étre recyclés
vers la membrane aprés leur internalisation que ceux activés par le
SNC-80. Cette différence a été observée dans des cellules HEK293 et
dans des cultures de neurones corticaux (résultats non publiés). Ainsi,
les DOR traités avec le SNC-80 sont dégradés par voie lysosomale
apres leur internalisation, entrafnant une extinction rapide du signal
et le développement de la tolérance analgésique [19, 30]. A Pinverse,
I’internalisation produite par le DPDPE entraine le recyclage vers la
membrane d’une partie des récepteurs qui pourront alors retrouver
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leur couplage aux protéines G et permettre une certaine résistance a
la désensibilisation [31]. Enfin, la démonstration la plus évidente de
la sélectivité fonctionnelle des ligands concernant la désensibilisation
du DOR a été fournie par la comparaison du SNC-80 avec son méta-
bolite M100390. Alors que ces deux ligands activent les protéines G et
induisent de I"analgésie avec la méme efficacité, seul le SNC-80 pro-
duit la phosphorylation du récepteur, sa désensibilisation et engendre
la tolérance [19].

Ces résultats suggeérent que la tolérance a 'analgésie pourrait étre
réduite grace a des ligands dont la sélectivité fonctionnelle permet-
trait de dissocier les processus de signalisation de ceux qui conduisent
a la désensibilisation des récepteurs opiacés. Selon cette hypothese,
la mise au point d’agonistes n’induisant pas la phosphorylation
et/ou ciblant le recyclage des récepteurs permettrait de diminuer la
tolérance analgésique.

Adaptations cellulaires

L'action analgésique des opiacés est principalement transmise par
les canaux [7]. La fermeture des canaux calciques par les opiacés
inhibe la libération des neurotransmetteurs a partir des neurones
afférents nociceptifs primaires [6], et I’activation des canaux potas-
siques hyperpolarise les relais neuronaux de la voie nociceptive [7]
(Figure 3). Cependant, une inhibition prolongée de la voie cyclase
par les opiacés entraine des adaptations cellulaires qui aboutiront
finalement a une suractivation compensatoire de cette voie [28]. Plu-
sieurs études démontrent une corrélation directe entre une production
excessive d’AMPc et la tolérance analgésique : "administration intra-
cérébroventriculaire d’AMPc augmente la tolérance & I'analgésie [32] ;
I"administration intracérébroventriculaire d’inhibiteur de la PKA réduit
la tolérance & la morphine [33] ; les souris génétiquement modifiées
qui surexpriment ’AC-VII [34] et celles qui n’expriment pas les cycla-
ses dépendantes de la calmoduline (AC-1/AC-VIII) [35] présentent
respectivement une augmentation et une diminution de la tolérance a
I’effet analgésique des opiacés. Ces observations suggerent qu’en dis-
sociant la signalisation associée aux canaux ioniques de celle associée
a la voie cyclase, il serait possible d’élaborer des ligands opiacés aptes
a susciter un effet analgésique sans déclencher les adaptations cellu-
laires qui causent une production exagérée d’AMPc. Par conséquent, un
tel type de ligand entrainerait probablement moins de tolérance.

Conclusion

Les études qui ont été citées dans cette synthése démontrent que les
récepteurs opiacés peuvent adopter différentes conformations actives
possédant des propriétés de signalisation et de régulation spécifiques.
Lutilisation de modeéles animaux a permis d’établir qu’en exploitant
la sélectivité fonctionnelle des ligands du DOR, les effets analgési-
ques produits par ce récepteur pourraient étre dissociés des effets
conduisant a la tolérance. Le défi consiste maintenant a appliquer ce
nouveau concept de sélectivité fonctionnelle afin de mettre au point
de nouveaux analgésiques, en séparant les effets désirés des effets
néfastes des opiacés. ¢
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SUMMARY

Functional selectivity of opioid receptors ligands
Opiates are the most effective analgesics available for
the treatment of severe pain. However, their clinical use
is restricted by unwanted side effects such as tolerance,
physical dependence and respiratory depression. The
strategy todevelop new opiates with reduced side effects
has mainly focused on the study and production of
ligands that specifically bind to different opiate recep-
tors subtypes. However, this strategy has not allowed
the production of novel therapeutic ligands with a bet-
ter side effects profile. Thus, other research strategies
need to be explored. One which is receiving increasing
attention is the possibility of exploiting ligand ability to
stabilize different receptor conformations with distinct
signalling profiles. This newly described property, ter-
med functional selectivity, provides a potential means
of directing the stimulus generated by an activated
receptor towards a specific cellular response. Here we
summarize evidence supporting the existence of ligand-
specific active conformations for two opioid receptors
subtypes (delta and mu), and analyze how functional
selectivity may contribute in the production of longer
lasting, better tolerated opiate analgesics. ¢
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