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I. Les récepteurs couplés aux protéines G 

1. Historique 

Si l’étude de l’action biologique de molécules chimiques et le développement de traitements 

remontent débuts de la médecine, la pharmacologie ne s’en est distinguée comme discipline 

propre qu’à partir du XIXe siècle avec l’émergence des notions fondamentales de ligand et de 

récepteur. Les travaux pionniers de Claude Bernard (1813 – 1878) sur l’action paralysante des 

curares sur le muscle strié introduisirent la notion de cible spécifique pour l’action d’une 

drogue. De plus, il apporte une approche méthodologique rationnelle de la médecine 

expérimentale en publiant en 1865 l’Introduction à l’étude de la médecine expérimentale qui 

contribua à l’essor des études pharmacologiques (Bernard, 1865). 

Rudolf Buchheim (1820 – 1879) fonde en 1847 le premier Institut de Pharmacologie, à 

Dorpat (actuel Tartu, en Estonie), et eu notamment comme élève Oswald Schmiedeberg (1838 

– 1921) qui lui succéda à Dorpat, avant de prendre en 1872 la tête de l’Institut de Pharmacologie 

de Strasbourg. Il est souvent considéré comme le fondateur de la pharmacologie moderne pour 

ses études de relation structure-activité sur les composés actifs d’origine naturelle comme la 

nicotine, la muscarine, la digitonine ou la caféine. Il étudie les phénomènes de modifications 

chimiques d’une molécule par un organisme vivant, contribuant ainsi à l’émergence de la 

toxicologie (Koch-Weser and Schechter, 1978).  

Les travaux de Paul Ehrlich (1854 – 1915, prix Nobel 1908) permirent de passer de la 

pharmacologie expérimentale à la pharmacologique thérapeutique, on lui attribue notamment 

la naissance de la chimiothérapie (Bosch and Rosich, 2008). Il utilise la pharmacologie non 

plus pour étudier la physiologie mais pour comprendre et reproduire des pathologies chez 

l’animal, afin d’évaluer l’efficacité thérapeutique de composés chimiques. Il structure le 

développement de nouveaux médicaments en trois étapes : la synthèse d’un grand nombre de 

composés chimiques, le criblage pharmacologique de ces composés dans le but d’évaluer leur 

activité, et enfin l’optimisation toxicologique des composés actifs. Sur un plan fondamental, 

Paul Erhlich élabore la théorie de la sélectivité ou spécificité d’action de diverses substances. 

Il énonce le principe suivant : « corpora non agunt nisi fixata », une substance n’agit que si elle 

se fixe. 
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John Newton Langley (1852 – 1925), reprenant les travaux de Claude Bernard, montre 

que la nicotine et le curare agissent sur la même « substance réceptrice ». Il ébauche la théorie 

de l’occupation, selon laquelle l’amplitude de l’effet est en relation avec la quantité de ligand 

combinée à la « substance réceptrice ». Les échanges entre Langley et Ehrlich permettront de 

développer en 1900 la notion de récepteur, pouvant être activé par un agoniste ou bloqué par 

un antagoniste (Bosch and Rosich, 2008).  

 

2. Généralités 

La pharmacologie correspond à l’étude des mécanismes d’interaction entre une substance active 

et l’organisme dans lequel elle évolue. L’activité de la substance dépend de sa liaison à une 

substance réceptrice ou récepteur, à l’origine de la réponse biologique de l’organisme à la 

substance active. Le récepteur est une protéine transmembranaire désignée pour reconnaître des 

messages chimiques venant d’autres cellules et les traduire par une réponse cellulaire. C’est un 

élément clef de communication entre les cellules, nécessaire au bon fonctionnement des 

organismes pluricellulaires. L’interaction entre le récepteur et le ligand est spécifique, et se fait 

par des liaisons chimiques faibles non covalentes, ce qui rend la liaison réversible. Cette liaison 

induit une modification de conformation du récepteur, qui va initier la réponse cellulaire.  

On distingue plusieurs classes de récepteurs, selon leur mode d’action et leur structure 

moléculaire :  

- les récepteurs à activité enzymatique, telle que tyrosine-kinase (récepteurs des facteurs 

de croissance), sérine/thréonine kinase (récepteur au TGF) ou guanylate cyclase 

(récepteur de l’ANP) 

- les récepteurs comportant un canal ionique (récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine) 

- les récepteurs couplés aux protéines G (ou RCPG) dont l’activation permet le 

recrutement de protéines hétérotrimériques, qui à leur tour peuvent agir sur des enzymes 

(adénylate cyclase, phospholipase C) ou modifier directement la conductance de canaux 

ioniques (hyperpolarisation de canaux K+, dépolarisation de canaux Ca2+). 

Depuis les travaux de Langley et Ehrlich, les avancées en Pharmacologie ont mis en évidence 

l’importance des RCPG dans un nombre toujours croissance de fonctions biologiques. Cette 

famille de plus de 800 récepteurs chez l’homme (>1% du génome) offre une grande diversité 

de structure et de fonction, et détecte des substances actives aussi distinctes qu’un photon, une 

odeur, un nucléotide ou une protéine. Leurs rôles incontournables dans la communication des 

cellules au sein de l’organisme en font des cibles privilégiées pour le développement de 
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médicaments. Les caractéristiques communes de cette famille de récepteur sont structurales, 

avec la présence de 7 hélices  transmembranaires (TM-I à TM-VII) connectées entre elles par 

3 boucles extracellulaires (E-I à E-III) et 3 boucles intracellulaires (C-I à C-III). Il existe 

plusieurs classifications au sein de la famille des RCPG, et la plus consensuelle se base sur des 

homologies de séquences pour les séparer en 6 groupes (Alexander et al., 2017) :  

- la classe A (rhodopsin-like),  

- la classe B (récepteur à la secrétine),  

- la classe C (récepteurs métabotropiques au glutamate),  

- la classe D (récepteurs aux phéromones fungiques),  

- la classe E (récepteurs à l’AMP cyclique), et  

- la classe F (smoothened/frizzled).  

Les classes D et E ne sont pas représentées chez les vertébrés. La classe A est le groupe 

majoritaire avec près de 90% des RCPGs.  

 

3. Activation et signalisation d’un récepteur couplé aux protéines G 

La liaison du ligand au récepteur provoque de multiples réarrangements au sein des 7TM qui 

se traduisent du côté intracellulaire par un basculement marqué de certains segments 

transmembranaires (Katritch et al., 2013; Venkatakrishnan et al., 2016). On sait aujourd’hui 

qu’il existe pour un même récepteur plusieurs états conformationnels et que la fixation d’un 

ligand stabilise une ou plusieurs conformations différentes qui amènent le recrutement des 

partenaires intracellulaires variés, qui à leur tour vont permettre d’amorcer une ou plusieurs 

cascades de signalisation (Hilger et al., 2018; Nygaard et al., 2013; Solt et al., 2017). Il existe 

trois grands groupes de protéines capables d’interagir avec la forme activée du récepteur : les 

protéines G, les arrestines, et des kinases associées aux RCPG (GRK). Ces partenaires sont 

complémentaires : la protéine G démarre la cascade de signalisation, tandis que la GRK et la -

arrestine délimitent de manière spatio-temporelle l’activité du récepteur initiée par la protéine 

G.  
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3.1. La protéine G hétérotrimérique 

Les protéines G sont constituées de 3 sous-unités, , , et . Il existe 21 types de sous-unités , 

6 sous-unités , et 13 sous-unités , offrant un grand nombre de combinaisons possibles, à 

l’image de la diversité des cascades de signalisation qui en découlent (table 1) (Milligan and 

Kostenis, 2006). A l’état inactif, la sous-unité  est liée à un GDP. Lorsqu’un agoniste se lie au 

récepteur, le changement conformationnel de ce dernier permet l’activation de la protéine G 

dont la sous-unité  va relarguer le GDP (Figure 1).  

Table 1 : Classification, fonction et expression des sous-unités ,  et  des protéines G. Il existe 21 variants 

de la sous-unité  classés en 4 sous-familles selon les similarités de séquence. Il existe 4 variantes d’épissage de 

Gs de différentes tailles : court (S), long (L) et très long (XL, XXL). ↗ = stimulation ; ↘ = inhibition ; AC : 

adénylate cyclase ; PDE : phosphodiestérase ; cGMP-PDE : PDE dépendant du GMP cyclique ; PLC : 

phospholipase C ; Rho-GEF : facteur d’échange du nucléotide guanine de la GTPase Rho ; GIRK : canal K+ 

entrant rectifiant modulé par une protéine G ; PLA2 : phospholipase A2 ; PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase ; 

GRK : kinase de RCPG ; VDCC : canal Ca2+ voltage dépendent. D’après (Ellis, 2004; Hermans, 2003; Milligan 

and Kostenis, 2006; Smrcka, 2008). 

 

sous-

unité 

famille sous-

type 

effecteurs expression 

G s s(S, L) ↗ AC, canaux Ca2+ ubiquitaire 

s(XL, 

XXL) 

↗ AC, canaux Ca2+ tissu neuroendocrinien 

olf ↗ AC épithélium olfactif, cerveau, 

pancréas 

i/o o1-3 ↘ AC tissu neuroendocrinien, 

cardiomyocytes 

i1-3 ↘ AC type I, V, VI,  

↘ canaux Ca2+ 

ubiquitaire 

z ↘ AC type V plaquettes, neurones 

t(r, c) ↗ cGMP-PDE bâtonnets et cônes de la rétine 

gust ↗ PDE papilles gustatives 

q q/11 ↗ PLC(1, 3), Rho-GEF ubiquitaire 

14-16 ↗ PLC(1, 3) cellules hématopoïétiques 

12/13 12/13 ↗ Rho-GEF ubiquitaire 

G  1-6 ↗ AC type II, IV et VII, 

GIRK, PLC 

↗ PLA2, PI3K, GRK2, 3 

↘ VDCC 

ubiquitaire pour 1-2,  

étendue pour 3-4 

 1-13 ubiquitaire pour 12,  

étendue pour 2-7, 10, 11, 13 



 5 

 
Figure 1 : cycle d’activation de la protéine G hétérotrimérique par un récepteur. Un ligand extracellulaire se 

lie au récepteur ce qui entraine des réarrangements conformationnels au niveau de ses domaines intracellulaires, 

ce qui permet à la protéine G de lier le récepteur. La sous-unité  échange du GDP pour du GTP permettant à G 

et G de se dissocier pour aller réguler des effecteurs (ici l’adénylate cyclase pour G et un canal Ca2+ pour G). 

Schéma traduit de (Rasmussen et al., 2011).  

La protéine G, et plus particulièrement la sous-unité  joue un rôle de modulateur allostérique 

positif sur la liaison du ligand au récepteur (Rasmussen 2011, Carpenter 2016). Le recrutement 

de GTP par G provoque la dissociation de l’hétérotrimère en G d’un côté et G de l’autre. 

Les sous-unités ainsi séparées vont ensuite interagir et activer un large panel d’effecteurs qui 

vont aboutir à un signal intracellulaire faisant intervenir une cascade de phosphorylation 

protéique et/ou une régulation des concentrations ioniques de la cellule (Figure 2). Les 

paramètres les plus usuellement mesurés pour suivre l’activation des protéines G sont la 

concentration intracellulaire en Ca2+ (qui augmente suite à l’activation de PLC, reflétant 

l’activité de Gq) et la production d’AMPc par les adénylate cyclases (AC, stimulées par Gs 

et inhibées par Gi/o).  

3.2. Les kinases associées au RCPG 

Il en existe 7 isoformes chez les mammifères, qui sont spécifiques de la vision (GRK1, GRK7) 

ou ubiquitaires (GRK2-6). Une fois activées, elles rejoignent la membrane plasmique pour 

phosphoryler des récepteurs activés par leurs ligands sur des résidus sérine et thréonine au 

niveau de la troisième boucle intracellulaire et dans le domaine carboxyl-terminal. Ces 

phosphorylations sont un véritable « code-barres » imprimé par les GRK pour être lu par les -

arrestines et traduit sous forme de cascades d’activation de différentes protéines (Nobles et al., 

2011). 
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Figure 2 : Principales cascades de signalisation des RCPG. Suite à la liaison d’un agoniste sur son récepteur, 

celui-ci interagit avec la protéine hétérotrimérique qui se dissocie pour activer une cascade d’effecteurs 

intracellulaires et des canaux ioniques. La -arrestine permet le recrutement de clathrines et l’internalisation du 

récepteur, mais peut également initier des voies de signalisation qui lui sont propres. D’après (Galandrin et al., 

2016). 

Chaque GRK peut « imprimer » un code-barres différent selon le récepteur et le type cellulaire 

et cette signature va déterminer la conformation active adoptée par la -arrestine. Les GRK1, 

4, 5, 6, 7 sont localisées à la membrane plasmique et peuvent facilement interagir avec le 

récepteur activé, alors que les GRK2 et 3 sont cytosoliques, et leur translocation à la membrane 

nécessite leur recrutement par les sous-unités G activées (Kohout, 2003). Les GRK2 et 3 

peuvent également interagir avec Gq et diminuer l’activation de la PLC par cette dernière.  

Les processus d’activation des GRK ne sont pas clairement élucidés, et leur activation n’est pas 

toujours directement dépendent des protéines G : par exemple quand le récepteur 2 

adrénergique (2AR) est activé, il stimule la production d’AMPc et l’activation de la protéine 

kinase A (PKA). La protéine d’échafaudage dépendant de la PKA (AKAP79/150) se lie à 2AR 

et phosphoryle la GRK2 qui se lie à G et module son activité (Cong et al., 2001; Fraser et al., 

2000). De même, l’activation de 1AR va, via Gq, stimuler la protéine kinase C (PKC) qui va 

phosphoryler GRK2 et provoquer sa translocation à la membrane (Chuang et al., 1995; Winstel 

et al., 1996). Dans ces deux cas, les protéines Gs et Gq sont en amont de l’activation des PKA 

et PKC, respectivement, et gardent donc un rôle indirect sur l’activation de la GRK. Il n’y a, à 

ce jour, pas de mécanisme d’activation des GRK décrit dans la littérature qui soit strictement 

indépendant des protéines G. 
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3.3. La -arrestine 

Les arrestines sont des protéines intracellulaires « d’échafaudage » (scaffold protein en 

anglais), ces molécules servent de support pour rassembler et permettre l’interaction entre 

plusieurs autres protéines de signalisation de la cellule. Parmi les protéines d’échafaudage, les 

arrestines se distinguent par leur capacité à se lier à des récepteurs couplés aux protéines G. Il 

existe 4 isoformes d’arrestine, deux isoformes strictement impliquées dans la vision (arrestine-

1 et arrestine-4) et deux isoformes qui ne sont pas impliquées dans la vision (arrestine-2 ou -

arrestine-1, et arrestine-3 ou -arrestine-2). On connaît trois grands rôles aux -arrestines : elles 

sont responsables de la désensibilisation et du recyclage des récepteur ; de la régulation spatio-

temporelle de la signalisation du récepteur activé ; et les -arrestines ont également un rôle de 

plate-forme de signalisation (Bahouth and Nooh, 2017; Peterson and Luttrell, 2017). 

Les -arrestines ont initialement été identifiées dans les processus de désensibilisation 

et recyclage des RCPG à la membrane plasmique (Goodman et al., 1996; Lohse et al., 1990). 

En effet, suite à la phosphorylation du récepteur par les GRK, la -arrestine est recrutée à la 

membrane par le récepteur et provoque l’interaction entre la clathrine et sa protéine adaptatrice 

(AP-2) ce qui initie la formation de vésicules d’endocytoses (Goodman et al., 1996). Le 

récepteur est internalisé dans des endosomes, d’où il est ensuite dégradé ou recyclé à la 

membrane plasmique. La -arrestine jour un rôle important de contrôle du récepteur, en 

régulant les niveaux d’expression des récepteurs à la membrane non seulement suite à sa propre 

activation, mais aussi suite à l’activation d’autres récepteurs de la cellule (Paradis et al., 2015). 

Les -arrestines ne servent pas seulement à désensibiliser le récepteur, mais plus 

largement à déplacer le récepteur dans la cellule grâce à des interactions avec des protéines à 

domaine PDZ (Magalhaes et al., 2012) et ainsi à moduler son activité, notamment via les 

protéines G. La -arrestine contrôle ainsi le temps de résidence du récepteur activé à la 

membrane (Puthenveedu and von Zastrow, 2006), et oriente le récepteur vers des 

compartiments intracellulaires ciblés, ce qui peut permettre de prolonger l’activation de 

protéines G au niveau intracellulaire (Thomsen et al., 2016). Or la signalisation cellulaire est 

résolutive dans l’espace, ce qui signifie qu’un même signal, la production d’AMPc par exemple, 

peut avoir des conséquences différentes selon qu’il soit produit à la membrane plasmique, au 

niveau des endosomes, ou vers la membrane nucléaire (Tsvetanova and von Zastrow, 2014). 
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La -arrestine est un important régulateur de l’expression et de la localisation des 

RCPG, mais elle est également un partenaire de signalisation pour le récepteur en offrant une 

plateforme d’ancrage, ou réceptosome, pour de nombreux partenaires du récepteur dont de 

nombreuses kinases, phosphatases, facteurs nucléaires, phosphodiestérases et ubiquitine ligases 

(Peterson and Luttrell, 2017). Le rôle des protéines G dans cette signalisation n’est pas encore 

bien compris, elles peuvent participer avec la -arrestine dans ces complexes de signalisation, 

formant des « mégaplexes » où la protéine G et la -arrestine sont liées simultanément au 

récepteur (Thomsen et al., 2016). La -arrestine pourrait également développer une 

signalisation indépendamment des protéines G, comme la phosphorylation de Erk1/2 (Shenoy 

et al., 2006; Tilley, 2011; Wei et al., 2003), mais les études ne sont pas unanimes sur le sujet 

(Grundmann et al., 2018).  

 

4. Notion de ligand biaisé 

La notion de ligand biaisé vient du constat simple que deux agonistes différents d’un même 

récepteur peuvent induire des réponses cellulaires différentes, ces phénomènes ont été mis en 

évidence pour la première fois sur le récepteur 2 adrénergique capable d’activer les protéines 

Gi et, selon l’agoniste utilisé, Gs (Eason et al., 1994). Le principe de ligand biaisé s’explique 

d’un côté par la capacité d’un récepteur à engendrer différentes réponses cellulaires, et d’autre 

part à la capacité des ligands à favoriser l’une ou l’autre voie de signalisation du récepteur 

(Kenakin and Christopoulos, 2013). Cette orientation par le ligand du récepteur vers une voie 

d’activation particulière peut se faire à trois niveaux : dans la capacité du récepteur à recruter 

des protéines effectrices (protéines G, -arrestine) ; dans la localisation intracellulaire du 

récepteur actif ; et dans les cinétiques d’interaction du ligand au récepteur (Costa-neto et al., 

2016). On peut définir un ligand de biaisé dans la réponse cellulaire provoquée par sa liaison 

au récepteur par rapport à l’activation de ce récepteur par un ligand de référence, le plus souvent 

le ligand endogène. Autrement dit, un ligand est biaisé lorsqu’il induit une réponse cellulaire 

différente de celle du ligand endogène. 

La première possibilité de biais correspond aux protéines de signalisation interagissant 

directement avec le récepteur. Un ligand est biaisé s’il favorise le couplage d’une protéine G 

différente du couplage de référence (Eason et al., 1994), ou s’il modifie l’équilibre d’activation 

de la protéine G par rapport à la -arrestine (Wisler et al., 2014) (Figure 3).  
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Figure 3 : Signalisation des ligands biaisés. Un ligand non biaisé permet l’activation des voies protéine G et b-

arrestine (a), alors qu’un agoniste biaisé favorise l’une des deux voies (b). D’après (Rajagopal et al., 2010). 

L’activation par un ligand d’un récepteur le stabilise dans une conformation active ce qui lui 

permet de recruter différents partenaires intracellulaires, protéine G, GRK et -arrestine. 

Cependant, certains ligands favorisent des conformations particulières qui activent 

préférentiellement la protéine G par rapport à la -arrestine, amenant un biais dans la 

signalisation du récepteur en faveur de la protéine G. C’est le cas du TRV130, un agoniste du 

récepteur  opioïde (MOR) pour la voie Gi/o, mais qui n’induit pas le recrutement de la -

arrestine (DeWire et al., 2013). Ce type de ligand MOR biaisé est associée à un effet analgésique 

(par Gi/o) sans ralentissement de la fonction respiratoire (par la -arrestine)(Schmid et al., 2017). 

A l’inverse, il existe des ligands biaisés vers la -arrestine par rapport à la protéine G. Par 

exemple, TRV120027 est un agoniste du récepteur 1A à l’angiotensine II (AT1AR) qui active 

la voie de la -arrestine (améliore la contractilité cardiaque) tout en bloquant la voie des 

protéines G, ce qui offre la perspective d’améliorer la contractilité cardiaque (-arrestine) tout 

en diminuant la pression artérielle en bloquant la vasoconstriction (protéine G). Cette activité 

biaisée lui procure un avantage sur les antagonistes classiques de l’angiotensine, qui diminuent 

la pression artérielle mais détériorent la contractilité cardiaque (Violin et al., 2010). 

La diversité des réponses cellulaire suite à l’activation d’un récepteur par différents ligands peut 

également s’expliquer par des différences de localisation de ce récepteur dans la cellule. Le lieu 

d’activation et de signalisation des récepteurs couplés aux protéines est généralement la 

membrane plasmique, suivie d’une internalisation dans des endosomes, cette internalisation 

découple le récepteur de la protéine G, ce qui met fin à la signalisation. C’est donc de manière 

contre-intuitive qu’il a été montré que certains récepteurs continuaient d’induire une 

signalisation après leur internalisation. Ainsi, la PTH(1-34), qui donne un signal AMPc 

prolongé par rapport à la PTH(1-36), internalise avec le récepteur qui reste activé dans les 
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endosomes, ce qui prolonge la production d’AMPc (Calebiro et al., 2009; Ferrandon et al., 

2009). De même, la réponse fonctionnelle du récepteur 1 à la dopamine (D1R) se poursuit après 

son internalisation (Kotowski et al., 2011), et la réponse du récepteur 2 adrénergique (2AR) 

à l’isoprotérénol continue dans les endosomes (Irannejad et al., 2013). De plus, cette 

signalisation du 2AR depuis les endosomes est nécessaire pour obtenir la réponse 

transcriptionnelle complète de l’isoprotérénol (Tsvetanova and von Zastrow, 2014). 

L’endosome n’est pas le seul compartiment intracellulaire d’où les récepteurs couplés aux 

protéines G peuvent activer des voies de signalisation, en effet le récepteur à l’adrénaline est 

capable d’activer le récepteurs 1 adrénergique présent au niveau du golgi et d’activer la voie 

de signalisation protéine Gs –PKA (Irannejad et al., 2017). 

La notion de ligand biaisé se base sur des observations faites in vitro, le plus souvent dans des 

modèles cellulaires susceptibles de générer des artefacts dus à la surexpression du récepteur 

et/ou des partenaires intracellulaires, des récepteurs modifiés, des conditions de mesure plus ou 

moins proche des conditions physiologiques (Galandrin et al., 2016; Onaran et al., 2017). Ces 

observations doivent donc être confirmées dans des études in vivo, comme illustré ci-dessous 

avec le récepteur à l’hormone parathyroïdienne, le récepteur -adrénergique, le récepteur 2 à la 

dopamine, et le récepteur 1 à l’angiotensine II : 

4.1. Le récepteur à l’hormone parathyroïdienne, et régénération osseuse 

L’hormone parathyroïdienne (PTH) contrôle l’homéostasie calcique et le renouvellement de la 

matrice osseuse par un équilibre entre formation osseuse par les ostéoblastes et dégradation par 

les ostéoclastes. La caractérisation d’un analogue de la PTH biaisé -arrestine pour le récepteur 

de la PTH (Gesty-Palmer et al., 2006) in vivo et l’étude de la PTH dans des souris KO pour la 

-arrestine ont montré que la voie de signalisation dépendante de la -arrestine était reliée à la 

formation osseuse et l’activation des ostéoblastes, alors que la voie de signalisation dépendante 

de la protéine G aboutissait à l’activation des ostéoclastes et à la dégradation du tissu osseux 

(Gesty-Palmer et al., 2009).  

4.2. Les récepteurs -adrénergiques, et -bloquants 

Les -bloquants sont une classe de médicaments utilisés principalement dans l’hypertension 

artérielle ou l’insuffisance coronarienne, ce sont des antagonistes des récepteurs -

adrénergiques. Il existe des -bloquants non sélectifs des récepteurs 1 et  adrénergiques, 

comme le carvédilol, et des -bloquants sélectifs pour le récepteur , comme le métoprolol. 
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Compte-tenu des avancées en pharmacologie, et en compréhension des voies de signalisation, 

notamment avec la -arrestine, des études récentes ont approfondi les caractéristiques 

pharmacologiques de cette classe de médicaments, et ont montré que le carvédilol était en fait 

un antagoniste des récepteur  adrénergiques pour le recrutement de la protéine Gs, mais un 

agoniste pour la signalisation par la -arrestine, il s’agit donc d’un agoniste biaisé pour la -

arrestine (Kim et al., 2008; Wisler et al., 2007). Une étude plus poussée du carvédilol a pu 

montré que ce ligand est agoniste pour la voie de la protéine Gi, en plus d’être agoniste pour le 

recrutement de la -arrestine (Wang et al., 2017). De même, une caractérisation plus fine de la 

pharmacologie du métoprolol a montré qu’il s’agit d’un agoniste inverse du récepteur 1 pour 

la voie de la protéine Gs, mais un agoniste de ce même récepteur vers la -arrestine, et que la 

signalisation du récepteur 1 par la voie GRK / -arrestine est responsable du développement 

de la fibrose cardiaque induite par le métoprolol (Nakaya et al., 2012). 

4.3. Le récepteur à la dopamine D2, et antipsychotiques 

L’application du concept d’agoniste biaisé sur la cas du récepteur D2 à la dopamine a apporté 

des interprétations contradictoires des mécanismes d’action des antispychotiques se liant se ce 

récepteur, certains proposant l’antagonisme de la voie -arrestine pour expliquer l’activité 

antipsychotique (Masri et al., 2008), alors que d’autres montraient que les agonistes biaisés vers 

la -arrestine offraient de bons résultats sur des modèles animaux de psychose (Allen et al., 

2011). L’aripiprazole a même été successivement décrit comme agoniste biaisé vers la -

arrestine (Allen et al., 2011) puis vers la protéine Gi (Szabo et al., 2014). Pour concilier ces 

différentes observations, une étude a montré l’importance d’une part de la maîtrise rigoureuse 

des conditions d’expérimentation, et d’autre part de la prise en compte des cinétiques de liaison 

dans la mesure des réponses fonctionnelles de différents composés antipsychotiques 

(Herenbrink et al., 2016).  

4.4. Le récepteur 1 à l’angiotensine II 

L’angiotensine II (ATII) est un peptide appartenant au système rénine-angiotensine-aldostérone 

(SRAA) et qui joue un rôle important dans la fonction cardiovasculaire, et plus précisément 

dans le maintien de la pression artérielle. Les antagonistes sélectifs du récepteur 1 à 

l’angiotensine II (AT1R) forment une classe de médicaments (« sartan ») utilisés contre 

l’hypertension artérielle. L’étude comparative de l’angiotensine II et d’un agoniste de AT1R 

biaisé pour la -arrestine sur des cardiomyocytes a montré que les effets positifs de l’ATII sur 



 12 

le tissu cardiaque, à savoir des effets inotropes positifs (amélioration de la contraction 

cardiaque) et lusinotrope (amélioration de la relaxation diastolique) dépendaient de la 

signalisation de la -arrestine dans les cardiomyocytes (Rajagopal et al., 2006). Une 

observation confirmée avec le développement d’un composé biaisé -arrestine pour l’AT1R 

d’efficacité comparable au telmisartan sur la pression artérielle, mais qui contrairement au 

telmisartran préserve les paramètres cardiaques (volume d’éjection systolique, contractilité) 

(Violin et al., 2010). Ce composé a passé avec succès les essais cliniques de phase 1 et de phase 

2a, mais a été arrêté en phase 2b faute de résultats suffisants sur les critères principaux et 

secondaires (Pang et al., 2017), bien qu’une sous-analyse rétrospective fasse ressortir un effet 

positif à 180 jours chez les individus ayant une forte pression systolique et traité à la plus faible 

dose par l’agoniste biaisé (Cotter et al., 2017). 

 

Cette dissociation subtile des affinités du récepteur activé pour ses différents partenaires 

intracellulaires ouvre de nouvelles stratégies de développement de composés à visée 

thérapeutique, afin d’améliorer leur sélectivité vis-à-vis d’une voie de signalisation et donc d’un 

effet biologique précis, afin de limiter les effets indésirables d’un médicament par exemple. Les 

mécanismes structuraux et fonctionnels permettant de dissocier le recrutement de chaque 

partenaire par le récepteur sont des axes de recherche qui permettent de mieux comprendre les 

limites de médicaments existants, comme les -bloquants (van der Westhuizen et al., 2014) ou 

les antagonistes de l’angiotensine II, et d’ouvrir des nouvelles perspectives thérapeutiques 

(Kenakin and Christopoulos, 2013).  

 

5. Interactions fonctionnelles et hétérodimérisation 

Chaque cellule exprime plusieurs types de récepteurs, et en particulier de récepteurs couplés 

aux protéines G, c’est pourquoi l’activité de ces récepteurs est finement régulée dans le temps 

et dans l’espace. Afin d’assurer une cohérence et une harmonie au sein d’une cellule dans 

l’intégration des différents signaux captés et transmis par les récepteurs, la cellule a développée 

des mécanismes de régulation et d’interaction entre les différents effecteurs de la signalisation 

cellulaire. Ces interactions fonctionnelles entre deux récepteurs peuvent se faire à différents 

niveaux :  
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- au niveau des voies de signalisation engagées par chaque récepteur, par exemple les 

protéines Gq et Gi/o activent toutes deux la PLC et la libération de Ca2+ 

- cette interaction peut également se faire par l’interaction physique entre deux récepteurs 

similaires (homodimérisation) ou différents (hétérodimérisation) qui va modifier leur 

fonctionnement (Ferré et al., 2014; Jonas and Hanyaloglu, 2017; Prezeau et al., 2010). 

Il faut distinguer les mécanismes de régulation des voies de signalisation qui ne sont pas 

spécifique d’un tandem de récepteurs et qui sont généralement du à une convergence des voies 

de signalisation, des interactions spécifiques pour un couple de récepteur donné. 

5.1. Interactions non-spécifiques 

Chaque cellule exprime une quantité limitée de protéines G disponible pour l’ensemble des 

récepteurs de la cellule, l’activation d’un récepteur et le recrutement de protéines G par des 

récepteurs peut donc diminuer la quantité de protéines G disponible pour les autres récepteurs 

de la cellule. Ce phénomène permet d’expliquer que l’activation concomitante de deux 

récepteurs couplés à la protéine G résulte en un signal inférieur au cumul de l’intensité de la 

réponse de chaque récepteur activé séparément. Ainsi, dans la lignée cellulaire neuronale SH-

SY5Y, l’activation de la protéine Gi/o et l’inhibition de la production d’AMPc engendrée par 

l’activation des récepteurs  opioïde (MOR) n’est pas renforcée par la co-activation d’autres 

récepteurs couplés à la protéine Gi/o, comme les récepteurs delta aux opioïdes (DOR), les 

récepteurs 2 adrénergiques, les récepteurs 1 aux cannabinoïdes (CB1R), les récepteurs 1A à 

l’histamine (5HT1AR), ou les récepteurs au NPFF présents dans ces cellules (Kersanté et al., 

2010; Levitt et al., 2010). 

Il semble que des mécanismes similaires puissent avoir lieu avec les -arrestines. En effet, 

l’activation par la substance P du récepteur 1 à la neurokinine (NK1R) dans des neurones 

striataux va empêcher l’internalisation de MOR par la morphine en recrutant la -arrestine, qui 

n’est plus disponible pour interagir avec MOR et permettre son internalisation (Yu et al., 2009). 

Cette observation n’a pour le moment pas été généralisée à d’autres récepteurs. 

L’activation d’un récepteur peut avoir des répercussions sur les niveaux d’expression des autres 

récepteurs à la membrane de la cellule. Ainsi, l’activation de la voie Erk1/2 – MAP kinases par 

le récepteur 2 à la vasopressine (V2R) va permettre la phosphorylation et l’activation de la -

arrestine, qui va séquestrer d’autres récepteurs (CXCR4, AT1R) dans des compartiments 

intracellulaire et réduire leur expression à la membrane plasmique (Paradis et al., 2015).  
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A l’inverse de ces mécanismes de désensibilisation hétérologues, il existe une synergie entre 

les voies de signalisation relative à l’activation de la protéine Gq et celles liées à la protéine Gi/o, 

qui s’explique par des convergences entre ces deux voies de signalisation au niveau de la 

phospholipase C. Par exemple, l’activation du récepteur CXCR2 (Gi/o) par l’interleukine 8 (IL8) 

ne provoque une réponse calcique qu’en cas d’activation au préalable du récepteur P2Y2 par 

l’UTP (Figure 4) (Werry et al., 2002). Ce phénomène d’amplification de la réponse Gi/o par 

sensibilisation avec un récepteur couplé Gq est appelé « priming » et a été décrit avec de 

nombreux récepteurs (Werry et al., 2003), y compris avec des récepteurs couplés Gs (Gutknecht 

et al., 2010) et s’explique par une synergie d’action des protéines Gq et des sous-unités  

issues de l’activation de Gi/o (ou Gs) sur la PLC (Philip et al., 2010a).  

 
Figure 4 : Le tré-traitement par l’ATP révèle la réponse calcique induite par l’interleukine 8 dans des HEK-

293 surexprimant le récepteur CXCR2. La flèche A montre l’ajout de 100 µM d’ATP (tracé du haut uniquement) 

et la flèche B indique l’ajout de 30 nM d’IL-8 (tracés du haut et du bas).Courbes représentatives de la concentration 

en Ca2+ mesurée en imagerie FLIPR avec le fluo-3. D’après (Werry et al., 2002). 

5.2. Interactions spécifiques 

Un grand nombre d’interactions fonctionnelles spécifiques entre des récepteurs couplés aux 

protéines G est décrite dans la littérature, mais la diversité des interactions rapportées rend 

difficile une classification ou hiérarchisation de ces mécanismes. De nombreuses recherches se 

sont penchées sur la capacité que certains récepteurs ont d’interagir avec d’autres récepteurs 

par contact physique direct au sein de la membrane plasmique, ce qui a pu être mis en évidence 

notamment grâce aux avancées des techniques de fluorescence. Ces interactions ouvrent un 

niveau supplémentaire de complexité dans le fonctionnement des RCPG, et en particulier pour 

les récepteurs de classe C, qui nécessitent une organisation en homodimères ou hétérodimères 

pour leur bon fonctionnement (Kniazeff et al., 2011). 
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L’une des principales limitations à considérer quand on parle de dimères repose sur la validité 

des observations expérimentales qui apportent la preuve des interactions physiques entre 

récepteurs. En effet, ces études sont principalement réalisées dans des lignées cellulaires 

hétérologues, comme les cellules HEK293. Or dans ces modèles les niveaux d’expression sont 

élevés, ce qui peut augmenter la probabilité de rapprochement entre récepteurs non spécifique, 

il est donc important de remettre ensuite ces observations dans un contexte plus physiologique, 

voir pathophysiologique. Trois grands critères sont établis par (Gomes et al., 2016) pour définir 

et valider un hétérodimère : 

i- L’hétérodimère correspond à la colocalisation et à l’interaction physique des deux 

récepteurs qui forment cet hétérodimère 

La co-expression des deux partenaires au sein d’un même type cellulaire peut être observée 

chez l’animal par des techniques d’hybridation in situ (ISH, détection de l’ARN), 

d’immunohistochimie (IHC, détection de la protéine) ou en utilisant des animaux transgéniques 

exprimant le récepteur d’intérêt associé à une étiquette fluorescente. Pour montrer l’interaction 

physique entre les deux partenaires, la plupart des techniques se basent sur un transfert 

d’énergie par résonance de type Förster entre un donneur et un accepteur, en utilisant soit la 

fluorescence (FRET) soit la luminescence (BRET) comme source d’énergie. Ce transfert 

d’énergie peut se faire en fusionnant directement les fluorophores sur les récepteurs, en utilisant 

des ligands fluorescents, ou en utilisant des anticorps, ces deux dernières solutions présentent 

l’avantage de permettre de travailler sur des récepteurs non modifiés (de forme native, ou 

« wild-type ») exprimé de manière endogène, et potentiellement directement dans les tissus 

appropriés. 

ii- L’hétérodimère montre des propriétés distinctes de chacun des récepteurs qui le 

composent 

L’interaction entre les deux récepteurs peut aboutir à une diminution de la signalisation des 

deux partenaires, comme c’est le cas pour les récepteurs H1 et H2 à l’histamine qui co-

internalisent et désensibilisent de manière croisée (Alonso et al., 2013), ou comme le récepteur 

MOR, qui après activation par la morphine hétérodimérise avec le récepteur 2A adrénergique 

et empêche son couplage à la protéine Gi et la cascade d’activation des MAP kinases (Vilardaga 

et al., 2008). 
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A l’inverse, cette interaction peut amener une amplification de l’activité de l’un des récepteurs, 

par exemple l’activité spontanée du récepteur 1 aux cannabinoïdes (CB1R) augmente la 

phosphorylation de Erk induite par l’activation du récepteur 1 à l’orexine (OX1R) par 

interaction physique entre les deux récepteurs (Hilairet et al., 2003).  

L’hétérodimère peut activer des voies de signalisation différentes de chacun des récepteurs qui 

le composent, ou d’une localisation dans la cellule qui est propre à l’hétérodimère. Par exemple, 

le récepteur 2c adrénergique (couplé Gi/o) et le récepteur 1 à l’angiotensine II (AT1R, couplé 

Gq) forment un hétérodimère dont la co-stimulation simultanée par l’adrénaline et 

l’angiotensine II active la voie de signalisation protéine Gs – AMPc – PKA (Bellot et al., 2015). 

De même, les récepteurs 1 et 2 à la dopamine (D1R et D2R) sont respectivement couplés à Gs 

(activation AC, production AMPc) et Gi (inhibition AC, diminution AMPc), l’activation 

simultanée des deux récepteurs active la voie de signalisation Gq – PLC – Ca2+ (Lee et al., 2004; 

Rashid et al., 2007).  

D’autres comportements d’hétérodimères plus atypiques ont été décrits, par exemple entre le 

récepteur 2 à la mélatonine (MT2R) et le récepteur 2C à la sérotonine (5HT2cR). La mélatonine 

est capable de transactiver la voie protéine Gq – PLC – Ca2+ du 5HT2cR, et des antagonistes 

spécifiques de MT2R, le 4-PPDOT et le luzindole, agissent sur l’hétérodimère comme 

antagonistes de MT2R et agonistes de 5HT2cR (Kamal et al., 2015). 

Le fonctionnement d’un hétérodimère est spécifique d’un couple de récepteur donné, et peut 

amener une régulation négative ou positive des deux partenaires, permettre une nouvelle voie 

de signalisation, mais l’hétérodimérisation peut également modifier les propriétés de liaison et 

d’affinité des récepteurs engagés. Les répercussions de ce type d’interaction peut être 

unidirectionnelle (cis ou trans) comme bidirectionnelle, et peuvent jouer sur les propriétés de 

signalisation tout comme sur la liaison et l’affinité des récepteurs engagés. Il est donc difficile 

de définir des propriétés communes à tous les types d’hétérodimères. 

iii- Les propriétés spécifiques de l’hétérodimère doivent être altérées par la dissociation de 

l’hétérodimère 

Le troisième critère, plus difficile à mettre en oeuvre, définit que pour caractériser un 

hétérodimère, il faut pouvoir inhiber sélectivement son fonctionnement. Différentes stratégies 

existent : on peut utiliser un anticorps ciblant spécifiquement l’hétérodimère (Rozenfeld et al., 

2011), empêcher le dimère avec des mutations ponctuelles sur l’un des récepteurs (Kamal et 
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al., 2015), ou utiliser un peptide perméable aux membranes capable de perturber l’interaction 

physique des deux récepteurs formant le dimère (Hasbi et al., 2014; Tripathi et al., 2015). 

L’interaction fonctionnelle et spécifique entre deux récepteurs ne nécessite pas 

systématiquement un rapprochement physique entre les deux partenaires, mais peut avoir lieu 

au niveau des effecteurs secondaires intracellulaires (Prezeau et al., 2010). Ainsi, le récepteur 

2 adrénergique et le récepteur à la PTH sont tous deux exprimés de manière endogène dans 

les cellules dérivés d’ostéoblastes, ROS17/2.8. Ces deux récepteurs sont couplés Gs et leur 

activation respective conduit à une production d’AMPc transitoire, mais la co-activation des 

deux récepteurs simultanément conduit à un signal AMPc prolongé. L’activation de 2AR 

permet à la PTH d’induire la production d’AMPc au niveau des endosomes par l’adénylate 

cyclase 2 (AC2) activée par les sous-unités  de la protéine G (Jean-Alphonse et al., 2017). 

5.3. Interactions complexes 

Grâce aux avancées dans les techniques de microscopie à fluorescence (Albizu et al., 2010; 

Faklaris et al., 2015) des interactions entre récepteurs plus complexe que la dimérisation, 

comme l’interaction entre deux hétérodimères, ou deux homodimères ont pu être observées. 

Ainsi des études in vitro suggèrent que les récepteurs 1A à la sérotonine (Ganguly et al., 2011), 

le récepteur 2 à la dopamine (Guo et al., 2008), et les récepteurs aux chimiokines CXCR4 

(Armando et al., 2014) puissent s’organiser en homo-tétramers, et des hétéro-tétramers puissent 

se former entre les récepteurs A et B au GABA (Comps-Agrar et al., 2011), ainsi que pour les 

récepteurs aux chimiokines CXCR4 et CCR2 (Armando et al., 2014). Ces études offrent des 

perspectives élargies de compréhension des récepteurs couplés aux protéines G (Ferré, 2015).  
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II. Douleur et modulation du l’influx nociceptif 

1. Physiologie de la douleur 

1.1. Stimulus nociceptif et intégration 

La douleur est définie par l’Association Internationale d’Etude de la Douleur (IASP) comme 

« une expérience sensorielle et émotionnelle associée à un dommage tissulaire présent ou 

potentiel ou décrite en termes d’un tel dommage ». Cette expérience émotionnelle désagréable 

vise à alerter l’organisme d’une menace de son intégrité physique et psychique, elle nous 

apprend et nous motive à éviter les situations dangereuses. 

La douleur correspond à détection du stimulus nociceptif, qui est transmis au système nerveux 

central (SNC) où il est associé à une émotion douloureuse. Les terminaisons nerveuses à 

l’origine des sensations de la douleur sont les nocicepteurs. Ces sont des neurones sensoriels 

primaires possédant des terminaisons nerveuses libres amyéliniques (fibre C) ou faiblement 

myélinisées (fibre A) distribués dans tout l’organisme à l’exception du système nerveux 

central. Il existe trois types de nocicepteurs selon le type de stimulus qu’ils peuvent détecter : 

les nocicepteurs mécaniques (fibre A), les nocicepteurs thermiques (fibre A), et les 

nocicepteurs polymodaux (fibre C) sensibles à des stimuli mécaniques, thermiques et 

chimiques. La détection de stimuli nociceptifs se fait par l’activation de récepteurs spécifiques 

exprimés par les nocicepteurs. Les récepteurs TRPV (en anglais, transient receptor potential 

vanilloid) détectent la chaleur, alors que les récepteurs TRPM8 et TRPA1 sont sensibles au 

froid. Les stimuli mécaniques activent des méchanorécepteurs tels que les canaux potassiques 

KCNK. La détection d’un signal chimique fait intervenir une grande variété de récepteurs 

différents, comme le TRPV1 (capsaïcine), TRPM8 (menthol), le TRPA1 (isothiocyanate du 

wasabi) ou des canaux ioniques sensibles à l’acide (ASICs) (Basbaum et al., 2009).  

Ces récepteurs jouent le rôle de système de détection, permettant au nocicepteur de « lancer 

l’alerte » sous la forme d’un influx nociceptif. Ce neurone, dont le corps cellulaire se trouve au 

niveau des ganglions rachidiens, projette l’influx nociceptif dans la corne dorsale de la moelle 

épinière et le transmet au deutoneurone (ou neurone de deuxième ordre) qui assure le relais de 

l’influx jusqu’au thalamus, il s’agit de la voie spino-thalamique (Figure 5). La propagation du 
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signal nociceptif est dépendante de canaux voltage-dépendant calciques (famille des Cav1) et 

sodiques (famille des Nav1). Un troisième neurone assure la transmission spino-corticale où 

l’information nociceptive est intégrée en douleur par quatre composantes : 

• Le cortex somesthésique primaire : intègre la composante sensorielle (détection, 

localisation : homoculus sensoriel) 

• Le striatum : initie la réponse motrice (aspects motivationnels des mouvements, 

expression motrice des émotions) à la douleur 

• Le cortex préfrontal : apporte le contexte affectif de la douleur 

• Le système limbique : contrôle les aspects de l’apprentissage, de mémorisation 

(hippocampe) et apporte la distinction de désagréable associée à la douleur. 

 A chaque relais, l’influx nociceptif peut être amplifié ou diminué. 

 
Figure 5 : Voie de signalisation de l’influx nociceptif et intégration en expérience douloureuse. (1) les 

nocicepteurs périphériques sont sensibles aux stimuli thermiques, mécaniques et chimiques. (2) Ces neurones 

primaires vont transmettre l’information nociceptive à un neurone de deuxième au niveau de la corne dorsale de 

la moelle épinière. (3) Cet influx est relayé dans les centres supraspinaux où il est intégré en sensation douloureuse. 

Schéma adapté de (Camilleri and Boeckxstaens, 2017). 
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1.2. Modulation de la douleur, hypersensibilité à la douleur 

Inflammation et hypersensibilité à la douleur 

La douleur, dans son fonctionnement physiologique, est qualifié de douleur nociceptive, et sert 

à préserver l’intégrité de l’organisme. Il existe cependant des cas où, suite à un dérèglement, la 

douleur ne remplit plus ce rôle et devient délétère, ce qui mène dans le cas le plus général au 

développement d’une hypersensibilité à la douleur. Lorsque la douleur se prolonge au delà du 

temps de guérison de la lésion à l’origine cette douleur, elle devient chronique. Sur le plan 

clinique, la douleur est qualifiée de chronique dès lors qu’elle se prolonge au delà de 6 mois. 

Cette douleur chronique peut être d’origine inflammatoire, ou neuropathique. La douleur 

inflammatoire est une douleur d’origine nociceptive dont le signal est amplifié à cause de 

médiateurs inflammatoires pronociceptifs. La douleur neuropathique n’est pas initiée par 

stimulus nociceptif, mais correspond à une lésion nerveuse provoquant un dysfonctionnement 

des voies de signalisation de la douleur. 

L’inflammation, au niveau du tissu lésé, perturbe la détection de stimulus nociceptif par les 

nocicepteurs avec la libération d’un cocktail de substances neuroactives (substance P, 

bradykinine, prostaglandines, sérotonine, histamine, cytokines, H+, oxyde nitrique, radicaux 

libres…) qui entretiennent et amplifient la stimulation de la fibre sensorielle. Cette 

augmentation de la perception douloureuse qui ne correspond plus au message douloureux 

l’ayant initiée définit l’hyperalgésie, alors que l’allodynie correspond une perception 

douloureuse d’un stimulus qui ne l’est normalement pas. Ces deux phénomènes, hyperalgésie 

et allodynie, participent au développement d’une hypersensibilité à la douleur qui est une 

perturbation du signal douloureux très répandue, en particulier dans les douleurs inflammatoires 

et les douleurs neuropathiques. L’un des principaux contributeurs de l’hyperalgésie est 

l’augmentation de la sensibilité des neurones sensitifs primaires, phénomène appelé 

sensibilisation latente (Treede et al., 1992). 

La sensation douloureuse, en cas de neuro-inflammation, est entretenue par une série de 

« réflexe d’axones » : la fibre qui véhicule l’information douloureuse vers le SNC possède des 

collatérales qui libèrent la substance P au niveau de multiples cibles (capillaires, mastocytes…) 

qui libèrent à leur tour des substances excitatrices pour les fibres de la douleur (histamine, 

sérotonine, bradykinine…). Malgré la disparition de la stimulation douloureuse initiale, la fibre 

continue de faire monter un message douloureux, et sensibilise les fibres proches. 
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Modulation du signal nociceptif 

L’influx nociceptif est modulé aux différents niveaux de sa transmission, et ces contrôles 

peuvent être facilitateurs ou inhibiteurs. Ces mécanismes peuvent avoir lieu à tous les niveaux 

de la transmission du signal nociceptif. Au niveau de la première synapse, dans la corne dorsale 

de la moelle épinière, les fibres sensorielles non nociceptives sont capables d’inhiber la 

transmission de l’influx nociceptif via l’activation d’interneurones selon la théorie du « gate 

control » (Melzack and Wall, 1965). Il existe également de nombreux contrôles inhibiteurs 

centraux et descendants qui provoquent une diminution de l’activité des neurones nociceptifs 

de la moelle, dont les principaux neurotransmetteurs sont les amines (sérotonine, 

norépinéphrine) et les opiacés endogènes (enképhaline, endorphine et dynorphine). 

Ces systèmes facilitateurs et inhibiteurs co-existent dans un équilibre dynamique qui définit le 

seuil de sensibilité à la douleur d’un individu. De nombreux types cellulaires participent à cet 

équilibre, avec les cellules du système immunitaire, comme les macrophages et cellules 

lymphocytaires qui peuvent envoyer des signaux pronociceptifs (TNF, IL-1, IL-33, IFN-) et 

antinociceptifs (IL-4, IL-10) ; des cellules du système nerveux, comme les cellules de Schwann, 

les cellules gliales, les astrocytes, la microglie qui eux aussi peuvent envoyer des signaux 

pronociceptifs (TNF, IL-1, ATP, CCL2, BDNF) et antinociceptifs (IL-10, IFN-). 

En cas d’inflammation, des agents pro-nociceptifs sont secrétés (substance P, ATP, H+, 

histamine…) et font pencher cet équilibre vers un état de plus grande sensibilité à la douleur, 

qui peut se traduire sur le plan clinique par le développement d’une hyperalgésie et d’une 

allodynie.  

Ainsi, lors d’une coupure de la peau par exemple, une douleur aiguë est ressentie, qui 

correspond à l’apparition de la lésion. Cette douleur, par son ressenti désagréable, stimule 

l’individu à retenir l’enchainement d’évènements ayant conduit à cette blessure afin de l’éviter 

si les conditions se reproduisent. Dans un deuxième temps, suite à la lésion tissulaire une 

inflammation locale de développe et des médiateurs inflammatoires sont libérés. Ces 

médiateurs sont également pro-nociceptifs (substance P, ATP, H+, histamine…) et vont 

sensibiliser les nocicepteurs présents. De ce fait, l’équilibre de sensibilité à la douleur est 

modifié et une hyperalgésie locale se développe, ce qui enjoint l’individu à protéger 

particulièrement ce tissu, le temps de la cicatrisation. Une fois le tissu cicatrisé, l’inflammation 

se résorbe et la sensibilité à la douleur revient à son équilibre initial. Cet exemple illustre le 

fonctionnement physiologique des mécanismes de régulation de la douleur, cependant dans le 
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cas où l’inflammation se prolonge et devient chronique, les médiateurs pro-inflammatoires et 

pro-nociceptifs vont durablement sensibiliser les voies de signalisation de l’influx nociceptif et 

modifier profondément l’équilibre de sensibilité à la douleur.  

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la douleur chronique ne sont pas clairement 

élucidés, mais il semblerait que la répétition du stimulus nociceptif sensibilise les nerfs 

impliqués, et que cela puisse occasionner une réaction neuro-inflammatoire. Le passage d’une 

douleur à un état chronique résulte d’une sensibilisation périphérique et chronique. La 

sensibilisation périphérique est le plus souvent le résultat de modifications dans 

l’environnement de la fibre nerveuse sensibilisée qui sont provoquées par une inflammation, 

les principales cibles moléculaires sont les récepteurs canaux TRPV1, TRPA1 et ASICs. La 

chronicisation de la douleur passe également par des mécanismes centraux, avec une activation 

des systèmes glutamatergiques (récepteurs NMDA-R, mGluR), une diminution des contrôles 

inhibiteurs GABAergiques et glycinergiques, et une activation des cellules gliales ce qui 

conduit à une neuro-inflammation (Basbaum et al., 2009; Ji et al., 2016). 

Les systèmes impliqués dans le maintien de cette homéostasie de la douleur font l’objet de 

nombreuses recherches afin de mieux comprendre les phénomènes d’hypersensibilité à la 

douleur, et d’améliorer les solutions thérapeutiques pour la prise en charge de la douleur 

chronique.  

2. Le système opioïdergique 

Parmi les différents systèmes biologiques endogènes participant à l’homéostasie de la douleur, 

les opioïdes sont une famille de molécules et de récepteurs jouant un rôle central dans le 

contrôle inhibiteur de l’influx nerveux. Il faut distinguer les opiacés, qui correspondent aux 

substances dérivées de l’opium et qui agissent sur les récepteurs de ce système, et les opioïdes 

qui sont par définition toute substance ne répondant pas à la définition d’un opiacé mais pouvant 

se lier à un récepteur opioïde.  

Le système opioïde endogène est représenté par des récepteurs et des peptides qui sont leurs 

ligands endogènes. Ces récepteurs, -opioïde (MOR), -opioïde (DOR), -opioïde (KOR) et le 

récepteur à la nociceptine (NOR) appartiennent à la famille des RCPG et sont couplés 

préférentiellement à la protéine Gi/o, dont l’activation diminue la synthèse d’AMPc, l’activité 

des canaux Ca2+ voltage dépendant et facilite l’ouverture de canaux potassiques rectifiants 

entrants (GIRK). 
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2.1. Les opiacés 

L’opium correspond au latex séché obtenu par incision de la capsule du pavot somnifère 

(Papaver somniferum L., Papaveraceae). Les opiacés (Figure 6) sont des alcaloïdes naturels ou 

hémisynthétiques extraits de l’opium, on distingue les dérivés du phénanthrène (morphine, 

codéine, thébaïne) et ceux de l’isoquinoléïne (papavérine, noscapine). La teneur de l’opium en 

morphine varie entre 9,5 % et 12 %, en codéine d’environ 2,5% et la concentration en thébaine 

se situe entre 1 et 1,5 % (Bruneton and Poupon, 2016). 

 
Figure 6 : Structures chimiques des 5 principaux alcaloïdes opiacés. (A) noscapine, (B) papavérine, (C) 

thébaïne, (D) codéine, (E) morphine. 

La morphine est un agoniste puissant de MOR et dans une moindre mesure des récepteurs 

DOR et KOR. Il est utilisé comme antalgique de référence dans les douleurs sévères aiguës et 

chroniques, mais il est également consommé pour un usage récréatif à cause de son action 

euphorisante. De part le développement d’une accoutumance et d’une dépendance physique, il 

est classé dans les stupéfiants. La morphine provoque également de la constipation, de la 

dépression respiratoire, et c’est à la fois un psychostimulant et un dépresseur, la morphine induit 

de l’hyperactivité, de l’hyperexcitabilité mais peut également provoquer une sédation 

importante. La grande diversité des effets cliniques de la morphine rend son utilisation 

complexe. 

La codéine, ou 3-méthylmorphine est un stupéfiant qui n’est pas directement actif mais est 

déméthylé en morphine dans le foie par le cytochrome CYP2D6. Ce cytochrome présente un 
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fort polymorphisme génétique, notamment dans la population caucasienne (Samer and Dayer, 

2005) :  

- 1-10% de la population sont métaboliseurs ultrarapides (jusqu’à 14 exemplaires du 

gène) ce qui leur confère un métabolisme accéléré 

- 65 – 80% bons métaboliseurs, avec une activité enzymatique normale 

- 10-15 % métaboliseurs intermédiaires à l’activité enzymatique diminuée 

- 5-10 % métaboliseurs lents avec une déficience enzymatique complète.  

Cette variabilité génétique et phénotypique détermine l’efficacité antalgique de la codéine, avec 

des effets très limités chez les métaboliseurs lents, et au contraire des risques de surdosage chez 

les métaboliseurs ultrarapides. Le tramadol, l’oxycodone et la méthadone sont également 

activés par ce cytochrome. En plus de cette variabilité de métabolisation, il y a des risques 

d’interactions médicamenteuses avec de nombreux antidépresseurs. En effet, ces derniers sont 

souvent utilisés comme co-antalgiques dans les douleurs neuropathiques alors qu’ils sont 

transformés en métabolites inactifs par le CYP2D6. 

La thébaïne est un stupéfiant (liste I) qui tire son nom de la ville de Thèbes en Egypte antique, 

qui faisait commerce de l’opium. Cet alcaloïde est principalement utilisé comme molécule de 

départ pour la synthèse de dérivés comme l’oxycodone, la buprénorphine et la naloxone.  

La noscapine et la papavérine ne possède pas de propriétés narcotiques et ne lient pas les 

récepteurs opioides. La noscapine a des propriétés antitussives et antitumorales par une action 

antimitotique en se liant à la tubuline et en perturbant la polymérisation des µ-tubules (Ye et 

al., 1998). La papaverine un inhibiteur de la phosphodiestérase 10A (PDE10A) ce qui lui 

confère des propriétés spasmolytiques et vasorelaxantes (Siuciak et al., 2006). 

2.2. Les opioides endogènes 

Les peptides opioides endogènes sont issus de 3 prépropeptides (Table2) : la 

proopiomélanocortine (POMC), la proenképhaline (PENK) et la prodynorphine (PDYN), qui 

sont clivés en peptides actifs par différentes endopeptidases. 

Les endorphines sont issues de la maturation d’un prépropeptide, la pro-opopioimélanocortine 

(gène POMC), qui est également le précurseur de l’hormone adrénocorticotropine (ACTH) et 

des hormones de stimulation des mélanocytes (MSH). La -endorphine peut être clivée en -
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endorphine et -endorphine, ces trois peptides sont des ligands endogènes pour les récepteurs 

MOR et DOR, et dans une moindre mesure KOR.  

Le gène PENK code pour un prépropeptide, la proenképhaline, qui est clivée en met-

enképhaline et leu-enképhaline, deux peptides qui sont les ligands endogènes de DOR, 

également capable de lier MOR (Rossier 1988). Chaque proenképhaline est clivée en 5 met-

enképhaline et 1 leu-enképhaline.  

La prodynorphine (gène PDYN) est clivée en dynorphines (A et B), qui sont les ligands 

endogènes de KOR, mais peuvent également lier DOR et MOR avec une moins bonne affinité. 

La pronociceptine (gène PNOC) donne la nociceptine, qui est le ligand endogène pour NOR.  

Les endomorphines sont des peptides endogènes découverts plus récemment (Zadina et al., 

1997) et dont la séquence codante n’a toujours pas été identifiée dans le génome humain. Les 

endomorphines 1 et 2 sont les ligands endogènes opioïdes les plus affins pour MOR et les plus 

sélectifs. 

précurseur peptide séquence affinité 

pro- 

opiomélanocortine 
-endorphine 

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-
Thr- 

LeuPhe-Lys-Asn-Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu 

MOR = DOR > KOR 

pro-enképhaline 

[Met5]-
enképhaline 

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met 
DOR > MOR ≫ 

KOR 
[Leu5]-enképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 

pro-dynorphine 

dynorphine A Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln 
KOR ≫ MOR > 

DOR 
dynorphine B Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys-Val-Val-Thr 

inconnu 

endomorphine-1 Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2 
MOR 

endomorphine-2 Tyr-Pro-Phe–Phe-NH2 

Table 2 : Séquence peptidique des peptides opioïdes endogènes. 

2.3. Les fonctions biologiques des récepteurs aux opioïdes 

Douleur et nociception 

Les récepteurs MOR, DOR et KOR sont des RCPG préférentiellement couplés à la protéine 

Gi/o, dont la sous-unité  inhibe l’adénylate cyclase, et les sous-unités  provoquent la 

fermeture de canaux calciques voltage dépendants de type N ainsi que l’ouverture des canaux 

GIRK. Au niveau présynaptique, la diminution de l’influx de Ca2+ et l’inhibition de l’adénylate 

cyclase bloque la libération de neurotransmetteurs comme la substance P (Chen et al., 2018), et 

empêche ainsi la propagation du signal nociceptif. Au niveau post-synaptique, l’augmentation 
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de l’efflux de K+ cause une hyperpolarisation ce qui prévient la formation et la propagation 

d’un potentiel d’action.  

La compréhension du rôle du récepteur MOR dans la modulation de la douleur et de 

l’analgésie provoquées par les opiacés a été rendu possible grâce au clonage de la séquence 

codante pour ce récepteur (Chen et al., 1993) et à l’étude de souris rendues déficientes (knock-

out, KO) pour ce gène (Matthes et al., 1996). Le clonage des récepteurs opioïdes a permis 

l’évaluer la sélectivité des ligands et de trouver des agonistes et antagonistes sélectifs de chaque 

récepteur (Knapp et al., 1995). La génération de souris KO-MOR a mis en avant, en autre, le 

rôle central de ce récepteur dans l’effet analgésique de la morphine (Matthes et al., 1996) et 

dans l’analgésie provoquée par un stress aigue (LaBuda et al., 2000). De part cette puissante 

activité analgésique, ce récepteur a été le plus étudié du système opioïde et est resté depuis la 

cible thérapeutique privilégiée pour la prise en charge des douleurs sévères (Bodnar; Pasternak 

and Pan, 2013). 

Le récepteur DOR est impliqué dans la nociception mécanique et dans la douleur 

inflammatoire (Martin et al., 2003). Ce récepteur est exprimé en présynaptique au niveau de la 

corne dorsale de la moelle épinière par des nocicepteurs détectant les stimuli nociceptifs 

mécaniques, et son activation inhibe les canaux calciques voltage dépendants et empêche ainsi 

la libération de glutamate (Bardoni et al., 2014). Le DOR ne joue pas un rôle important dans 

l’analgésie dans des conditions physiologiques, mais est activé lors de douleurs chroniques 

inflammatoires, neuropathiques et cancéreuses et possède alors une forte activité anti-

hyperalgésique et anti-allodynique (Gavériaux-Ruff and Kieffer, 2011; Gavériaux-Ruff et al., 

2008; Pradhan et al., 2013). L’activité de ce récepteur est en lien étroit avec MOR, en effet 

l’administration répétée de morphine augmente le nombre de DOR présent à la membrane et 

potentialise son activité antinociceptive (Cahill et al., 2001; Lucido et al., 2005), ce qui est 

confirmé dans les souris KO-MOR (Gendron et al., 2007). 

Le rôle du récepteur KOR n’est pas tout à fait aussi clair que celui de MOR, il a été décrit 

comme diminuant l’analgésie et l’hyperalgésie produite par MOR (Bie and Pan, 2003; Pan et 

al., 1997) ou comme étant lui-même analgésique (Kolesnikov et al., 1996; Simonin et al., 1995). 

L’hyperalgésie induite par une lésion neuropathique est moins importante chez les souris KO - 

PDYN, le gène codant pour la dynorphine agoniste endogène de KOR (Wang et al., 2001; Xu 

et al., 2004), ce qui suggère un rôle hyperalgésiant et pronociceptif de ce système. A l’inverse, 

chez les souris KO-KOR cette hyperalgésie induite par une lésion neuropathique est plus 
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importante et perdure plus longtemps (Xu et al., 2004), ce qui suggère une action 

antinociceptive du récepteur. De plus, le récepteur KOR possède une activité analgésique vis-

à-vis des douleurs viscérales (Simonin et al., 1998) ce qui a conduit au développement 

d’agonistes KOR périphérique pour soulager les douleurs viscérales et pancréatiques (Arendt-

Nielsen et al., 2009; Eisenach et al., 2003). 

Chez la souris, l’activation de NOR par administration de nociceptine en injection 

intracérébroventriculaire (i.c.v.) bloque l’action analgésique des récepteurs MOR, DOR et 

KOR, et joue donc un rôle anti-opioïde (Mogil et al., 1996). La nociceptine est également 

antinociceptive dans des modèles d’analgésie induite par un stress aigue. La nociceptine bloque 

totalement l’analgésie induite par le stress aigue alors que la naloxone ne la bloque que 

partiellement, ce qui suggère que les propriétés anti-analgésiques de NOR soient plus larges 

que la seule activité anti-opioïde (Rizzi et al., 2001). A l’opposé, l’administration de nociceptine 

en injection intrathécale (i.t.) a un effet antinociceptif et antihyperalgésique direct, et 

potentialise l’action analgésique de la morphine (Tian et al., 1997; Xu et al., 1996). Cette 

activité antinociceptive au niveau spinal s’explique par l’activation de canaux potassiques 

rectifiants via les récepteurs NOR en présynaptique dans la corne dorsale (Ikeda et al., 1997; 

Liebel et al., 1997). Cette complexité d’action selon le site d’injection explique la difficulté de 

développer des composés à visée thérapeutique dans le traitement de la douleur qui ciblent ce 

récepteur. 

Le contrôle des émotions 

MOR a une action euphorisante et antidépressante, c’est également un acteur clef dans les 

circuits de la récompense, il est responsable du développement de la dépendance liée à la 

consommation de substances addictogènes et aux comportements addictogènes. Les récepteurs 

MOR exprimés dans le noyau du raphé dorsal et dans l’aire tegmentaire ventrale permettent la 

levée de l’inhibition GABAergique des neurones sérotoninergiques et dopaminergiques (Lutz 

and Kieffer, 2013). A l’inverse, les neurones adrénergiques sont directement inhibés par MOR. 

A l’arrêt de l’administration chronique de morphine, les neurones adrénergiques voient leur 

activité augmenter, ce qui se traduit par un syndrome de sevrage. 

DOR semble être impliqué dans les circuits de la récompense mais sa contribution reste 

controversée. Il s’oppose au développement de l’anxiété (anxiolytique) et aux comportements 

dépressifs (Filliol et al., 2000). DOR est le récepteur opioïde le plus étudié des récepteurs 

opioïdes dans la dépression, et semble être le plus efficace. Il intervient dans la régulation de 
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libération de dopamine et de sérotonine dans le noyau accumbens (Gendron et al., 2016). Un 

agoniste DOR AZD2327 développé par Astrazeneca a montré des résultats encourageants en 

préclinique et en clinique contre les troubles dépressifs majeurs avec une composante 

anxiolytique marquée (Richards et al., 2016). 

KOR intervient surtout dans la réponse au stress et conduit à de la dysphorie et un 

comportement dépressif. Ces récepteurs sont exprimés au niveau présynaptique dans le noyau 

accumbens par des neurones sérotoninergiques. Lors d’un stress aigu, l’activation du système 

dynorphine – KOR inhibe ces neurones sérotoninergiques et conduit à de la dysphorie (Land et 

al., 2008). KOR a des effets opposés à MOR et DOR sur la dépression en inhibant directement 

les neurones dopaminergiques, ce sont donc les antagonistes KOR qui présentent un intérêt 

thérapeutique pour la prise en charge des troubles dépressifs (Beardsley et al., 2005). 

La nociceptine est capable de diminuer les niveaux extracellulaires de dopamine dans le noyau 

accumbens ou l’aire tegmentaire ventrale, qui sont des aires du cerveau impliquées dans les 

circuits de la récompense et la modulation des émotions (Witkin et al., 2014). De fait, l’injection 

de nociceptine empêche les changements comportementaux liés à la consommation chronique 

de cocaïne (Bebawy et al., 2010), d’alcool ou de méthamphétamine (Sakoori and Murphy, 

2008) et diminue les manifestations physiques du syndrome de manque suite à une 

administration chronique de morphine (Kotlińska et al., 2000). L’activation du système 

nociceptine bloque la mise en place de la dépendance en empêchant le phénomène de 

récompense habituellement provoqué par ces composés addictogènes. De même, la nociceptine 

a une activité dysphorique, qui s’oppose à l’action euphorique du MOR pour réguler ainsi un 

tonus hédonique (Spanagel et al., 1992), ouvrant la possibilité d’améliorer les troubles 

dépressifs avec des antagonistes de ce récepteur (Post et al., 2016). 

Le système respiratoire 

Les récepteurs opioïdes sont présents au niveau des centres de contrôle de la respiration dans le 

système nerveux central (complexe pré-botzien), ainsi qu’au niveau des mécanorécepteurs 

sensoriels des voies respiratoires. L’activation des récepteurs opioïdes mène à une inhibition 

central de la respiration et une obstruction des voies respiratoires par inhibition des 

motoneurones du pharynx et de larynx (Ehsan et al., 2016). La contribution respective de 

chaque type de récepteur opioïde prête à discussion, si le rôle de MOR est central, les résultats 

sur l’implication des récepteurs DOR et KOR est conflictuelle (Dosakaakita et al., 1993; Takita 
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et al., 1997). La nociceptine et le récepteur NOR sont également capable de diminuer la 

fréquence respiratoire (Shah et al., 1998) et sont efficace contre la toux (Lee et al., 2006). 

Les agonistes MOR et NOR ont été décrit comme ayant des propriétés antitussives. Les 

agonistes MOR sont actuellement utilisé en sirop dans le traitement de la toux 

(dextrométhorphane, codéine, éthylmorphine, noscapine), et un agoniste NOR a été développé 

dans le traitement de l’asthme, mais son développement s’est arrêté à la suite de résultats 

d’essais cliniques montrant une efficacité faible et une forte prévalence de léthargie (Singh et 

al., 2016; Spaziano et al., 2017; Woodcock et al., 2010). 

Le système digestif 

La constipation est l’un des principaux effets indésirables des opioïdes, avec la survenue de 

constipation chez 40 % à 95 % des patients traités par un opioïde (Imam et al., 2017). L’intensité 

de cette constipation peut amener à diminution des doses d’antalgique opioïde administré et 

même jusqu’à une reconsidération de la prise en charge thérapeutique de la douleur. Les 

mécanismes sous-jacent de la constipation induite par les opioïdes révèlent une atteinte de 

l’ensemble du système digestif avec un ralentissement de la vidange gastrique et du transit 

intestinal (de l’intestin grêle au colon) et une diminution des secrétions gastriques, intestinales, 

biliaires et pancréatiques (Imam et al., 2017). Ces perturbations s’accompagnent de nausées et 

de vomissements fréquents, du au ralentissement du transit intestinal et à la stimulation directe 

du centre intégré du vomissement du cerveau (chemotrigger zone, CTZ, (Mallick-Searle and 

Fillman, 2017). La perturbation du système digestif par les opioïdes fait intervenir les récepteurs 

MOR, DOR KOR et NOR au niveau périphérique mais également via une régulation centrale. 

La complexité et la grande diversité des mécanismes par lesquels les opioïdes modifient le 

système digestif expliquent l’extrême difficulté à palier à ces effets indésirables dans le cas 

d’une prise en charge de la douleur par un antalgique opioïde comme la morphine. 

La fonction cardiovasculaire 

La morphine provoque une diminution du rythme cardiaque (bradycardie) et une diminution de 

la pression artérielle (hypotension) par une inhibition du tonus central sympathique (Huggins 

et al., 1951). La contribution des récepteurs MOR ou DOR sur ces effets cardiovasculaires n’est 

pas bien défini, mais ces propriétés sont partagées par les récepteurs KOR (Pugsley et al., 1992) 

et NOR (Champion and Kadowitz, 1997; Shirasaka et al., 1999). Le système opioïde pourrait 

de plus avoir des propriétés cardioprotectrices endogènes, et l’ensemble des récepteurs opioïdes 

semblent participer aux effets bénéfiques d’une activité sportive sur la fonction cardiovasculaire 
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(Armstead, 2011; Borges et al., 2014; Dickson et al., 2008; Geng et al., 2017; Headrick et al., 

2015). 

Les fonctions rénales et hépatiques 

L’ensemble des récepteurs opioïdes sont impliqués dans la fonction excrétrice des reins, et ont 

une action diurétique (Burmeister and Kapusta, 2007; Franklin et al., 2015; Kapusta et al., 1997; 

Sezen et al., 1998). De plus, MOR, KOR et NOR diminuent l’élimination de sodium dans les 

urines (action antinatriurétique) alors que DOR a été décrit comme ayant une action 

natriurétique (Sezen et al., 1998). L’administration d’un agoniste sélectif de KOR induit 

également une activation du nerf sympathique rénal, mais qui est dissociée de l’activité 

diurétique (Franklin et al., 2015). De plus, le récepteur KOR est également décrit comme 

diminuant l’élimination de potassium dans les urines (antikaliurétique), et modulant 

positivement la rénine et la corticostérone (Ashton et al., 1989). 

La morphine est métabolisée par le foie et éliminée par le rein, et une exposition prolongée peut 

amener à une toxicité hépatique et rénale au cours de son métabolisme (Van Der Laan et al., 

1995). L’administration journalière de morphine (4 – 12 mg/kg/j) à des rats adultes conduit à 

de fortes lésions hépatiques, avec : 

- une augmentation des marqueurs biochimiques (alanine aminotransférase ALT, 

aspartate aminotransférase AST, lactate déshydrogénase LDH), 

- une destruction du tissu hépatique avec une stéatose microvésiculaire,  

- une dilatation sinusoïdale avec une congestion allant jusqu’à l’hémorragie et la nécrose 

périveinulaire,  

et ce en l’espace de 30 jours d’exposition à la morphine (Atici et al., 2005). L’atteinte rénale se 

traduit sur le plan biochimique par une augmentation de l’urée sanguine (BUN) et de la 

créatinine, et en histopathologie on observe des vacuoles dans les cellules tubulaires, une 

infiltration interstitielle de monocytes, le développement d’une néphropathie glomérulaire et 

dans certains cas une hémorragie accompagnée d’une nécrose focale (Atici et al., 2005). DOR 

est très peu exprimé dans les reins, et l’apparition de glomérulopathie serait principalement le 

résultat de l’activation des KOR exprimés par les cellules mésangiales, tandis que les MOR 

seraient exprimés au niveau des cellules endothéliales (Weber et al., 2008). 
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La réponse immunitaire 

Les récepteurs opioides interagissent avec le système immunitaire et peuvent modifier la 

réponse immunitaire innée ou acquise. La contribution de chaque récepteur n’est pas toujours 

clairement déterminée, c’est l’action de la morphine sur le système immunitaire qui a été le plus 

étudié. MOR, DOR et KOR diminuent l’activité phagocytaire des macrophages (Rojavin et al., 

1993; Szabo et al., 1993). L’activation de MOR joue un rôle inhibiteur dans la chimiotaxie des 

neutrophiles, des monocytes (Grimm et al., 1998) et des cellules microgliales (Chao et al., 

1997). L’activation concomitante des récepteurs MOR, DOR ou KOR avec la stimulation du 

système immunitaire par un antigène diminue la quantité d’anticorps produit en réponse à cet 

antigène, comme détaillé dans la revue (McCarthy et al., 2001). L’administration de morphine 

chez l’animal diminue la réponse immunitaire et la survie face à une infection fongique, 

bactérienne ou virale, mais protège des atteintes neurologiques lors d’infections virales (Risdahl 

et al., 1993). Inversement, le développement d’une infection augmente la toxicité de la 

morphine et diminue la dose létale médiane chez la souris (Starec et al., 1991).  

3. Prise en charge thérapeutique de la douleur 

3.1. Traitements actuels 

Les antalgiques sont classés en trois paliers selon leur intensité d’action. 

Palier I : douleurs légères à modérées 

Le paracétamol a des propriétés antipyrétiques et antalgiques, et peut être utilisé dès la 

naissance. C’est un médicament de premier choix dans le traitement de la douleur de par sa 

souplesse d’utilisation, sa bonne tolérance et un nombre limité d’interactions médicamenteuses. 

Le paracétamol n’est pas directement actif, mais ses métabolites N-acéty-p-benzoquinonéimine 

et p-benzoquinone activent au niveau des neurones sensoriels primaires le récepteur canal 

TRPA1 ce qui diminue les courants calciques et potassiques voltage dépendants (Andersson et 

al., 2011). Les contre-indications sont dominées par l’hypersensibilité au paracétamol et 

l’insuffisance hépatocellulaire, l’insuffisance rénale n’est pas une contre-indication à condition 

d’adapter la posologie. Les principaux risques sont une toxicité hépatique et rénale. 

Les anti-inflammatoire non stéroïdiens (AINS) ont des propriétés antalgique, antipyrétique 

anti-inflammatoire, et leur efficacité antalgique est supérieure au paracétamol dans de 

nombreuses situations (traumatologie, migraine, inflammation). Ce sont des inhibiteurs 
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périphériques de cyclo-oxygénases (COX1 et 2) qui sont impliquées dans le métabolisme de 

l’acide arachidonique et la synthèse de prostaglandines pro-inflammatoire et pronociceptive. 

Cependant leur utilisation est contre-indiquée aux enfants de moins de 15 ans, en cas de 

déshydratation ou de mauvais état nutritionnel, d’hémorragie ou de troubles de la coagulation 

non maitrisé, d’ulcère, d’insuffisance hépatique, rénale, ou cardiaque sévère. Les principaux 

risques sont des troubles gastro-intestinaux. L’aspirine (acide acétylsalicylique) fait partie des 

AINS mais n’est plus utilisé en dehors des migraines et en rhumatologie. 

Palier II : douleurs modérées à intenses 

Ce palier correspond aux douleurs modérées insuffisamment prises en charge par un antalgique 

de palier I. Il s’agit d’opioïdes faibles et du néfopam, qui est classé en palier I à cause de son 

mécanisme d’action non opioïde ou en palier II pour sa puissance analgésique. Il est conseillé 

de toujours associer les antalgiques de ce palier à un ou deux antalgiques du palier précédent, 

mais ils ne doivent pas être associés à ceux du palier III. 

La codéine (3-méthylmorphine) est un morphinique faible (agoniste entier MOR mais moins 

puissant que la morphine) avec une forte variabilité d’efficacité, du à un polymorphisme de 

l’enzyme de métabolisation (CYP2D6) de la codéine en morphine. Elle est utilisée pour ses 

propriétés antalgique et antitussive.  

Le tramadol est un morphinique faible et un inhibiteur de la recapture des monoamines. Cette 

molécule est notamment contre-indiquée en association à des inhibiteurs de la monoamine 

oxydase (antidépresseurs). 

Le néfopam est un antalgique non morphinique utilisé dans le traitement de courte durée des 

douleurs modérées à sévères. Son action se situe au niveau spinal et central par inhibition de la 

recapture des catécholamines et monoamines, ce qui permet un renforcement de l’activité des 

voies inhibitrices descendantes. Les effets indésirables découlent de son action sur les 

catécholamines et monoamines, et malgré sa nature non opioïdergique le néfopam expose à des 

risques d’accoutumance et de dépendance mais n’expose pas à des risques de dépression 

respiratoire ni à des troubles gastro-intestinaux. 

Palier III : douleurs très fortes 

Le palier III correspond aux opioïdes forts, ce sont tous des dérivés morphiniques (oxycodone, 

fentanyl, hydromorphine) et la morphine est la molécule de référence. Ces molécules agissent 
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sur les récepteurs opioïdes, principalement le MOR et sont les plus puissants antalgiques de 

l’arsenal thérapeutique. La buprénorphine a la particularité d’être un agoniste partiel de MOR 

et un antagoniste KOR, ce qui diminue le risque d’intoxication et de dépression respiratoire. 

Les mécanismes des effets analgésiques, neuropsychiques, émétisants, antitussifs, de 

constipation et de dépression respiratoire ont été détaillé précédemment.  

Prise en charge de la douleur neuropathique 

Les douleurs neuropathiques sont le plus souvent des affections de longue durée dont la prise 

en charge est compliqué, les antalgiques conventionnels de palier I sont peu ou pas efficaces et 

les antalgiques de nature opioïdergique sont d’efficacité modérée mais mal tolérés sur le long 

terme. La Société Française d’Etude des Traitements de la Douleur (SFETD) a émis des 

recommandations sur ces douleurs et sur leur prise en charge (Martinez et al., 2010). Il y est 

indiqué que « le choix du traitement médicamenteux des douleurs neuropathiques ne dépend 

pas de l’intensité des douleurs comme dans les douleurs nociceptives » mais prend en compte 

les effets secondaires et les comorbidités. Le choix de traitements est d’autant plus complexe 

qu’il existe une grande variété de neuropathies avec des mécanismes physiopathologiques 

différents. La SFETD classe ainsi les traitements en trois grades selon le niveau de preuve 

obtenu de leur efficacité : 

- le grade A concerne les traitements dont l’efficacité est démontrée avec un haut niveau 

de preuve 

-  le grade B concerne les traitements dont l’efficacité est démontrée avec un niveau de 

preuve intermédiaire  

- le grade C les traitements dont l’efficacité n’est pas établi.  

En première intention sont recommandés en monothérapie les antidépresseurs tricycliques 

(amitriptyline, imipramine, clomipramine) et les antiépileptiques gabapentinoïde (gabapentine 

ouprégabaline). Les opiacés, bien que de grade A, ne sont recommandés qu’en deuxième 

intention ou en cas d’échec des traitements précédents. 

3.2. Limites des traitements actuels 

Les traitements opioïdes, bien que très efficaces dans le traitement de la douleur aigue de forte 

intensité, nécessitent des précautions d’usage. La consommation croissante et peu encadrée de 

ces antalgiques, notamment aux Etats-Unis, à conduit à une forte diminution de la qualité de 
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vie des patients, à cause des nombreux effets indésirables de ces médicaments (Manchikanti et 

al., 2017). 

Dépression respiratoire 

Le risque de dépression respiratoire suite à l’administration d’opioïde est relativement faible, 

environ 1% (Cashman and Dolin, 2004), et ce risque s’estompe après les premières prises. 

Cependant, si la dépression respiratoire n’est pas arrêtée par une injection de naloxone, elle peut 

être fatale. Cette éventualité est relativement faible dans les structures hospitalières, et survient 

dans les cas de consommation d’opiacés illicite ou en cas de surdosage. 

Constipation 

Les nausées, vomissements et sédation observés lors de la mise en route d’un traitement opiacé 

s’améliorent ou se résolvent souvent spontanément avec la poursuite du traitement, à la 

différence de la constipation qui persiste (Fallon and Hanks, 1999). Les règles hygiéno-

diététiques et les laxatifs utilisés pour traiter la constipation induite par les opiacés restent d’une 

efficacité très limitée. 40 à 90 % des personnes sous traitement opiacés subissent des effets 

indésirables d’ordre gastro-intestinal, et ce même en cas co-traitement avec des laxatifs (Bell et 

al., 2009), et ces répercussions pousse un tiers des patients à diminuer, ralentir ou arrêter 

temporairement le traitement.  

Afin de réduire ces troubles digestifs un antagoniste des récepteurs MOR d’action périphérique 

a été développé afin de bloquer l’effet des opioïdes sur le tractus gastro-intestinal tout en 

préservant l’effet antalgique d’action centrale. Le naloxegol, dérivé pegylé de la naloxone, a 

montré une diminution des atteintes digestives chez les patients traités par des opiacés tout en 

préservant l’effet analgésique en essai clinique de phase III (Chey et al., 2014; Webster et al., 

2014). Le service médical rendu par le naloxegol (Moventig) a été évalué par la Haute Autorité 

de Santé (HAS) comme faible et une amélioration du service médical rendu nulle (HAS, 2015). 

La commission de transparence de la HAS n’a pas trouvé d’avantage clinique démontré dans 

le traitement de la constipation induite par les opioïde. Etant donné l’absence de traitement 

efficace actuel, le naloxégol a tout de même obtenu une autorisation de mise sur le marché en 

novembre 2015 dans le traitement de la constipation induite par les opioïdes chez les adultes 

ayant présenté une réponse inadéquate aux laxatifs.  
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Dépendance et addiction. 

La composante addictive des antalgiques opiacés a longtemps été sous-estimé et a conduit aux 

Etats-Unis à une crise sanitaire de grande ampleur, jusqu’à parler « épidémie d’opioïde » 

(Sullivan and Howe, 2013). La prescription systématique d’opiacés dans le traitement à long 

terme des douleurs chroniques alors même que leur efficacité au-delà de 3 mois pose question 

(Chou et al., 2015), a eu pour conséquence l’explosion de comorbidités avec un triplement entre 

2000 et 2015 des morts reliées aux opioïdes, traitement et drogue confondus (Manchikanti et 

al., 2017). L’addiction aux opiacés est devenu un problème de santé nord-américain majeur et 

un défi pour la recherche médical actuelle (Grosser et al., 2017). 

L’addiction est définie selon A. Goodman comme « un processus par lequel un comportement, 

qui peut fonctionner à la foi pour produire du plaisir et pour soulager un malaise intérieur, est 

utilisé sous un mode caractérisé par l’échec répété dans le contrôle de ce comportement et la 

persistance de ce comportement en dépit des conséquences négatives significatives » 

(Goodman, 1990). 

Selon le manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux édité (DSM) par l’association 

américaine de psychiatrie, la dépendance aux opioïdes se traduit par un mode d’utilisation 

inapproprié d’opioïdes entraînant une détresse ou un dysfonctionnement clinique significatif 

avec la survenue de deux ou plus des manifestations suivantes à un moment quelconque d’une 

période continue de 12 mois (Benoit-Iamy et al., 2005) : 

1 – opioïdes souvent pris en quantité supérieure ou sur un laps de temps plus long que prévu 

2 – désir persistant ou des efforts infructueux effectués pour réduire ou contrôler l’utilisation 

d’opioïdes 

3 – temps considérable passé à faire le nécessaire pour se procurer la substance, la consommer 

ou récupérer de ses effets 

4 – envie intense de consommer (craving) 

5 – incapacité à remplir des obligations majeures au travail, à l’école ou à la maison 

6 – consommation de la substance malgré des problèmes interpersonnels ou sociaux, persistants 

ou récurrents, causés ou exacerbés par les effets des opioïdes 

7 –activités sociales, occasionnelles ou récréatives importantes abandonnées ou réduites 

8 – utilisation répétée d’opioïdes dans des situations ou cela peut être physiquement dangereux 

9 – utilisation d’opioïdes poursuivie malgré l’existence d’un problème physique ou 

psychologique persistent ou récurrent, déterminé ou exacerbé par la substance.  
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10 – tolérance définie par un besoin de quantités nettement majorées de la substance afin 

d’obtenir l’effet désiré ou un effet nettement diminué en cas d’usage continu de la même 

quantité de substance 

11 – existence d’un syndrome de sevrage aux opioïdes ou de consommation d’opioïdes pour 

soulager ou éviter les symptômes de sevrage 

La sévérité des troubles est basée sur le nombre de critères rencontrés, 2 – 3 critères indiquent 

un trouble léger, 4 – 5 critères un trouble modéré et 6 – 7 critères un trouble sévère. La rémission 

récente d’une addiction consiste en au moins 3 mois sans que des critères du trouble ne soient 

applicables (sauf celui de l’envie de consommer), tandis que la rémission durable consiste en 

au moins 12 mois sans critère applicable (sauf l’envie de consommer). 

Le syndrome de sevrage est défini par l’association américaine de psychiatrie par les critères 

suivants (Benoit-Iamy et al., 2005) : 

1 – la présence de l’un des deux critères suivants : 

1.1  l’arrêt ou la diminution d'une consommation d’opioïdes ayant été longue et/ou forte 

1.2  l’administration d’un antagoniste opioïde après une période de consommation 

d’opioïde  

2 – la survenue dans les minutes suivant le critère 1 d’au moins trois des critères suivants : 

2.1  humeur dysphorique / dépressive 

2.2  nausée vomissements 

2.3  crampes et douleurs musculaires 

2.4  écoulement nasal ou lacrymal 

2.5  dilatation des pupilles, transpiration ou pilo-érection 

2.6 contraction de la mâchoire 

2.7  diarrhée 

2.8  fièvre 

2.9 insomnie 

Hyperalgésie induite par les opiacés (HIO) et tolérance à l’analgésie opiacé  

L’administration chronique d’opiacés s’accompagne de deux effets indésirables sur la 

sensibilité à la douleur, d’une part on observe une tolérance aux effets analgésiques, c’est à dire 

une diminution progressive de l’effet analgésique ; et d’autre part l’augmentation de la 

sensibilité à la douleur en dehors des périodes d’action du composé opioïde. La stimulation 
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exogène répétée du système endogène opioïde modifie l’équilibre interne entre des médiateurs 

pronociceptifs et antinociceptifs qui régulent la transmission de l’information nociceptive et 

son intégration en sensation douloureuse. Le développement d’une hypersensibilité à la douleur 

suite à un excès de stimulation du système opioïde peut s’expliquer à différents niveaux : au 

niveau des circuits neuronaux de transmission de l’information nociceptive, sur le 

fonctionnement des récepteurs opioïdes, et par le recrutement de systèmes pronociceptifs. Ces 

mécanismes et leurs répercussions en clinique font l’objet de nombreuses recherches (Hayhurst 

and Durieux, 2016; Koppert, 2007; Roeckel et al., 2016; Williams et al., 2013). 

La sensibilisation neuronale 

Les mécanismes sous-jacents de l’HIO et de la tolérance analgésique aux opiacés s’expliquent 

en partie par une atteinte neuronale, avec une sensibilisation des neurones afférents primaires 

(nocicepteurs), la sensibilisation des neurones de deuxième ordre et des changements dans les 

contrôles descendants vers une régulation positive de neuromodulateurs pronociceptifs. 

L’administration répétée d’opiacés provoque un phénomène de potentialisation à long terme de 

la synapse entre le nocicepteur et le neurone de deuxième ordre qui a lieu au niveau de la corne 

dorsale de la moelle épinière (Drdla-Schutting et al., 2012; Liu and Sandkühler, 1997; Zhou et 

al., 2010). Cette potentialisation a pour effet un renforcement durable de l’efficacité de la 

synapse avec une plus grande amplitude du potentiel d’action déclenché post-synaptique ce qui 

aboutit à une hyperalgésie (Sandkühler and Gruber-Schoffnegger, 2012). Un autre mécanisme 

neuronal impliqué dans l’HIO est un phénomène d’amorçage ou « priming ». La stimulation 

répétée de MOR va amorcer une hyperalgésie prolongée via la libération de PGE2 et la 

signalisation de son récepteur par la voie MAPK/Erk/Src (Araldi et al., 2015, 2017). En 

parallèle à ces phénomènes de sensibilisation spinal, les contrôles descendants inhibiteurs sont 

altérés et contribuent également au développement de l’HIO (Rivat et al., 2009). 

 

 

Le rôle de MOR 

MOR est responsable de l’action analgésique de la morphine, mais ce récepteur est également 

impliqué dans le développement de l’HIO et de la tolérance analgésique aux opiacés. Plusieurs 

mécanismes pouvant expliquer ces effets on été étudié, la désensibilisation plus rapide de MOR 
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suite à sa stimulation répétée ; l’existence de variants tronqués de MOR ; et le rôle de MOR en 

périphérique par opposition à son rôle central :  

- la désensibilisation plus rapide de MOR suite à stimulation répétée, qui conduit à une 

accélération de la désensibilisation de ces récepteurs suite à leur activation, qui 

résulterait d’une diminution du recyclage du récepteur après endocytose (Dang et al., 

2011; Williams et al., 2013). Cette désensibilisation plus rapide de ces récepteurs 

conduit à une diminution de leur signalisation et à une perte d’efficacité de des ligands 

opiacés.  

- D’autre part on sait aujourd’hui qu’il existe plusieurs variants d’épissage de MOR, avec 

l’expression d’isoformes de MOR à 6 domaines transmembranaires (6TM) au lieu de 7, 

et d’autres variants avec une réduction de l’extrémité C-terminale intracellulaire (Xu et 

al., 2017). Ces isoformes tronquées de MOR sont capables d’activer la protéine Gs et 

d’induire une réponse calcique pour produire un effet hyperalgésique (Convertino et al., 

2015; Gris et al., 2010; Oladosu et al., 2015). Ces isoformes seraient impliquées dans 

l’HIO et la tolérance analgésique mais ne participeraient pas aux effets analgésiques, ni 

de constipation ou de dépression respiratoire (Marrone et al., 2017).  

- Avec la caractérisation d’antagonistes opioïdes périphériques, comme la 

méthylnaltrexone, le rôle des récepteurs MOR exprimés au niveau central a pu être 

comparé avec celui des MOR exprimés au niveau périphérique (Labuz et al., 2007; 

Shannon and Lutz, 2002). Ces études ont montré le rôle de MOR périphérique dans 

l’analgésie de la douleur inflammatoire, ce qui a pu être confirmé par inactivation 

génétique et sélective des récepteurs exprimés par des nocicepteurs primaires (Weibel 

et al., 2013). Ces observations ont également été confirmées chez l’homme dans le 

traitement de la douleur post-opératoire, en effet le blocage de MOR périphérique par 

la méthylnaltrexone conduit à une plus grande consommation de morphine (Jagla et al., 

2014). Sur les base de ces travaux, un conjugué de morphine et de polyglycérol ne 

passant pas la barrière hémato-encéphalique a été développé (González-Rodríguez et 

al., 2017). Ce composé ne montre pas d’effet analgésique en l’absence de pathologie 

douloureuse, mais montre une puissance analgésique proche de celle de la morphine 

dans un modèle de douleur inflammatoire sans provoquer de sédation ni de constipation. 

Le recrutement de systèmes pronociceptifs 
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Face à la stimulation répétée des récepteurs opioïdes, de nombreux mécanismes de régulation 

se mettent en place dans la modulation de la douleur qui voient l’activation de systèmes 

compensatoires pro-nociceptif et anti-opioïde. Ainsi, plus de 60 récepteurs couplés aux 

protéines G sont impliqués dans la modulation de la douleur (Stone and Molliver, 2009), et 

l’étude de ces systèmes pronociceptifs a permis d’identifier plus de 10 cibles dont le blocage 

permet de prévenir le développement d’une tolérance aux effets analgésiques de la morphine 

(Ossipov et al., 2003), comme la cholécystokinine, le glutamate, la nociceptine ou le 

neuropeptide FF (Quillet et al., 2016; Roeckel et al., 2016; Toll et al., 2016).  

TRPV1 

Le récepteur TRPV1 (pour Transient Receptor Potential Vanilloide 1) est un récepteur 

cationique polymodal sensible à la chaleur (> 44°C), à l’acidité (pH < 5,9) et à la capsaïcine 

présent dans les terminaisons sensitives des nocicepteurs primaires. Cependant, ce récepteur est 

également exprimé dans la synapse entre ce nocicepteur et le neurone de deuxième ordre au 

niveau de la corne dorsale de la moelle épinière aussi bien en présynaptique qu’en 

postsynaptique (Valtschanoff et al., 2001) et module l’activité de la synapse (Goswami et al., 

2010). Lors d’administration chronique de morphine, TRPV1 est activé au niveau de la moelle 

épinière, et son blocage pharmacologique ou génétique limite le développement d’une HIO, de 

tolérance analgésique à la morphine et le syndrome de sevrage opiacé (Nguyen et al., 2010; 

Vardanyan et al., 2009). TRPV1 exprimé au niveau spinal semble être capable d’intégrer une 

grande variété de signaux qui vont modifier l’état de phosphorylation du récepteur via la 

protéine d’échafaudage AKAP79/150 (Zhang et al., 2008). En effet, TRPV1 joue le rôle de 

point de convergence de nombreux systèmes pronociceptifs : 

- la sérotonine et son récepteur 5HT2B (Su et al., 2015) et 5HT3A dans les contrôles 

descendants (Guo et al., 2014; Kim et al., 2014),  

- l’histamine et son récepteur HRH1 dans le syndrome du colon irritable (Wouters et al., 

2016),  

- le glutamate et ses récepteurs métabotropiques (Masuoka et al., 2016),  

- le système bradykinine / B2R (Zhang et al., 2008),  

- la prostaglandine E2 et son récepteur EP1 (Zhang et al., 2008),  

- le facteur de croissance neuronale (NGF) (Zhang et al., 2008),  

- la kisspeptine (Spampinato et al., 2011)  
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- des médiateurs pro-inflammatoires comme la substance P et la CGRP (Rogoz et al., 

2014),  

mais TRPV1 peut également être régulé négativement par le neurotransmetteur GABA (Hanack 

et al., 2015). Ce récepteur peut donc être vu comme un centre de convergence et d’intégration 

des signaux de modulation de la douleur (Bao et al., 2015; Choi et al., 2016) dont la plupart 

sont peu ou pas activé en situation physiologique basale mais qu’une stimulation intense et 

répétée du système opioïde va recruter. L’identification et la compréhension des systèmes 

opioïdes et pronociceptifs est nécessaire pour espérer trouver une solution plus efficace dans la 

prise en charge thérapeutique de la douleur chronique. 
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III. Le système RF-amide 

Le système RF-amide se compose de neuropeptides qui partagent la séquence arginine-

phénylalanine amidé (RF-amide) à leur extrémité C-terminale, et de récepteurs couplés aux 

protéines capables de reconnaître des neuropeptides. Le premier peptide RF-amide identifié en 

1977 est un tétrapeptide Phe-Met-Arg-Phe-NH2, il a été isolé d’un extrait de ganglion d’un 

invertébré Macrocallista nimbosa et caractérisé pour son action sur la contractilité musculaire 

(Price and Greenberg, 1977). L’existence de cette famille de peptide chez les vertébrés 

supérieurs est prouvée quelques années plus tard par immnuo-réactivité ciblée vers la fonction 

amide C-terminale (Boer et al., 1980; Dockray et al., 1981; Weber et al., 1981). Ce 

dénominateur commun a permis d’identifier un ensemble de neuropeptides largement conservé 

à travers l’évolution (Walker et al., 2009), et qui est constitué chez lesmammifères de plus de 

12 peptides encodés par 5 gènes différents et qui sont les ligands endogènes de 5 récepteurs 

couplés aux protéines G (Table 3) :  

- le neuropeptide FF (NPFF) et son récepteur NPFF2R ;  

- le neuropeptide RFRP et NPFF1R ;  

- le neuropeptide de libération de la prolactine (PrRP) et GPR10 ;  

- la kisspeptine (Kp) et GPR54 ;  

- le neuropeptide QRFP et GPR103.  

      peptide séquence récepteur 

p
re

p
ro

-

P
rR

P
 PrRP-20 TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 

GPR10 
PrRP-31 SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH2 

K
iS

S
-1

 

Kp-10 YNWNSFGLRF-NH2 

GPR54 
Kp-13 LPNYNWNSFGLRF-NH2 

Kp-14 DLPNYNWNSFGLRF-NH2 

Kp-54 GTSLSPPPESSGSRQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREKDLPNYNWNSFGLRF-NH2 

p
re

p
ro

-

Q
R

F
P

 QRFP-23 TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2 

GPR103 
QRFP-43 EDEGSEATGFLPAAGEKTSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2 

p
ro

-

N
P

F
F

B
 RFRP-1 MPHSFANLPLRF-NH2 

NPFF1R 
RFRP-3 VPNLPQRF-NH2 

p
ro

-

N
P

F
F

A
 NPFF SQAFLQPQRF-NH2 

NPFF2R 
NPAF AGEGLNSQFWSLAAPQRF-NH2 

Tableau 3 : Neuropeptides RF-amide et leurs récepteurs chez l’homme. D’après (Quillet et al., 2016) 
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Ces peptides et récepteurs sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques aussi bien 

au niveau central que périphérique, comme la reproduction, la système cardiovasculaire, la 

douleur, le métabolisme et l’homéostasie énergétique, les systèmes de la récompense, et les 

tumeurs (Quillet et al., 2016). 

1. Les neuropeptides RF-amide et leurs récepteurs 

1.1.  Les peptides de libération de la prolactine (PrRP) et leur récepteur GPR10 

Le gène codant pour PrRP (locus chr2q37.3) 

contient deux exons codants pour un 

prépropeptide dont le clivage en extrémité N-

terminale donne le peptide actif PrRP-31 qui est 

lui-même clivé en un second peptide actif, 

PrRP-20. Ces deux peptides sont les ligands 

endogènes du récepteur GPR10 (Hinuma et al., 

1998). Ce récepteur est proche du récepteur au 

neuropeptide Y (31% d’homologie de séquence) 

mais il n’est pas capable de lier ce neuropeptide 

(Marchese et al., 1995). La séquence de GPR10 

est illustrée dans la figure 7, avec les 7 domaines 

transmembranaires et les extrémités N-terminale (extracellulaire, en haut) et C-terminale 

(intracellulaire, en bas). 

La voie de signalisation principale décrite pour GPR10 est le couplage à la protéine Gq, 

l’activation de la phospholipase C (PLC) et la libération de Ca2+ des stocks intracellulaires 

(Hinuma et al., 1998; Langmead et al., 2000; Roland et al., 1999). La vague calcique initiée 

active la protéine kinase C (PKC) qui va entrainer des cascades de phosphorylation d’effecteurs 

intracellulaires, comme les kinases Erk1/2 et Junk et aboutir à la libération de prolactine 

(Nanmoku et al., 2005). Cependant, dans la lignée cellulaire pituitaire de rat GH3 ou les cellules 

pituitaires murine, PrRP active la transcription du gène de la prolactine par une voie dépendante 

de la protéine Gi/o et des sous-unitées  de la protéine G. Cette voie passe par la PKC et Erk1/2 

mais est indépendante du calcium intra- et extracellulaire. L’action de PrRP sur le promoteur 

de la prolactine passe également par une autre voie indépendante de la protéine Gi/o et qui active 

la kinase Jnk (Kimura et al., 2000). Une seconde étude a confirmé que le PrRP activait le 

Figure 7 : Topologie de GPR10 (uniprot.org) 
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promoteur de la prolactine via les sous-unitées  associées à la Gi/o, la PI3 kinase, la kinase 

Akt et la protéine de réponse à l’AMPc (cAMP response element-binding protein, CREB, 

Hayakawa et al., 2002). Cependant, GPR10 pourrait également être capable de recruter la 

protéine Gs, en effet le PrRP provoque une augmentation d’AMPc dans la lignée cellulaire 

PC12 exprimant GPR10 (Nanmoku et al., 2003; Samson and Taylor, 2006; Wang et al., 2012). 

1.2.  La kisspeptine (Kp) et son récepteur GPR54 

Le gène KiSS-1 (locus chr1q32.1) contient deux 

exons codants, et le clivage et la maturation du 

prépropeptide donne la métastatine (54 résidus, 

Kp-54) et trois isoformes plus courtes : Kp-14, 

Kp-13 et Kp-10 (West et al., 1998). Ces quatre 

peptides sont les ligands endogènes du récepteur 

GPR54, également appelé récepteur à la 

kisspeptine (Kiss1R), qui possède une forte 

homologie de séquence avec les récepteurs à la 

galanine mais ne lie pas ce peptide (Lee et al., 

1999; Ohtaki et al., 2001). La séquence de 

GPR54 est illustrée dans la figure 8, avec les 7 

domaines transmembranaires et les extrémités N-terminale (extracellulaire, en haut) et C-

terminale (intracellulaire, en bas). 

L’activation de GPR54 par la kisspeptine recrute la protéine Gq et provoque une réponse 

calcique dépendante de la PLC (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001), mais ne stimule ni 

n’inhibe la production d’AMPc (Muir et al., 2001). La vague calcique active la PKC et la voie 

de signalisation de Erk1/2 (Kotani et al., 2001). Le couplage de GPR10 à Gq et la réponse Ca2+ 

qui en découle augmente la fréquence des potentiels d’action des neurones à GnRH en 

diminuant les courants d’après hyperpolarisation (slow afterhyperpolarisation, sAHP) (Zhang 

et al., 2013), et inhibe les courants ioniques GIRK ce qui diminue la sensibilité de ces neurones 

au GABA (Castellano et al., 2006; Liu et al., 2008; Zhang et al., 2009). De plus, GPR54 peut 

également provoquer la libération de GnRH par la voie de la -arrestine et Erk1/2 

indépendamment de Gq (Ahow et al., 2014; Babwah et al., 2015). 

Figure 8 : Topologie de GPR54 (uniprot.org) 
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1.3.  Les peptides QRFP et leur récepteur GPR103 

Le gène codant pour QRFP (locus chr9q34.12) 

contient trois exons codants, et le 

prépropeptide synthétisé est clivé en deux 

peptides actifs de 43 (43RFa, QRFP43) et 26 

(26RFa, QRFP26) résidus (Chartrel et al., 

2003). Ces deux peptides sont les ligands 

endogènes du récepteur GPR103 (Fukusumi et 

al., 2003). Il n’existe qu’un seul récepteur pour 

le QRFP chez l’homme, mais deux formes 

orthologues ont été retrouvées chez la souris 

(Takayasu et al., 2006), appelées GPR103-A et 

GPR103-B. La séquence de hGPR103 est 

illustrée dans la figure 9, avec les 7 domaines 

transmembranaires et les extrémités N-terminale (extracellulaire, en haut) et C-terminale 

(intracellulaire, en bas). 

La voie de signalisation principale décrite pour GPR103 est le couplage à Gq et l’augmentation 

de Ca2+ intracellulaire (Fukusumi et al., 2003; Kim et al., 2003; Takayasu et al., 2006) mais 

GPR103 serait également capable de moduler la production d’AMPc. Dans des cellules 

pituitaires de rat prétraitées à la forskoline, QRFP à fortes concentrations augmente la 

production d’AMPc (Chartrel et al., 2003) alors que dans les cellules CHO surexprimant 

GPR103, QRFP provoque à la fois une réponse calcique et une diminution de la production 

d’AMPc à des concentrations similaires (Fukusumi et al., 2003). De plus, l’action inhibitrice 

du QRFP sur la libération de glucose par l’insuline dans le pancréas est bloquée en présence de 

toxine pertussique (PTX), suggérant l’implication de la protéine Gi/o (Egido et al., 2007). 

1.4.  Les peptides apparentés RF-amide (RFRP) et leur récepteur NPFF1R 

Le gène codant pour RFRP (locus chr7p15.3) contient trois exons codants pour un 

prépropeptide proNPFFB clivé en deux peptides actifs de 12 résidus (RFRP-1) et 8 résidus 

(RFRP-3) (Schulz et al., 2002). Ces deux peptides sont les ligands endogènes de NPFF1R et ils 

sont également capable, dans une moindre mesure, de lier et d’activer NPFF2R (Bonini et al., 

Figure 9: Topologie de GPR103 (uniprot.org) 

Figure 10 : Topologie de NPFF1R (uniprot.org) 
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2000; Liu et al., 2001; Mollereau et al., 2002; 

Yoshida et al., 2003). La séquence de NPFF1R est 

illustrée dans la figure 10, avec les 7 domaines 

transmembranaires et les extrémités N-terminale 

(extracellulaire, en haut) et C-terminale 

(intracellulaire, en bas). Contrairement aux 

récepteurs GPR10, GPR54 et GPR103, le 

récepteur NPFF1R est peu sélectif envers les 

différents peptides RF-amide, il est capable de lier 

avec une bonne affinité aussi bien RFRP que 

NPFF, PrRP, Kp et dans une moindre mesure 

QRFP (Table 4).  

NPFF1R est un récepteur majoritairement décrit comme couplé à la protéine Gi/o et conduisant 

à une diminution de la production d’AMPc (Elhabazi et al., 2013; Hinuma et al., 2000; Liu et 

al., 2001; Mollereau et al., 2002), et qui peut être activé par tous les peptides RF-amide 

(Mollereau et al., 2002). De plus, à forte concentration RFRP peut donner une petite réponse 

inositol-phosphate (IP) sensible à la PTX, qui est probablement due aux sous-unitées  libérées 

par l’activation de Gi/o (Bonini et al., 2000). 

1.5.  Le neuropeptide FF (NPFF) et son récepteur NPFF2R 

Le gène codant pour NPFF (locus chr12q13.13) contient trois exons codants, et la maturation 

du prépropeptide proNPFFA donne deux peptides actifs NPFF et NPAF, de 11 et 18 résidus 

respectivement (Perry et al., 1997). Ces peptides ont été identifiés par immunoréactivité dans 

le cerveau de bovin (Yang et al., 1985) avant d’être isolé dans le sérum humain (Sundblom et 

al., 1995). Les peptides NPFF et NPAF sont les ligands endogènes du récepteur NPFF2R et sont 

également capable de lier et d’activer le récepteur NPFF1R (Bonini et al., 2000; Liu et al., 2001; 

Mollereau et al., 2002). La séquence de NPFF2R est illustrée dans la figure 11, avec les 7 

domaines transmembranaires et les extrémités N-terminale (extracellulaire, en haut) et C-

terminale (intracellulaire, en bas). Contrairement aux récepteurs GPR10, GPR54 et GPR103, 

mais avec une sélectivité plus prononcée que NPFF1R, le NPFF2R est capable de lier, dans 

l’ordre du plus affin au moins affin, les peptides NPFF, RFRP, PrRP, Kp et QRFP (Table 4).  
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Table 4 : Constantes d’affinité de liaison (Ki) et de réponse fonctionnelle (EC50) des différents peptides RF-

amide sur les 5 récepteurs humains (Quillet et al., 2016). Les réponses fonctionnelles sont mesurées en réponse 

Ca2+ pour GPR10, GPR54 et GPR103, et en AMPc pour NPFF1R et NPFF2R. 

Les ligands endogènes RF-amide ne permettent pas clairement de discriminer entre les 

récepteurs NPFF1R et NPFF2R. NPFF, PrRP et QRFP présentent une légère sélectivité pour 

NPFF2R par rapport à NPFF1R, RFRP et Kp présentent à l’inverse à une meilleure affinité pour 

NPFF1R que NPFF2R (Table 4).  

NPFF2R est couplé majoritairement à la protéine Gi/o et conduit à une diminution de la 

production d’AMPc (Elhabazi et al., 2013; Elshourbagy et al., 2000; Mollereau et al., 2002), 

mais NPFF2R serait également capable d’interagir avec Gs (Gouardères et al., 2007; Mollereau 

et al., 2004). En effet, à très fortes concentrations (50 – 250 M) sur des préparations 

membranaires de bulbe olfactif de souris, NPFF stimule la production d’AMPc (Gherardi and 

Zajac, 1997), et dans les ganglions rachidiens le NPFF diminue la réponse calcique des 

neurones à la nociceptine et cet effet du NPFF est bloqué par la toxine cholérique (CTX), 

inhibiteur de la protéine Gs (Roumy and Zajac, 2001). 

Figure 11 : Topologie de NPFF2R (uniprot.org) 
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2. Les rôles physiologiques des peptides RF-amide  

Les peptides RF-amide et leurs différents récepteurs sont impliqués dans la régulation de 

nombreux paramètres physiologiques, comme la reproduction, la fonction cardiovasculaire, la 

douleur, l’homéostasie énergétique mais également les circuits de la récompense ou le 

développement tumorale (Quillet et al., 2016). Dans cette partie ne sont décrits que les 

différentes fonctions qui sont régulées par l’ensemble des peptides RF-amide et leurs 

récepteurs. 

2.1. Modulation de la nociception et de la douleur 

La douleur correspond à l’intégration par le cerveau d’un stimulus nociceptif périphérique. Le 

stimulus part des terminaisons d’un nocicepteur, dont le corps cellulaire se trouve dans les 

ganglions rachidiens, l’information est transmise à un deuxième neurone au niveau d’une 

synapse dans les couches superficielles de la corne dorsale de la moelle épinière. L’information 

remonte ensuite au thalamus et dans différents centres supérieurs d’intégration (voir chapitre 

« Douleur et modulation de l’influx nociceptif »). 

GPR10 est retrouvé dans le cerveau mais pas dans la moelle épinière ni dans les ganglions 

rachidiens. L’injection de PrRP20 en intracérébroventriculaire provoque une hyperalgésie 

thermique et mécanique (Laurent et al., 2005), alors qu’en injection intracérébrale dans le noyau 

du tractus solitaire PrRP induit une forte analgésie thermique et mécanique chez des souris 

saines comme dans un modèle de douleurs neuropathiques (Kalliomäki et al., 2004). En accord 

avec sont absence d’expression dans la moelle épinière, l’injection intrathécale de PrRP n’a pas 

d’effet sur le seuil nociceptif basal (Kalliomäki et al., 2004). L’étude de souris n’exprimant plus 

GPR10 a permis de mieux comprendre son rôle dans la nociception et l’action de la morphine 

(Laurent et al., 2005). Ces souris présentent une plus grande analgésie induite par le stress ou 

par la morphine, et sont moins sujettes à une tolérance de l’analgésie morphinique. De plus, le 

syndrome de sevrage opioide précipité par la naloxone est moins important quand GPR10 n’est 

pas exprimé. Ces différents éléments font apparaître le système PrRP / GPR10 comme un 

système pronociceptif et anti-opioïde.  

GPR54 est exprimé dans le cerveau mais il est également présent dans la corne dorsale de la 

moelle épinière, dans les ganglions rachidiens et les fibres périphériques de neurones sensitifs 

(Dun et al., 2003; Mi et al., 2009). Dans le modèle d’inflammation chronique induite par le 

CFA (adjuvant complet de Freund) l’expression (ARNm et protéines) de GPR54 et de la 
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kisspeptine sont augmentés (Mi et al., 2009). L’administration i.c.v. de kisspeptine produit de 

l’hyperalgésie et diminue l’efficacité analgésique de la morphine (Elhabazi et al., 2013). En 

injection intrathécale ou intraplantaire kisspeptine est également pronociceptive, et donne de 

l’hyperalgésie dans les deux phases du test de la formaline. De plus, kisspeptine augmente la 

phosphorylation de TRPV1 au niveau du site d’injection et de Erk1/2 dans la corne dorsale de 

la moelle épinière (Spampinato et al., 2011). Le système kisspeptine / GPR54 semble donc 

participer à la sensibilisation nociceptive périphérique dans un contexte inflammatoire. 

GPR103 est présent dans le cerveau, la corne dorsale de la moelle épinière mais également au 

niveau des ganglions rachidiens dans des fibres de taille moyenne et petite, compatible avec les 

fibres C impliquées dans la nociception (Chartrel et al., 2011; Yamamoto et al., 2011). 

L’injection i.t. ou i.c.v. de QRFP chez des animaux sains est reportée comme sans effet ou 

légèrement pronociceptive (Ayachi and Simonin, 2014) alors que dans des modèles de douleur 

inflammatoire ou neuropathique le QRFP a une action anti-allodynique (Yamamoto et al., 2008, 

2011). Ces observations suggèrent que le système QRFP / GPR103 n’est pas ou peu impliqué 

dans la nociception à l’état basal mais intervient dans les altérations de la nociception dues à 

une inflammation ou une atteinte neuropathique. 

NPFF1R est exprimé dans le cerveau et dans une moindre mesure dans la corne dorsale de la 

moelle épinière (Ayachi and Simonin, 2014; Bonini et al., 2000; Gouardères et al., 2004a). 

RFRP n’a pas d’action sur la nociception directement (Liu et al., 2001) ou un effet pronociceptif 

(Elhabazi et al., 2013) et diminue l’analgésie induite par la morphine (Fang et al., 2011; Liu et 

al., 2001). Dans la lignée cellulaire neuronale SH-SY5Y, l’activation de NPFF1R surexprimé 

inhibe la réponse au DAMGO de MOR endogène (Kersanté et al., 2006), ce qui confirme le 

caractère anti-opioïde de RFRP. 

NPFF2R est présent dans le cerveau, en particulier dans l’hypothalamus, et est abondant au 

niveau des couches superficielles de la corne dorsale de la moelle épinière (Gouardères et al., 

2002, 2004a, 2004b; Yang et al., 2008). Le rôle de NPFF dans la modulation de la nociception 

est dépendant du site d’injection, son administration i.c.v. lui confère une activité 

hyperalgésiante et il diminue l’analgésie de la morphine (Liu et al., 2001; Oberling et al., 1993), 

alors qu’en administration i.t. le NPFF est analgésique et potentialise l’action de la morphine 

(Gouardères et al., 1993, 1996). La co-administration de morphine avec le RF9, un antagoniste 

des récepteurs NPFF1R et NPFF2R, potentialise l’activité analgésique de la morphine. De plus, 

en cas de co-administration répétée de morphine et RF9, il n’y a pas de développement 
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d’hyperalgésie induite par les opiacés (HIO), la tolérance aux effets analgésiques de la 

morphine est retardée et le syndrome de sevrage opiacé est atténué de moitié par le RF9 

(Elhabazi et al., 2012; Simonin et al., 2006). De plus, l’administration de morphine chronique 

augmente les niveaux d’expression de NPFF dans le liquide céphalo-rachidien (Malin et al., 

1990). En effet, l’exposition de coupes de moelle épinière à différentes concentrations de 

morphine provoque la libération de NPFF de manière dose dépendante et biphasique avec un 

effet à partir de 10-12 M de morphine et un maximum 10-10 M de morphine (Devillers et al., 

1995). Le rôle de la morphine sur la libération de NPFF est retrouvé chez l’animal entier au 

niveau de l’hypothalamus, du cervelet, et plus fortement au niveau de la moelle épinière sur la 

partie thoraco-lombaire, avec une inhibition de la libération de NPFF la première heure, suivie 

d’une augmentation de la libération de NPFF sur les 12 heures suivantes (Stinus et al., 1995). 

Le système NPFF / NPFF2R est également activé lors d’une inflammation induite par la 

carragénine ou par le CFA (Lin et al., 2017; Nystedt et al., 2004; Vilim et al., 1999) mais pas 

dans des modèles de douleurs neuropathiques (Nystedt et al., 2004; Vilim et al., 1999). De plus, 

l’activation de NPFF2R par un agoniste dans une lignée de souris transgénique sur-exprimant 

ce récepteur induit la libération de substance P et de CGRP au niveau de la corne dorsale de la 

moelle épinière et des ganglions rachidiens (Lin et al., 2017). Dans l’ensemble, ces études 

caractérisent le système NPFF / NPFF2R comme un système pronociceptif et anti-opioïde, 

présent au niveau spinal et en supra-spinale, qui est activé lors d’une inflammation périphérique 

ou par la morphine (Ayachi and Simonin, 2014). 

2.2. Régulation du métabolisme énergétique  

Le métabolisme énergétique correspond à l’équilibre finement régulé entre des apports 

(consommation alimentaire), des dépenses (activité musculaire, métabolisme, thermogénèse) et 

un stockage (lipogenèse). Ces activités sont sous le contrôle neuroendocrinien de trois centres 

majeurs du métabolisme : le pancréas (insuline, glucagon), le tissu adipeux (leptine, 

adipolectine) et l’hypothalamus. 

GPR10 est exprimé dans le pancréas, l’estomac et l’hypothalamus (Quillet et al., 2016), et 

l’injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) de PrRP produit une diminution des apports 

alimentaires et du poids accompagnée d’une augmentation des dépenses énergétiques du tissu 

adipeux brun et d’une hyperthermie (Ellacott et al., 2003; Lawrence et al., 2000), et ces effets 

anorexiques ne sont plus présent dans des souris dont le gène codant pour GPR10 est désactivé 

(Bechtold and Luckman, 2006; Gu et al., 2004).  
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Bien que GPR54 soit retrouvé dans le pancréas, le foie, le tissu adipeux et l’hypothalamus, 

l’administration de kisspeptine n’a pas d’effet marqué sur le métabolisme (Quillet et al., 2016), 

mais allonge les intervalles entre les repas sans en changer la taille (Stengel et al., 2011). Au 

niveau du pancréas, kisspeptine n’a pas d’effet sur la sécrétion d’insuline à l’état basal mais 

augmente la libération d’insuline provoquée par le glucose (Bowe et al., 2009; Hauge-Evans et 

al., 2006; Wahab et al., 2011). 

GPR103 est présent au niveau, du tissu adipeux et de l’hypothalamus et le peptide QRFP est 

également retrouvé dans le pancréas (Primeaux et al., 2013). QRFP est un peptide orexigène 

dont l’administration augmente la prise d’aliments et la masse adipeuse (Chartrel et al., 2003; 

Moriya et al., 2006; do Rego et al., 2006). L’administration i.c.v. de 26RFa provoque la 

libération de neuropeptide Y dans l’hypothalamus ce qui diminue l’expression de POMC et la 

libération de -MSH ce qui diminue la prise alimentaire (Lectez et al., 2009). L’expression de 

QRFP/GPR103 est augmenté dans le tissu adipeux suite à un régime hypercalorique, et GPR103 

participe à la lipogenèse et à l’accumulation de triglycérides (Mulumba et al., 2010). 

NPFF1R est exprimé dans l’hypothalamus mais et à ce jour il n’a pas été détecté dans les autres 

structures impliquées dans le métabolisme (Quillet et al., 2016). Pour autant, ce récepteur est 

impliqué dans l’homéostasie énergétique, l’administration i.c.v. de RFRP augmente la prise 

alimentaire (Clarke et al., 2012; Johnson and Fraley, 2008; Johnson et al., 2007) et provoque 

de l’hypothermie (Quelven et al., 2005). Les fibres RFRP des noyaux dorso-médians de 

l’hypothalamus sont impliquées dans le comportement d’anticipation de la prise alimentaire 

(Acosta-Galvan et al., 2011), et les souris n’exprimant plus NPFF1R sont plus vulnérables au 

jeûne, en cohérence avec l’action orexigène du RFRP (León et al., 2014).  

NPFF2R est exprimé dans l’hypothalamus et le tissu adipeux ainsi que dans le foie et l’estomac 

en quantité plus modérée (Bonini et al., 2000; Elshourbagy et al., 2000). A l’inverse du RFRP, 

l’administration i.c.v. de NPFF produit une diminution de la prise alimentaire (Bechtold and 

Luckman, 2006; Sunter et al., 2001) et une hyperthermie (Moulédous et al., 2010; Quelven et 

al., 2005). De plus, le NPFF est capable de bloquer l’effet orexigène des opioïdes (Nicklous 

and Simansky, 2003). Dans le tissu adipeux, le NPFF inhibe la lipolyse provoquée par les 

catécholamines (Dahlman et al., 2007; van Harmelen et al., 2010). NPFF2R est exprimé par les 

macrophage du tissu adipeux (ATM) et son activation conduit à la différenciation de ces 

macrophage en type M2 anti-inflammatoire qui est associé au maintien d’un tissu adipeux sain, 

alors que lors d’un syndrome métabolique NPPF et NPFF2R sont diminués (Waqas et al., 2017). 
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2.3. Le contrôle de la reproduction 

Le contrôle des fonctions reproductrices est assuré chez les mammifères par l’axe hypothalamo-

hypophysaire avec des rétrocontrôles négatifs stéroïdiens effectués par les organes 

périphériques. Le mécanisme centrale de régulation formé d’une sécrétion pulsatile d’hormone 

de libération gonadotrope (GnRH) par l’hypothalamus qui stimule la libération des hormones 

folliculo-stimulante (FSH) et lutéinisante (LH) par l’hypophyse. La LH et la FSH vont 

permettre le bon développement et le bon fonctionnement des organes génitaux. Les peptides 

RF-amide interviennent dans la modulation de cette boucle hormonale, avec la kisspeptine : 

GPR54 qui est un modulateur positif essentiel au fonctionnement de cet axe, RFRP / NPFF1R 

qui semble jouer un rôle plus subtile de modulateur négatif, et quelques publications suggèrent 

que PrRP / GPR10 et QRFP / GPR103 pourraient également intervenir (Quillet et al., 2016).  

GPR10 est présent dans l’hypothalamus, et colocalise avec la GnRH à ce niveau (Feng et al., 

2007), et PrRP semble être exprimé dans le testicule chez le rat (Nieminen et al., 2000). Chez 

des rats femelles ayant subies une ovariectomie, l’œstrogène et la progestérone augmentent les 

niveaux de PrRP dans l’hypothalamus (Kataoka et al., 2001). L’injection de PrRP en i.c.v. 

provoque une augmentation de la concentration plasmatique de LH et FSH (Seal et al., 2000). 

Au niveau de l’hypothalamus, il semble que la libération de PrRP précède celle de GnRH, qui 

est suivie de la libération de LH et FSH par l’hypophyse (Watanobe, 2001). Cependant, des 

investigations plus poussée sont nécessaires pour comprendre dans quelles conditions 

physiologiques et par quel stimulus le système PrRP – GPR10 est amené à jouer un rôle sur la 

libération de GnRH. 

Le rôle de GPR54 et de kisspeptine dans la reproduction a été révélé par l’identification de 

mutations inactivantes de GPR54 dans l’hypogonadisme hypogonadotropique idiopathique (de 

Roux et al., 2003), et l’inactivation du gène codant pour GPR54 chez la souris les rend stériles 

avec un hypogonadisme (Seminara et al., 2004). Ces observations ont suscité un grand intérêt 

pour GPR54 et de très nombreux travaux ont étudié son rôle dans la reproduction, et sont décrit 

dans la revue (Quillet et al., 2016). La kisspeptine est capable de directement activer les 

neurones à GnRH et de provoquer la libération de GnRH, qui à son tour provoque la libération 

de LH et FSH (Han et al., 2005), et GPR54 est un acteur nécessaire de la puberté (Teles et al., 

2008). GPR54 est impliqué dans une boucle de rétrocontrôle positive initiée par l’œstrogène, 

kisspeptine s’oppose au rétrocontrôle GABAergique négatif sur les neurones GnRH (Adachi et 
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al., 2007). De plus, le système kisspeptine – GPR54 serait également actif, avec une action de 

régulation positive dans les organes périphériques (Hsu et al., 2014; Saadeldin et al., 2012).  

GPR103 est exprimé dans l’hypothalamus, l’hypophyse et dans le testicule (Fukusumi et al., 

2003; Navarro et al., 2006; Takayasu et al., 2006). L’administration de QRFP chez la femelle 

induit une libération dose dépendante de LH ainsi que de FSH à forte concentration, et ce par 

l’intermédiaire de la GnRH (Navarro et al., 2006; Patel et al., 2008).  

NPFF1R est exprimé dans l’hypothalamus, où les fibres RFRP sont en contact avec les 

neurones GnRH de l’aire pré-optique et avec des neurones à kisspeptine (Clarke et al., 2008; 

Rizwan et al., 2012). NPFF1R est également exprimé dans les gonades mâles (Ubuka et al., 

2014). RFRP a un rôle inhibiteur sur l’axe gonadotrophique et diminue la libération de LH 

induite par la GnRH (Kriegsfeld et al., 2006; León et al., 2014). L’œstrogène effectue un 

rétrocontrôle positif au moment du pic de LH préovulatoire en levant l’inhibition du RFRP sur 

la GnRH (Molnár et al., 2011). Le RFRP joue également un rôle inhibiteur sur les gonades 

mâles et diminue la production d’hormones stéroïdes à ce niveau (Anjum et al., 2014). 

NPFF2R ne semble pas impliqué dans la régulation de la reproduction (Quillet et al., 2016). 

2.4.  Rôle dans le système cardiovasculaire 

Le peptide PrRP augmente la pression artérielle en stimulant le tonus sympathique (Horiuchi 

et al., 2002; Samson et al., 2000) en agissant dans le noyau paraventriculaire de l’hypothalamus 

(PVN) en stimulant les neurones de l’hormone de libération de la cortisone (CRH) (Yamada et 

al., 2009). De plus, PrRP pourrait augmenter la contractilité myocardique (effet inotrope 

positive) (Kónyi et al., 2010). Chez l’homme un polymorphisme de son récepteur GPR10, qui 

diminue son l’activité, a été associé avec une diminution de la pression artérielle (Bhattacharyya 

et al., 2003; Franks et al., 2004) confirmant le rôle hypertenseur de ce système. Cependant cette 

observation chez l’homme est en apparente contradiction avec une étude réalisée dans des rats 

n’exprimant plus le récepteur GPR10 et qui montre que l’effet cardiovasculaire de PrRP est 

indépendant de son récepteur mais est bloqué par le RF9, antagoniste des récepteurs NPFF1R 

et NPFF2R (Ma et al., 2009), en accord avec la bonne affinité de PrRP pour NPFF2R (Engström 

et al., 2003). Ce résultats suggèrent que cet effet du PrRP pourrait être dus au récepteur du 

NPFF et non pas GPR10. 
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 Le système kisspeptine – GPR54 est présent au niveau de l’endothélium artériel, dans le 

placenta, le cordon ombilical, les plaquettes et les cellules myocardiaques (Maguire et al., 2011; 

Mead et al., 2007; Mezei et al., 2015; Ramaesh et al., 2010). La kisspeptine a une activité 

inotrope positive (Maguire et al., 2011), vasoconstrictrice (Mead et al., 2007) et inhibe 

l’angiogénèse (Ramaesh et al., 2010; Sato et al., 2017). En effet, kisspeptine inhibe la migration 

et la prolifération des cellules endothéliales (Ramaesh et al., 2010), provoque la sénescence de 

ces cellules, et ralentit ainsi la récupération cardiaque à la suite d’une ischémie (Usui et al., 

2014). Les souris traitées avec de la kisspeptine développe une fibrose cardiaque avec une 

atteinte mitochondriale des myocytes (Zhang et al., 2017). De plus, kisspeptine semble jouer 

un rôle délétère dans l’athérosclérose : la kisspeptine favorise le développement des plaques 

d’athérome en stimulant la production de dérivés de l’acide arachidonique pro-inflammatoires 

par les plaquettes et l’endothélium (Mezei et al., 2015), en inhibant l’action de l’angiotensine 

II sur le développement de l’endothélium, et en stimulant l’infiltration de monocytes (Sato et 

al., 2017). 

Il existe peu d’informations sur le rôle de QRFP / GPR103 dans le système cardiovasculaire. 

Comme les autres peptides RF-amide, QRFP augmenterait la pression artérielle et la fréquence 

cardiaque en augmentant le tonus sympathique (Fang et al., 2009; Takayasu et al., 2006). 

L’administration de NPFF provoque une augmentation de la pression artérielle et du rythme 

cardiaque (Allard et al., 1995; Jhamandas and Goncharuk, 2013; Roth et al., 1987) en stimulant 

le tonus sympathique. En effet, l’action du NPFF sur la pression artérielle et la fonction 

cardiaque sont bloqués respectivement par des antagonistes 1 adrénergiques et des -bloquants 

(Allard et al., 1995). De plus, le NPFF diminue la libération de vasopressine consécutive à une 

hypovolémie (Arima et al., 1996). L’action du NPFF sur le système cardiovasculaire passe par 

des mécanismes centraux, en effet le NPFF augmente l’excitabilité des neurones 

parvocellulaires du PVN en atténuant la signalisation gabaergique (Jhamandas and MacTavish, 

2003; Jhamandas et al., 2007). De plus, les patients souffrant d’une hypertension montrent des 

niveaux d’expression du NPFF fortement diminués dans diverses structures de l’hypothalamus 

(Jhamandas and Goncharuk, 2013). 

Il existe peu d’informations sur l’implication de RFRP dans le système cardiovasculaire, RFRP 

aurait une action inhibitrice sur l’activité cardiaque, bien qu’il soit difficile de déterminer si 

cette action passe par le récepteur NPFF1R ou NPFF2R (Nichols et al., 2010, 2012). 
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Première partie 

Etude de l’interaction fonctionnelle entre les 

récepteurs à peptide RF-amide 
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I. Stratégie d’étude, objectifs 

L’étude des interactions fonctionnelles entre les récepteurs à peptide RF-amide se base sur des 

observations faites in vitro sur des modèles cellulaires et in vivo chez la souris, qui sous-tendent 

la possibilité d’interactions entre les récepteurs à peptide RF-amide dans la modulation de la 

nociception et de la douleur. Les travaux engagés visent à tester l’hypothèse d’interaction 

fonctionnelle par signalisation intracellulaire croisée et/ou par hétérodimérisation. 

1. Contexte 

Le système des peptides RF-amide est composé de 5 récepteurs, GPR10, GPR54, GPR103, 

NPFF1R et NPFF2R, chacun de ces récepteurs étant impliqué dans la modulation de la douleur. 

Dans leur ensemble, les peptides RF-amide sont pronociceptifs et contrecarrent l’action 

analgésique de la morphine (Ayachi and Simonin, 2014). Cependant la participation spécifique 

de chacun des 5 récepteurs RF-amide dans la modulation de la douleur reste à définir. 

L’une des premières difficultés pour distinguer le rôle de chaque récepteur est le manque de 

sélectivité des récepteurs NPFF1R et NPFF2R pour l’ensemble des peptides RF-amide. En effet, 

alors que les récepteurs GPR10, GPR54 et GPR103 montrent une forte sélectivité d’affinité 

pour leur agoniste endogène (PrRP, kisseptine et QRFP respectivement), NPFF1R et NPFF2R 

lient et sont activés par tous les peptides RF-amide endogènes (Figure 12).  

Figure 12 : Profil de l’affinité de liaison des peptides RF-amide pour les récepteurs GPR10, GPR54, 

GPR103, NPFF1R et NPFF2R (exprimée comme le négatif du logarithme du Ki), selon (Elhabazi et al., 2013). 

Pour différencier l’action des peptides PrRP, Kp et QRFP sur leur propre récepteur de celle sur 

les récepteurs NPFF1R et NPFF2R, il existe un antagoniste sélectif de ces derniers, RF9 

(Simonin et al., 2006). La co-administration de RF9 avec l’agoniste endogène de chaque 

récepteur RF-amide (PrRP20, Kp10, 26RFa, RFRP3 et NPFF) a montré que cet antagoniste est 

capable de bloquer les effets pronociceptifs et anti-opioïdes de chacun des peptides RF-amide 
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(Elhabazi et al., 2013). Ce résultat suggère que la composante nociceptive des peptides RF-

amide est le résultat de leur liaison aux récepteurs NPFF1-2R, et non pas aux récepteurs GPR10, 

GPR54 ou GPR103. Cependant, l’étude de souris KO pour le récepteur GPR10 a montré qu’en 

l’absence de ce récepteur, PrRP perd ses propriétés pronociceptive et anti-opioïde, ce qui laisse 

penser que ce peptide nécessite l’activation des récepteurs GPR10 et NPFF1-2R dans la 

modulation de la douleur (Laurent et al., 2005). Plus étonnant, en l’absence du récepteur 

GPR10, le NPFF perd son action anti-opioïde alors que ce peptide est dépourvu d’affinité pour 

ce récepteur (Laurent et al., 2005). L’étude de souris KO-GPR10 dévoile un nouveau degré de 

complexité dans la modulation de la douleur par les peptides RF-amide : les systèmes PrRP - 

GPR10 et NPFF - NPFF1-2R sont interdépendants par le biais de mécanismes que les 

connaissances pharmacologiques actuelles n’arrivent pas à expliquer. 

De manière similaire, des interactions ont été observées dans notre laboratoire entre les 

récepteurs GPR103 et NPFF1R dans la modulation de la douleur. Le peptide QRFP, agoniste 

du récepteur GPR103 pouvant également lier NPFF1R, et RFRP, agoniste du récepteur 

NPFF1R, sont pronociceptifs et leur administration i.c.v. provoque une hyperalgésie transitoire. 

Dans les souris KO pour le récepteur NPFF1R, ni RFRP ni QRFP ne sont hyperalgésiants, ce 

qui suggère que l’action pronociceptive de QRFP implique l’activation des récepteurs NPFF1R 

mais pas celle des récepteurs GPR103. Or, dans les souris KO pour le récepteur GPR103, 

l’administration de QFRP ne provoque plus d’hyperalgésie, il semble donc que les récepteurs 

GPR103 et NPFF1R soient nécessaires à l’action de QRFP. De même, dans les souris KO pour 

le récepteur GPR103, le RFRP n’a plus d’effet pronociceptif. A l’image de ce qui existe entre 

les récepteurs GPR10 et NPFF2R, ces données décrivent une interdépendance entre les 

récepteurs GPR103 et NPFF1R qui n’est pas expliquée par les propriétés pharmacologiques in 

vitro de ces systèmes en l’état actuel des connaissances. 

2. Hypothèses de travail et stratégie d’étude 

Il ressort de la littérature et des résultats discutés ci-dessus que le décryptage des fonctions 

propres à chaque récepteur à peptide RF-amide dans la modulation de la douleur s’avère 

complexe. Cela justifie, en plus des approches de blocage génétique (souris KO pour les 

différents récepteurs à peptide RF-amide) et pharmacologique (antagonistes sélectifs de chaque 

récepteur), de réaliser des études transverses permettant d’évaluer plusieurs hypothèses (Figure 

13) : 
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- Hypothèse 1 : les peptides RF-amide modulent tous la nociception via l’activation des 

récepteurs NPFF1-2R. Toutefois, l’étude des souris KO-GPR10 et KO-GPR103 ne 

soutient pas cette hypothèse. 

- Hypothèse 2 : les récepteurs RF-amide fonctionnent en réseau « continu ». Les peptides 

endogènes agissent tous sur leur récepteur prototype mais les récepteurs GPR10, GPR54 

et GPR103 se situent en aval (et donc sous le contrôle) des récepteurs NPFF1-2R. L’effet 

du RF9, antagoniste NPFF1-2R et capable de bloquer l’action du 26RFa in vivo est 

cohérent avec cette hypothèse, mais pas l’étude des souris KO-GPR103 dans lesquelles 

RFRP n’a plus d’effet. 

- Hypothèse 3 : les récepteurs RF-amide fonctionnent en réseau « parallèle ». Les 

peptides agissent sur leur récepteur propre présent sur des neurones présynaptiques 

différents, mais l’effet combiné de ces neurones est nécessaire pour activer (ou inhiber) 

le neurone postsynaptique. 

- Hypothèse 4 : Les récepteurs RF-amide sont co-exprimés dans les mêmes cellules : par 

exemple GPR10/NPFF2R ou GPR103/NPFF1R sont co-exprimés à la surface d’une 

même cellule et leur interaction fonctionnelle permet la modulation de la nociception. 

Des interactions fonctionnelles entre récepteurs co-exprimés dans une même cellule 

peuvent découler d’une interaction physique entre récepteurs (hétérodimère) ou de 

connexions dans la cascade de signalisation intracellulaire (Kamal and Jockers, 2011; 

Prezeau et al., 2010). 
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Figure 13 : Les différentes hypothèses de recherche sur la modulation de la douleur par les récepteurs à peptide 

RF-amide, avec l’exemple de GPR103 et NPFF1R. 

Dans le cadre de cette thèse, nous avons entrepris de tester cette dernière hypothèse en faisant 

exprimer les récepteurs RF-amide par paire dans des modèles cellulaires. Afin de restreindre 

notre champ d’étude, nous avons étudié des couples de récepteurs qui impliquaient un récepteur 

couplé à une protéine Gi/o (NPFF1R ou NPFF2R) et un récepteur couplé à une protéine Gq 

(GPR10, GPR54 ou GPR103). Pour évaluer la possibilité de connexions dans la cascade de 

signalisation intracellulaire la réponse Gq a été mesurée par l’augmentation de Ca2+ 

intracellulaire, et la réponse Gi/o par la diminution de production d’AMPc par l’adénylate 

cyclase. Pour évaluer la possibilité d’interaction physique entre les récepteurs, des fluorophores 

ont été fusionnés à l’extrémité amino-terminale des récepteurs et le rapprochement a été observé 

par transfert d’énergie (FRET) entre les fluorophores. 

Cette étude a été réalisée en deux temps : 

- la mise au point d’une méthode de mesure de la réponse Gi/o en utilisant le GloSensor 

- le développement et la caractérisation de récepteurs fluorescents exprimés seuls ou par 

paire 

  



 60 

II. Mise au point de la mesure de la réponse Gi/o  

1. Introduction 

1.1. Une sonde luminescente pour mesurer la quantité d’AMPc en cellules 

vivantes 

Pour mesurer la réponse Gi/o des récepteurs NPFF1R et NPFF2R, nous avons choisi d’utiliser le 

système GloSensor (Proméga). Ce test est basé sur l’utilisation de la luciférase de luciole 

(« Firefly luciferase », Photinus pyralis), enzyme qui catalyse l’oxydation du substrat luciférine 

en oxyluciférine avec émission de lumière. Sur le plan structural, la luciférase de luciole 

contient deux modules connectés par une région charnière, qui se replient sur eux-mêmes suite 

à la liaison du substrat. Dans le cas du GloSensor développé par Proméga (Fan et al., 2008) 

(Figure 14), 5 résidus de la région charnière de la luciférase ont été remplacés par une séquence 

de 440 résidus correspondant au domaine de liaison de l’AMPc de la sous-unité régulatrice II 

de la protéine kinase A (PKA) (Fan et al., 2008). L’activité luminescente de cette luciférase 

modifiée est modulée allostériquement par la conformation du domaine régulateur : la liaison 

d’AMPc libère la contrainte stérique, permet le repliement fonctionnel des deux modules de la 

luciférase et l’émission de lumière. En présence d’un excès de luciférine, l’intensité de 

luminescence est proportionnelle à la concentration en AMPc intracellulaire. 

 

Figure 14 : Fonctionnement du GloSensor (Fan et al., 2008). Une sous-unité régulatrice de la PKA est insérée 

dans la luciférase et régule son activité (luminescence) de manière allostérique sous la dépendance de l’AMPc. 

Conformation inactive (A) et active (B) de la luciférase dite Glosensor. 
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1.2. Différentes conditions expérimentales pour mesurer une activité Gi/o en 

cellule 

Le niveau basal de production d’AMPc est faible, ce qui rend difficile une visualisation de 

l’activation de la protéine Gi/o, qui va inhiber cette production d’AMPc. Deux techniques sont 

utilisées dans la littérature pour augmenter la production basale d’AMPc intracellulaire, l’une 

artificielle et l’autre plus physiologique. La forskoline est un activateur direct des adénylate 

cyclases et augmente de manière dose-dépendante la production d’AMPc, permettant ainsi 

d’augmenter le rapport signal / bruit pour observer l’activité de la protéine Gi/o. Il est également 

possible de mimer l’activation physiologique des AC en utilisant un agoniste capable de se lier 

à un récepteur membranaire pour activer une protéine Gs qui va stimuler les AC (Wang et al., 

2011). L’AMPc est un signal intracellulaire transitoire qui est rapidement dégradé par les 

phosphodiestérases (PDE). Toujours dans le but d’augmenter le niveau d’AMPc dans la cellule, 

des inhibiteurs de PDE comme le 3-isobutyl-1-méthylxanthine (IBMX) peuvent être utilisés 

pour stabiliser le signal (Hill et al., 2010). Ces outils, bien que nécessaires pour mesurer 

l’activité de récepteurs couplés à la protéine Gi/o, apportent un biais dans l’évaluation de 

l’activité des récepteurs. En effet, plus la stimulation des AC sera forte, et plus il sera difficile 

pour la protéine Gi/o de l’inhiber (Nordemann et al., 2013), avec le risque de sous-estimer 

l’activité du ligand testé. De même, l’inhibition des PDE amplifie le signal AMPc et potentialise 

de manière artificielle la réponse Gs, ce qui peut conduire à surestimer la réponse mesurée. Dans 

cette logique, une étude récente a montré que le système de mesure de l’AMPc GloSensor était 

suffisamment sensible pour mesurer des variations de niveau d’AMPc basal correspondant à 

l’activation d’un récepteur couplé Gi/o sans avoir à amplifier le signal (Gilissen et al., 2015). 

Nous avons donc réalisé une étude sur l’utilité et l’influence de la forskoline et de l’IBMX dans 

la mesure de l’activité du récepteur NPFF1R préférentiellement couplés à Gi/o.  

2. Matériel et méthodes 

2.1. Matériel 

Les cellules HEK293 exprimant de manière stable le GloSensorTM cAMP (plasmide 20F ; 

Promega, Madison, USA), dénommées HEK-Glo, nous ont été données par le Dr Julien Hanson 

(ULB, Liège, Belgique). 

Les milieux DMEM (glucose 4,5g/L) et le mélange Trypsine 0,05%/EDTA 0,02% (w/v) ont 

été achetés chez Gibco (Fischer Scientific, Illkirch, France). 
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La BSA, la forskoline et l’IBMX proviennent de Sigma-Aldrich (St Quentin, Fallavier, France), 

l’isoprotérénol chez Tocris (Lille, France) et la D-luciférine de Synchem OHG (Felsberg-

Altenberg, Allemagne). Le peptide RFRP3 vient de Tebu Bio (Le Perray en Yvelines, France). 

2.2. Mesure de l’AMPc sur des cellules HEK-Glo 

2.2.1. Charge des cellules et préparation des composés 

Les cellules adhérentes HEK-Glo exprimant de manière stable Flag-hNPFF1R sont récoltées à 

l’aide de trypsine/EDTA, mises en suspension dans le tampon Hepes/BSA (10 mM Hepes, 0,4 

mM NaH2PO4, 137,5 mM NaCl, 1,25 mM MgCl2, 1,25 mM CaCl2, 6 mM KCL, 10 mM 

glucose, BSA 1g/L, pH 7,4), puis comptées et centrifugées (1 000 rpm, 5 min). Le culot 

cellulaire est repris dans du tampon Hepes/BSA contenant de la D-luciférine 1mM pour obtenir 

une densité finale de 106 cellules/mL. Les cellules HEK-Glo en suspension sont distribuées en 

plaque 96-puits à fond blanc (Greiner ref 655075), à raison de 105 cellules par 100l par puits 

et incubées dans le tampon Hepes/BSA en présence de luciférine 1 mM pendant 2 h à 25 °C (à 

l’abri de la lumière).  

Les composés à tester sont dilués dans du tampon Hepes/BSA contenant de la luciférine 1 mM 

puis distribués en plaque 96-puits (Greiner ref 651201) selon le plan de l’expérience. Les 

solutions d’agonistes contiennent de l’IBMX à la concentration indiquée. 

2.2.2. Mesure de la luminescence et normalisations 

La mesure de luminescence se fait à 25°C en mode cinétique (temps d’intégration de 1 s) avec 

lecture par le haut sur un lecteur de plaque FlexStation III (Molecular Devices, Sunnyvale, 

USA). La mesure se décompose en 3 phases successives (sauf indication contraire) :  

1) la luminescence basale est mesurée sur l’ensemble de la plaque durant 10 min, ce qui permet 

de contrôler l’homogénéité de la charge des cellules en luciférine et la stabilité du signal,  

2) l’ajout automatisé des agonistes dans tous les puits, suivi d’une mesure cinétique de la 

luminescence pendant 15 min, et  

3) l’ajout de forskoline dans tous les puits, suivi d’une mesure cinétique de la luminescence 

pendant 70 - 90 min.  

Pour analyser la réponse AMPc de la forskoline et de l’isoprotérénol, la moyenne de 

luminescence au maximum de réponse est calculée sur 4 points et ramenée en pourcentage de 

la valeur maximale obtenue sur l’ensemble des conditions testées. 
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Pour analyser la réponse AMPc du RFRP3, la moyenne de luminescence au maximum de 

réponse est calculée sur 4 points et ramenée en pourcentage de la valeur obtenue en absence de 

RFRP3 pour chaque condition de forskoline et d’IBMX donnée.  

Les valeurs ainsi obtenues sont représentées en fonction de la concentration de l’agoniste et les 

courbes dose-réponse sont analysées par régression non linéaire selon un modèle d’effet-dose 

sigmoïdale à pente variable en utilisant le logiciel Prism 4.0 (Synergy Software, Reading, PA, 

USA). L’effet de l’IBMX sur les réponses forskoline et l’isoprotérénol est représenté par 

log(A/A’) le logarithme du rapport des EC50 obtenues en présence d’IBMX (A) et en absence 

d’IBMX (A’) en fonction des concentrations d’IBMX. La relation effet-dose est analysée par 

régression linéaire selon un modèle polynomial de premier ordre (Prism 4.0). 

3. Résultats 

3.1. Potentialisation de la réponse AMPc à la forskoline et à l’isoprotérénol par 

l’IBMX 

Afin d’évaluer la sensibilité du système GloSensor, nous avons mesuré la cinétique de 

production d’AMPc par l’adénylate cyclase stimulée soit directement par la forskoline, soit 

indirectement par la liaison de l’isoprotérénol au récepteur 2 adrénergique et l’activation 

consécutive de la protéine Gs. Dans des cellules HEK exprimant de manière stable le système 

GloSensor (HEK-Glo), la forskoline induit la production d’AMPc avec une EC50 de 4,66 µM 

(Figure 15A, Tableau 5). Pour évaluer l’influence de l’IBMX sur la réponse de la forskoline, 

des courbes dose-réponses de forskoline ont été réalisées en présence de différentes 

concentrations d’IBMX. Cet inhibiteur non spécifique des phosphodiestérases est fréquemment 

utilisé pour stabiliser le signal AMPc à des concentrations comprises entre 0,1 à 1 mM (Hill et 

al., 2010; Multispan). La présence d’IBMX potentialise la réponse de la forskoline de manière 

dose-dépendante et améliore son EC50 mais ne modifie pas son amplitude de réponse. L’effet 

maximum est atteint à partir de 0,3 mM d’IBMX ; l’augmentation à 1 mM d’IBMX ne change 

pas l’EC50 mais provoque un décalage de la cinétique de production d’AMPc d’environ 20 

minutes (Figure 15B). Il semble donc qu’à forte concentration, l’IBMX ai un effet contre-

productif en ralentissant la production d’AMPc.  

Pour confirmer cette observation, une expérience similaire a été réalisée en induisant la 

production d’AMPc via l’activation d’un récepteur couplé à une protéine Gs. Comme le 

récepteur 2 adrénergique, couplé à Gs, est présent de manière constitutive dans les cellules 
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HEK293 (Atwood et al., 2011), nous avons réalisé des courbes effet-doses d’isoprotérénol en 

présence de concentration variable d’IBMX (Figure 15C, D). En absence d’IBMX, 

l’isoprotérénol induit une réponse AMPc avec une EC50 de 10 nM avec un signal maximum de 

5 600 r.l.u (Figure 15C et Tableau 5). La présence d’IBMX augmente l’amplitude de la réponse 

et l’EC50 de l’isoprotérénol de manière dose-dépendante jusqu’à 0,3 mM d’IBMX. Comme 

observé avec la forskoline, l’IBMX à fortes concentrations ralentit la cinétique de production 

d’AMPc (Figure 15D). 

Afin d’évaluer la relation entre la concentration en IBMX et l’EC50 de la forskoline ou 

l’isoprotérénol, nous avons calculé un coefficient de potentialisation des réponse AMPc 

correspondant au log du rapport des EC50 obtenues en absence (A) et en présence (A’) d’IBMX 

(Figure15E) ; une valeur de 1 indiquant une EC50 (A’) 10 fois plus petite qu’en condition (A). 

La représentation graphique de ce rapport en fonction de la concentration en IBMX montre une 

relation de proportionnalité linéaire pour des concentrations égales ou inférieures à 0,1 mM 

d’IBMX, modélisée par une régression linéaire de ces points. Le coefficient de proportionnalité, 

estimé par la pente de cette régression linéaire, est plus élevé pour la forskoline (0,78) que pour 

l’isoprotérénol (0,33). On peut donc en conclure que l’IBMX potentialise plus fortement la 

réponse AMPc à la forskoline que celle de l’isoprotérénol, avec une saturation du phénomène 

au delà de 0,1 mM d’IBMX, voire même un effet délétère au-delà de 0,3 mM. 

3.2. Effet de l’IBMX sur le seuil basal d’AMPc et sur l’activité de NPFF1R 

Une étude précédente a montré avec le récepteur au succinate que le système GloSensor est 

suffisamment sensible pour détecter l’activation d’un récepteur couplé Gi/o en absence de 

forskoline, c’est à dire qu’il permet de visualiser une diminution de la faible activité basale des 

AC (Gilissen et al., 2015). Nous avons pu confirmer avec NPFF1R qu’une dose-réponse de 

RFRP3 est détectable et quantifiable même en absence de forskoline, et qu’il est possible de 

déterminer une EC50 reproductible dans ces conditions (Figures 16A et 16B, Tableau 6).  

L’inhibition des PDE par l’IBMX augmente de manière dose-dépendante le niveau basal 

d’AMPc avec un effet moindre et une cinétique altérée pour la concentration de 1 mM en IBMX 

(Figure 16C). Le blocage de la dégradation de l’AMPc amplifie la sensibilité et augmente 

l’amplitude de réponse de NPFF1R au RFRP3 et permet un meilleur signal (Figure 16D, 

Tableau 6). 
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3.3. Effets de la forskoline sur l’activité de NPFF1R, seul ou en présence 

d’IBMX 

L’activité d’un récepteur couplé Gi/o est habituellement révélée par la stimulation des AC par 

la forskoline. Pour déterminer si les conditions de forskoline peuvent influer sur la 

détermination de l’EC50 d’un agoniste Gi/o, des dose-réponses de RFRP3 ont été réalisées en 

présence de différentes concentrations de forskoline. Pour des concentrations comprises entre 

0,5 µM et 5 µM, la forskoline ne semble pas modifier l’activité apparente de NPFF1R (Figures 

17A et 17B).  

Cependant, en présence de 0,1 mM d’IBMX, des concentrations croissantes de forskoline 

diminuent l’amplitude de réponse et la puissance du RFRP3 (Figures 17C et 17D). Pour 

confirmer l’implication de l’IBMX, nous avons évalué la réponse du RFRP3 en présence d’une 

concentration fixe de forskoline et en faisant varier les concentrations d’IBMX. Alors qu’en 

absence de forskoline, l’IBMX améliore la sensibilité de mesure de la réponse de NPFF1R au 

RFRP3 (Figure 16), en présence de forskoline (0,5 µM) l’IBMX diminue la puissance apparente 

et l’amplitude de réponse du RFRP3 (Figures 17E et 17F). Il semble donc que si l’utilisation de 

forskoline ou d’IBMX seuls ne modifie pas, voire améliore la sensibilité de détection de la 

réponse Gi/o, l’utilisation conjointe de ces deux outils diminue de manière dose-dépendante 

l’amplitude de réponse et l’EC50 du NPFF1R au RFRP3. 

3.4. Temps d’incubation du RFRP3 et de l’IBMX 

Dans les essais décrits jusqu’à présent, le RFRP3 est pré-incubé 15 min avant l’ajout de 

forskoline. Dans une démarche d’optimisation de cette technique de mesure de l’activité de 

NPFF1R, plusieurs temps d’incubation de RFRP3 ont été testés (Figures 18A, 18B et 18C). En 

cas d’ajout simultané de RFRP3 avec la forskoline, le RFRP3 n’atteint pas son effet maximum 

et ce même au bout de 70 min (Figure 18A), alors qu’après 15 min de pré-incubation, l’effet du 

RFRP3 est stable dans le temps (Figure 18B). L’incubation prolongée à 25 min de RFRP3 se 

traduit par une pente de la courbe dose-réponse qui s’accentue et s’éloigne du rapport de 

proportionnalité de -1,0 (Figure 18C). Une pré-incubation de 15 min est donc considérée 

comme la plus adéquate pour mesurer l’effet-dose du RFRP3 sur NPFF1R.  

De même, plusieurs temps d’incubation ont été testés pour l’IBMX. A des concentrations de 

0,1 mM (Figure 18D) et 0,5 mM (Figure 18E), l’IBMX est ajouté soit :  

- en même temps que la forskoline (15 min après le RFRP3), 
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- 15 min avant la forskoline (en même temps que le RFRP3), 

- 25 min avant la forskoline (10 min avant le RFRP3). 

Une réponse au RFRP3 de plus grande amplitude est observée lorsque l’IBMX est pré-incubé 

avant la forskoline, avec un effet maximal obtenu après 15min d’incubation pour 0,1 mM 

(Figure 18D) et après 25 min pour 0,5 mM d’IBMX (Figure 18E).  

4. Discussion 

Dans ce travail nous avons pu étudier le système GloSensor comme outil de mesure en cinétique 

de l’AMPc intracellulaire et confirmer que la sensibilité de cet outil permet de mesurer 

l’inhibition des AC par la protéine Gi/o suite à l’activation de NPFF1R par le RFRP3. Nous 

avons montré que l’inhibition des phosphodiestérases par l’IBMX augmente de manière dose-

dépendant le signal AMPc basal et potentialise les réponses AMPc de la forskoline et de 

l’isoprotérénol. Alors que décrit comme inhibiteur compétitif des PDE (Beavo, 1995), nous 

avons pu observer que l’IBMX, à forte concentration (1 mM), ralentit la formation d’AMPc. 

Nous avons également pu montrer que la forskoline et l’IBMX utilisés conjointement diminuent 

la sensibilité de mesure de la réponse Gi/o du NPFF1R, ce qui n’est pas le cas s’ils sont utilisés 

séparément. 

4.1. Saturation du signal AMPc mesuré 

Dans les cellules HEK-Glo utilisées, la forskoline active la production d’AMPc avec une EC50 

d’environ 5 µM, en accord avec les valeurs de 5- 10 µM décrites dans la littérature (DiRaddo 

et al., 2014; Seamon and Daly, 1981). L’inhibition des PDE par l’IBMX empêche la 

dégradation de l’AMPc, ce qui augmente le signal induit par la forskoline. Cette amplification 

du signal se traduit par un déplacement vers la gauche de la courbe effet-dose de la forskoline, 

sans modifier son amplitude de réponse. A la différence de la forskoline, la présence d’IBMX 

déplace vers la gauche la courbe effet-dose de l’isoprotérénol en augmentant son amplitude de 

réponse de manière dose-dépendante, jusqu’à un maximum d’amplification obtenu pour la 

concentration de 0,3 mM d’IBMX. L’IBMX est un inhibiteur des phosphodiestérases, et entre 

en compétition avec l’AMPc pour se lier sur le site actif de ces PDE, ce qui explique que 

l’IBMX augmente de manière dose dépendante l’amplitude de la réponse de l’isoprotérénol 

(Hill et al., 2010). L’absence d’effet sur l’amplitude de réponse de la forskoline peut s’expliquer 

par un « effet plafond», la forskoline sans IBMX ayant une amplitude de signal similaire à celle 

de l’isoprotérénol avec 0,3 mM d’IBMX. La stimulation par la forskoline de l’adénylate cyclase 

conduit à des niveaux d’AMPc intracellulaires si élevés que les concentrations d’IBMX 
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utilisées pourraient ne pas être suffisantes pour entrer en compétition avec l’AMPc sur le site 

actif des PDE. Il est également envisageable que ces niveaux d’AMPc activent des voies de 

dégradation qui ne sont pas inhibées par l’IBMX, bien qu’il n’y ai pas d’éléments qui aillent 

dans ce sens dans la littérature. Enfin, cet effet plafond pourrait également résulter de la 

saturation du système GloSensor de mesure de l’AMPc, cet outil étant décrit comme sensible à 

des concentrations d’AMPc comprises entre 10 nM et 1 µM (Proméga).  

4.2. Effet délétère de l’IBMX à 1 mM 

L’IBMX potentialise les réponses AMPc de la forskoline et de l’isoprotérénol de manière dose-

dépendante jusqu’à 0,3 mM d’IBMX. Les effets délétères observés à 1 mM, avec un 

ralentissement de la production d’AMPc ainsi qu’une moins bonne réponse de l’isoprotérénol, 

ne sont pas étayés dans la littérature, ce qui peut en partie s’expliquer par la découverte 

relativement récente (environ 10 ans) de ces systèmes dynamiques de mesure de la cinétique de 

l’AMPc (Hill et al., 2010). Bien que cette observation soit intéressante dans la mesure où 

l’IBMX est souvent utilisé à forte concentration (Multispan) pour évaluer l’activité de RCPG, 

il serait pertinent de reproduire cette étude avec d’autres types cellulaires, ou avec d’autres 

systèmes de détection de l’AMPc (Hill et al., 2010). Il a déjà été rapporté que dans les cellules 

SHSY-5Y, l’IBMX ne permet pas d’augmenter le signal AMPc alors que d’autres inhibiteurs 

de phosphodiestérases comme le rolipram, inhibiteur de la PDE4, sont actifs (Morgan et al., 

1993). L’hypothèse avancée dans cette étude porte sur l’activité antagoniste de l’IBMX vis-à-

vis des récepteurs à l’adénosine. En effet, l’IBMX possède une affinité pour les récepteurs à 

l’adénosine évaluée aux environs de 1 à 10 µM (Nicholson et al., 1989) et pourrait bloquer 

l’action autocrine de l’adénosine (Morgan et al., 1993). De plus, dans la mesure où l’IBMX a 

une capacité à inhiber les PDE quantifiée par son IC50 aux environs de 2 à 50 µM (Beavo, 1995; 

Weston et al., 1997), il ne semble pas justifié d’utiliser des concentrations d’IBMX aussi 

élevées que 1 mM. 

4.3. Relation entre IBMX, forskoline et mesure de l’activation de NPFF1R par 

le RFRP3 

La forskoline, utilisée pour activer les adénylate cyclases, permet de révéler l’activité inhibitrice 

de la protéine Gi/o sur ces dernières. De fait, en augmentant la concentration de forskoline, les 

AC devraient être plus fortement stimulées et donc plus difficilement inhibées. Cela correspond 

à une diminution de la sensibilité de la mesure de l’activité Gi/o, comme observée pour des 

concentrations de forskoline allant de 0,5 µM à 5 µM dans la réponse de l’histamine sur son 
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récepteur mH4R (Nordemann et al., 2013). Cependant, dans notre cas, pour des concentrations 

de 0,5 – 1 – 5 M de forskoline, la réponse de NPFF1R au RFRP3 n’est pas modifiée (Figure 

16A). Dans l’étude de Nordemann et collaborateurs, la puissance de la forskoline (EC50) dans 

les cellules exprimant mH4R est d’environ 1 M, les concentrations utilisées de forskoline sont 

donc supérieures ou égales à son EC50, alors que dans notre situation, la forskoline a été utilisée 

à une concentration inférieure à son EC50 (qui est d’environ 5 M). Cette différence est une 

explication possible à l’absence d’effets modulateurs des différentes concentrations de 

forskoline testées sur la réponse de NPFF1R au RFRP3. Cependant, comme le signal AMPc 

sature à partir de 10 M de forskoline, il n’a pas été possible d’utiliser des concentrations de 

forskoline supérieures à son EC50.  

Lorsque la dégradation de l’AMPc est inhibée par 0,1 mM d’IBMX, la forskoline utilisée à 0,3 

µM et 0,6 µM diminue la sensibilité de détection de l’activité de NPFF1R par RFRP3 (Figure 

16C). Or l’EC50 de la forskoline passe de 5 M en absence d’IBMX à 0,25 M en présence 

d’une concentration de 0,1 mM d’IBMX. Dans ce cas de figure, les concentrations de 0,3 M 

et 0,6 M de forskoline sont donc supérieures ou égales à son EC50, ce qui permet de retrouver 

une interaction des concentrations de forskoline sur la réponse Gi/o en accord avec l’étude faite 

sur le récepteur mH4R (Nordemann et al., 2013).  

Cette analyse suggère que l’IBMX n’impacte pas directement la réponse de NPFF1R au RFRP3 

mais peut interférer sur cette mesure en potentialisant la production d’AMPc induite par la 

forskoline. Pour tester cette hypothèse nous avons réalisé une expérience complémentaire en 

ajustant la concentration de forskoline utilisée pour chaque concentration d’IBMX de sorte que 

la réponse de NPFF1R au RFRP3 soit mesurée à des niveaux d’AMPc similaires quelque soit 

les conditions de forskoline et d’IBMX testées (Figure 19). Pour utiliser des concentrations 

équipotentes de forskoline, nous avons ajusté sa concentration à son EC50 mesurée pour chaque 

concentration d’IBMX (Figure 15A et Tableau 5), soit une concentration en forskoline de 4 – 

1,5 – 0,7 – 0,25 – 0,15 – 0,12 M respectivement pour des concentrations en IBMX de 0 – 0,01 

– 0,03 – 0,1 – 0,3 et 1 mM. Dans ces conditions, les niveaux d’AMPc intracellulaires sont 

équivalents (Figure 19B), et le NPFF1R présente une réponse au RFRP3 de même amplitude et 

avec une EC50 similaire quelque soit la concentration en IBMX (Figure 19A). Ce résultat 

montre que l’IBMX n’a pas d’effet direct sur la sensibilité de mesure de l’activité Gi/o et que 

l’effet observé de l’IBMX sur l’activité Gi/o (Figure 18E) est dépendant de la forskoline. La 
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perte de sensibilité provoquée par l’IBMX pour une concentration constante de forskoline 

(Figure 17E) correspond donc en fait à une potentialisation des effets délétères de la forskoline.  

4.4. Conclusion 

Cette étude a permis de comprendre la relation entre l’IBMX, la forskoline et la réponse Gi/o 

mesurée avec le système GloSensor. Pour l’étude des récepteurs couplés Gi/o de la famille des 

peptides RF-amide qui suit, nous avons choisi des conditions de forskoline et d’IBMX nous 

permettant d’observer un signal AMPc robuste et reproductible mais suffisamment éloigné du 

niveau de saturation afin de pouvoir détecter une éventuelle stimulation des AC par la voie Gs. 

Nous avons choisi de travailler en présence de 0,1 mM d’IBMX et 0,4 µM de forskoline, soit 

un peu plus que l’EC50 de la forskoline afin que l’amplitude de réponse soit légèrement sub-

optimale (Figure 18A), ce qui devrait nous permettre de détecter une éventuelle augmentation 

de l’amplitude de réponse.  
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III. Caractérisation de récepteurs fluorescents exprimés 

seuls ou par paire 

1. Introduction 

Sur la base de données de la littérature et d’observations faites au laboratoire (développées en 

I. Stratégie d’étude de cette première partie) nous avons souhaité, au cours de cette thèse, 

évaluer si les récepteurs RF-amide étaient capables d’interagir de manière spécifique entre eux. 

Nous avons choisi de développer une approche qui soit applicable pour chacun des 5 récepteurs 

RF-amide et qui ouvre la possibilité de tester des interactions entre n’importe quelle 

combinaison de deux récepteurs RF-amide. Pour ce faire notre stratégie se base d’une part sur 

une technique de biologie moléculaire combinatoire qui permette de travailler en parallèle sur 

les 5 récepteurs RF-amide ; et d’autre part sur une co-expression de ces récepteurs par paire en 

cellules CHO par transfection transitoire ce qui offre une grande flexibilité et permet de tester 

un grand nombre de conditions et de combinaisons de récepteurs. L’objectif est de générer une 

collection de plasmides contenant des constructions codant pour les récepteurs RF-amide 

marqués d’une étiquette fluorescente.  

Cette étiquette sera variable ce qui permettra de distinguer ces récepteurs lorsqu’ils seront 

exprimé par paire et d’évaluer un éventuel rapprochement physique par transfert d’énergie de 

fluorescence (FRET) entre étiquettes fluorescentes complémentaires. Les fluorophores 

protéiques CFP (exc = 434nm / émi = 477nm) et YFP (514/527) sont complémentaires et sont 

très souvent utilisés pour mesurer un rapprochement par FRET entre récepteurs (Alonso et al., 

2013; Boyer and Slesinger, 2010; Overton and Blumer, 2000) mais ces deux fluorophores ont 

des propriétés spectrales relativement proches et sont sujets à un photoblanchiment en cas 

d’exposition prolongée à la lumière. Les fluorophores protéiques EGFP (488/509) et mCherry 

(587/610) sont également utilisés pour des études de rapprochement par FRET (Greife et al., 

2016; Levitz et al., 2016; Peterson et al., 2017). Ce couple offre un signal FRET plus stable que 

le couple CFP / YFP (Tramier et al., 2006) avec des propriétés spectrales bien distinctes. 

Les outils moléculaires développés vont permettre de tester potentiellement les 10 

combinaisons de paire parmi les 5 récepteurs RF-amide, mais dans un premier temps le champ 

d’exploration est réduit aux combinaisons entre NPFF1R ou NPFF2R et GPR10, GPR54 ou 
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GPR103. En effet, des observations in vivo existent déjà concernant les duo NPFF2R et GPR10 

(Laurent et al., 2005), ainsi que NPFF1R et GPR103 (observations non publiées du laboratoire). 

D’autre part, les interactions fonctionnelles entre récepteurs couplés à Gi/o (comme NPFF1R et 

NPFF2R) et récepteurs couplés à Gq (comme GPR10, GPR54 et GPR103) sont fréquemment 

décrites (Bellot et al., 2015; Philip et al., 2010b; Werry et al., 2002). Enfin, les récepteurs 

NPFF1R et NPFF2R partagent une faible sélectivité d’affinité envers les différents peptides RF-

amide, à l’opposé des récepteurs GPR10, GPR54 et GPR103 qui sont très sélectifs de leurs 

ligands (Elhabazi et al., 2013).  

2. Matériel et méthodes 

2.1. Matériel 

Les ADNc codants pour les récepteurs GPR10, GPR54, GPR103, NPFFR1, NPFFR2 et 

YFP-hDOR et pour les fluorophores EGFP, YFP, CFP et mCherry sont tous disponibles au 

laboratoire dans le vecteur pcDNA3. Les amorces de PCR et de séquençage sont achetées chez 

sigma, les cellules ultra-compétentes StellarTM chez Clontech Laboratories (Mountain View, 

USA). 

Les agents de transfection Lipofectamine® LTX &PLUSTM Reagent et 

Lipofectamine® 2000 proviennent de Invitrogen (Cergy Pontoise, France), le TransIT®-2020 

et le TransIT®-CHO de Mirus Bio LLC (Madison, USA), le DreamFectTM Gold de Oz 

Sciences (Marseille, France) et le Metafectene® Pro de Biontex Laboratories (Planegg, 

Allemagne). 

Les lignées CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary cells) et HEK 293 (Human Embryonic 

kidney cells) sont disponibles au laboratoire. Des cellules HEK exprimant de manière stable le 

GloSensorTM cAMP (plasmide 20F; Promega Corporation, Madison, USA), dénommées 

HEK-Glo, nous ont été données par le Dr Julien Hanson (ULB, Liège, Belgique).  

Les milieux DMEM/HamF12, MEM et DMEM (glucose 4,5g/L) et le mélange Trypsine 

0,05% /EDTA 0.02% (w/v) sont de Gibco (Fischer Scientific, Illkirch, France). 

La digitonine, le probenecid, la forskoline et l’IBMX sont achetées chez Sigma-Aldrich 

(St Quentin Fallavier, France), l’Indo-1 AM chez Interchim (Montluçon, France), le Fluo-4 AM 

chez Molecular Probes (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), l’isoprotérénol chez Tocris (Lille, 

France) et la D-luciférine chez Synchem OHG (Felsberg-Altenberg, Allemagne). Les peptides 

RFamide 26RFa et RFRP3 proviennent de Tebu Bio (Le Perray en Yvelines, France) et les 

peptides NPFF, Kp-10 et PrRP-20 de Polypeptide (Strasbourg, France).  
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2.2. Construction des récepteurs RF-amide fusionnés à des étiquettes 

Les techniques de biologie moléculaire utilisées au cours de ce projet sont classiques 

(Sambrook et Russell, 2001) à l’exception de la technique de LIC-PCR dont le principe est 

décrit ci-dessous. 

Le clonage LIC (Aslanidis and de Jong, 1990) se fait par l’appariement sur 13 paires de 

bases des extrémités simples brins du vecteur (fluorophore) avec l’insert (le récepteur), le 

plasmide obtenu est ensuite directement introduit dans des bactéries compétentes pour être 

amplifié. Les extrémités simples brins sont obtenues grâce à l’activité exonucléasique de la T4 

DNA polymérase en présence d’un nucléotide (dTTP pour le vecteur, dATP pour l’insert), ce 

nucléotide permettant de limiter la digestion par la polymérase aux 13 premières paires de 

bases.  

Les clones recombinants sont analysés par digestion enzymatique des plasmides purifiés 

et par PCR de contrôle. Les clones positifs sont validés par séquençage (GATC Biotech AG, 

Mulhouse, France). Les plasmides sont enfin purifiés à l’aide du kit (NucleoBond® Xtra, 

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Hoerdt, France) qui limite la teneur en endotoxine pour 

optimiser la transfection du plasmide. 

2.3. Culture cellulaire 

Les cellules CHO-K1, HEK 293 et HEK-Glo sont cultivées respectivement dans les 

milieux DMEM/HamF12, MEM et DMEM (4,5g/L glucose), en présence de 10% de sérum de 

veau foetal (5% pour les CHO), de glutamine (2 mM), de pénicilline (100U/mL) et de 

streptomycine (100 g/mL). Les cellules HEK-Glo sont maintenues sous pression de sélection 

(hygromycine 200 g/mL). Les cellules sont incubées à 37°C, sous atmosphère humide 

contenant 5% de CO2. Les cellules transfectées et stabilisées avec un ou plusieurs plasmides 

codant pour des récepteurs RF-amide sont maintenues sous pressions de sélection de G418 (500 

g/mL) et/ou de zéocine (100 g/mL). 

Les cellules sont repiquées 2 fois par semaine lorsqu’elles atteignent 80-90% de 

confluence, après lavage du tapis cellulaire au PBS, les cellules sont décollées à l’aide de 

Trypsine/EDTA avant d’être ensemencées dans de nouvelles boites/puits à la dilution désirée. 

2.4. Transfection transitoire 

De manière générale, les cellules sont transfectées à 80% de confluence dans un milieu 

sans antibiotique (changé 2h avant la transfection). Divers agents de transfection ont été 
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sélectionnés et utilisés selon les indications du fabricant (Tableaux 7 et 8). A l’exception de la 

méthode de précipitation au phosphate de calcium, tous les autres modes de transfection font 

usage de lipides cationiques qui complexent l’ADN pour former des liposomes qui entrent dans 

la cellule par endocytose. Pour optimiser la transfection des cellules CHO, réputée difficile, 

diverses concentrations d’ADN et de réactifs ont été testées (Tableau 9).  

Les essais de co-transfection sont réalisés à quantité d’ADN plasmidique constante : les 

vecteurs codant pour l’un ou l’autre récepteur RF-amide sont utilisés en ratio 1 :1. Les résultats 

de co-expression sont systématiquement comparés à ceux obtenus sur les mêmes cellules après 

co-transfection d’un récepteur seul et du vecteur pcDNA 3 vide. 

24 heures après la transfection, les cellules ont en général atteint la confluence, ce qui nécessite 

leur division : après lavage au PBS, les cellules sont décollées à l’aide de Versène puis re-

ensemencées après dilution au demi dans du milieu de culture complet. 

2.5. Viabilité cellulaire et expression de récepteurs fluorescents 

La toxicité des agents de transfection est estimée par observation au microscope optique 

24h et 48h après la transfection. La viabilité cellulaire est appréciée par analyse en cytométrie 

en flux 48h après la transfection. 

L’évaluation comparative des niveaux d’expression du récepteur témoin YFP-hDOR 

obtenus après transfection transitoire, à l’aide de différents agents de transfection, de cellules 

HEK et CHO, de même que l’analyse des propriétés de fluorescence des récepteurs fusionnés 

à la CFP, à l’YFP, à l’EGFP et à la mCherry ont été réalisées comme suit. 

Spectres d’excitation et d’émission de fluorescence : 48 h après la transfection en cas 

d’expression transitoire et 48 h après leur dernier passage pour les lignées stables, les cellules 

sont décollées au Versène, mises en suspension dans le tampon Hepes/BSA et comptées. La 

suspension cellulaire est centrifugée (1000 rpm, 5 min), le surnageant est éliminé et le culot 

cellulaire est repris dans un volume de tampon Hepes/BSA approprié pour normaliser la densité 

cellulaire entre les échantillons. Les cellules sont conservées à l’abri de la lumière jusqu’à la 

mesure de la fluorescence sur un spectrofluorimètre Fluorolog®-3 (Horiba, Longjumeau, 

France). Les spectres d’émission CFP, EGFP, YFP et mCherry sont collectés après excitation 

à 430 nm, 480 nm, 490nm, et 560 nm respectivement. Les spectres d’excitation sont obtenus 

en mesurant l’émission à 480 nm, 520 nm, 560 nm et à 630nm, respectivement. 

La proportion de cellules transfectées vivantes, exprimant un ou plusieurs fluorophores, a 

été déterminée par cytométrie en flux comme suit. 
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Cytométrie en flux : 48 h après la transfection en cas d’expression transitoire et 48 h après leur 

dernier passage pour les lignées stables, les cellules sont décollées, mises en suspension 

homogène (tampon PBS) puis centrifugées (1000 rpm, 5 min). Le culot est repris dans un 

volume minimal de tampon PBS. La suspension cellulaire est filtrée avant analyse en cytométrie 

de flux (FACSCaliburTM, LSRII ou AriaII, BD Biosciences, San José, USA). Les propriétés 

morphologiques (taille, FSC et granulométrie, SSC) et fluorescentes (CFP, GFP, YFP, 

mCherry) des cellules sont examinées sur des échantillons de 20.000 cellules. 

2.6. Mesure de la réponse AMPc sur des cellules HEK-Glo 

L’AMPc intracellulaire est mesuré dans des cellules HEK exprimant de manière stable le 

Glosensor-20F selon un protocole dont la mise au point a été décrite précédemment. La réponse 

AMPc est mesurée en présence de D-luciférine (1 mM) et les peptides testés sont incubés en 

présence de 0,1 mM d’IBMX pendant 15 min avant de stimuler la production d’AMPc par la 

forskoline (0,4 M). Les niveaux de luminescence sont ensuite enregistrés pendant 70 – 90 min 

sur une FlexStation3 et analysé avec la moyenne de luminescence au plateau de la réponse au 

peptide. Les antagonistes sont pré-incubés 10 min de plus que les agonistes. 

2.7. Mesure de la réponse calcique 

L’enregistrement du calcium intracellulaire est effectué selon un protocole déjà décrit (Elhabazi 

et al., 2013). Les cellules CHO ou HEK transfectées ou non sont chargées avec 5 M d’Indo-1 

AM en présence, pour les CHO, de 2,5 mM de probénécide. L’augmentation de calcium 

intracellulaire provoquée par un agoniste est enregistrée en cinétique par intervalle de 4 s 

pendant 220 s à 37°C en mesurant la fluorescence à 405 et 475 nm (excitation à 338 nm) sur 

une FlexStation3. Après déduction du seuil basal moyen, l’amplitude de réponse à l’agoniste 

est rapporté à l’intensité du signal de fluorescence maximal (obtenu avec 20 M de digitonine). 

Les antagonistes sont pré-incubés 15 min avant l’ajout de l’agoniste. 

 

3. Résultats : étude dans un modèle d’expression transitoire 

3.1. Construction de récepteurs RF-amide marqués par un fluorophore 

Afin de pouvoir étudier la signalisation intracellulaire associée à différents couples de 

récepteurs RF-amide, nous avons dans un premier temps réalisé des constructions dans un 
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vecteur d’expression eucaryote supérieur (pcDNA3) permettant l’expression de ces récepteurs 

fusionnés à différents fluorophores. Ils ont été introduits au niveau de l’extrémité NH2-

terminale du récepteur pour ne pas interférer avec le couplage fonctionnel à la protéine G et 

faciliteront la détection des récepteurs et la mesure de leur taux d’expression. L’ensemble est 

précédé du peptide signal de 31 acides aminés de la sous-unité alpha-7 du récepteur nicotinique 

(Ilien et al., 2003) pour améliorer l’adressage à la membrane et l’expression de ces récepteurs 

(Figure 20). Pour pouvoir distinguer chaque récepteur en cas de co-expression, nous avons 

sélectionné 4 fluorophores présentant des propriétés spectrales différentes : EGFP (vert), 

mCherry (rouge), CFP (cyan) et YFP (jaune). Ce choix permettra d’envisager ultérieurement 

des études de type FRET (couple CFP/YFP ou EGFP/mCherry).  

A l’aide de la technique de clonage LIC (voir méthodes), nous avons obtenu et validé par 

séquençage 12 constructions de récepteurs fluorescents dans pcDNA3 : NPFF1R, GPR10, 

GPR54 et GPR103 couplés soit à l’EGFP, la CFP ou la YFP. Les différentes tentatives de 

clonage du récepteur NPFF2R fluorescent (quelque soit le fluorophore considéré) ainsi que des 

différents récepteurs en fusion avec la mCherry n’ont pas abouti. Les séquençages de l’insert 

NPFF2R et du vecteur mCherry ont permis de mettre en évidence des mutations dans leurs 

séquences LIC qui pourraient être à l’origine du problème. 

3.2. Mise au point du modèle d’étude 

Les deux hôtes cellulaires disponibles au laboratoire étaient les cellules CHO et HEK 

couramment utilisées pour étudier la signalisation associée à différents RCPG. Les cellules 

CHO ont une croissance très rapide et sont fortement adhérentes, ce qui les rend très adaptées 

au format 96 puits des tests fonctionnels. Cependant ces cellules sont très peu perméables, 

notamment aux complexes de transfection. Les cellules HEK sont moins adhérentes donc plus 

délicates à manipuler, mais elles sont beaucoup plus faciles à transfecter. Dans la mesure ou 

cette étude est menée en réalisant des transfections transitoires, nous avons donc décidé 

d’évaluer différents agents de transfection pour chacun des deux types cellulaires afin d’affiner 

notre choix de celui qui sera utilisé pour les mesures de signalisation. 

Dans un premier temps, nous avons testé sur les cellules HEK et les CHO différents 

agents de transfection du laboratoire (phosphate de calcium, Lipofectamine 2000) et des agents 

conçus pour les cellules difficiles à transfecter (Lipofectamine LTX, TransIT-2020, TransIT-

CHO, DreamFect Gold, Metafectene Pro) avec un plasmide de référence codant pour le 

récepteur delta aux opiacés fusionné à la YFP (YFP-hDOR). Nous avons évalué le niveau 
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d’expression du récepteur par la mesure de la fluorescence de la YFP au spectrofluorimètre sur 

des cellules en suspension 48 h après transfection, et la toxicité des agents de transfection a été 

estimée par observation au microscope optique 24 h et 48 h après la transfection. Comme on 

peut le voir sur la Figure 21A, des deux agents de transfection évaluées pour les HEK (CaPO4 

et lipofectamine), la lipofectamine s’est avérée présenter une toxicité moyenne mais un niveau 

d’expression du YFP-hDOR nettement meilleur que pour le CaPO4. Concernant les CHO, nous 

avons évalué 7 agents de transfection différents (Figure 21B). La Lipofectamine LTX s’est 

avérée présenter des niveaux de toxicité très élevé et n’a donc pas été retenu malgré un très bon 

niveau d’expression du YFP-hDOR (courbe rouge). Deux agents se sont révélés peu toxiques 

avec des niveaux d’expression moyens (le Metafectène Pro et le TransiT CHO). Les autres 

agents présentaient soit un niveau d’expression plus bas pour une toxicité équivalente, soit le 

même niveau d’expression pour une toxicité plus élevée. 

Ces résultats ont été confirmés dans une seconde série d’expériences et nous avons 

finalement retenu la lipofectamine 2000 pour les HEK et le TransIT-CHO pour les CHO afin 

d’évaluer l’efficacité de co-transfection des constructions pour l’expression des récepteurs RF-

amide fluorescents dans ces deux lignées par cytométrie en flux. La figure 22 présente les 

résultats d’une expérience type obtenus pour les cellules CHO et HEK transfectées avec les 

récepteurs YFP-NPFFR1 et CFP-GPR54.  

La représentation en « density plot » de la SSC (granulométrie) en fonction de la FSC 

(taille) permet de définir une population de cellules vivantes et une autre de cellules mortes 

(Figure 22A). La population de cellules vivantes est représentée en fonction de la fluorescence 

de la CFP par rapport à celle de la YFP (Figures 22B et 22C). Cette représentation permet de 

définir des sous-populations de cellules exprimant la CFP seule, la YFP seule ou co-exprimant 

les deux fluorophores et de calculer le pourcentage dans la population de cellules de cellules 

exprimant le(s) récepteur(s) transfecté(s). 

 Comme le montre la Figure 22 (B et C panels de droite), le niveau de co-expression 

(cellules YFP et CFP positives) obtenus dans les cellules CHO est beaucoup plus faibles que 

dans les HEK puisque seuls 2% des cellules semblent co-exprimer les deux récepteurs NPFFR1 

et GPR54 alors que dans les HEK 12% des cellules expriment ces deux récepteurs. Ce résultat 

a été confirmé par la suite avec d’autres constructions (Tableau 10). Afin d’améliorer le taux 

de transfection dans les HEK, nous avons tenté d’optimiser les conditions de transfection en 

faisant varier notamment la quantité d’ADN mis en jeu et le rapport ADN sur agent de 
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transfection mais ces essais n’ont pas permis d’améliorer significativement le pourcentage de 

cellules co-tranfectées (résultats non montrés). Néanmoins, l’efficacité de transfection obtenue 

s’est avérée suffisante pour réaliser des mesures fonctionnelles. 

Les propriétés spectrales d’excitation (exc) et d’émission (ém) des constructions « CFP » et 

« YFP » sont mesurées au spectrofluorimètre (Figure 23) :  

- CFP : exc = 433 nm, ém = 477 nm  

- YFP : exc = 515 nm, ém = 525 nm 

et sont conformes avec les données de la littérature pour ces deux fluorophores (Müller-

Taubenberger and Anderson, 2007). 

3.3. Interaction fonctionnelle entre NPFF1R et GPR10, GPR54 ou GPR103 

Afin de tester l’hypothèse d’une interaction fonctionnelle entre récepteurs aux peptides 

RF-amide, nous avons mesuré la réponse calcique des récepteurs CFP-GPR10, CFP-GPR54 et 

CFP-GPR103 co-exprimés avec YFP-NPFF1R pour leur ligand endogène dans les cellules 

HEK. Les réponses étant de faible amplitude ( < 20 % signal digitonine), nous avons décidé de 

restreindre le champ d’investigation à GPR103, dont les réponses calciques sont mieux définies 

et de plus grandes amplitudes (15-20 %) que GPR10 ( < 10 %) ou GPR54 (10 %). Le ligand 

endogène 26RFa de GPR103 exprimé seul dans les cellules HEK induit une libération de 

calcium dépendant de la dose avec une EC50 de 1,9 nM ± 1,0 nM, en accord avec le couplage 

Gq de ce récepteur, et la co-expression du récepteur NPFF1R avec GPR103 ne semble pas 

modifier cette réponse, avec une EC50 de 3,5 nM ± 0,3 nM (Figure 24A). De nombreux cas de 

signalisation croisée sont reportées dans la littérature en cas de co-activation de récepteurs 

couplés Gq et Gi/o (Rives et al., 2009; Werry et al., 2003). Dans notre cas, la co-activation de 

NPFF1R avec un prétraitement de 1 µM de RFRP3 ne semble pas modifier de manière 

significative la réponse fonctionnelle du récepteur GPR103 (Figure 24B).  

Pour compléter l’étude de la réponse calcique pour le 26RFa du récepteur GPR103 co-

exprimé avec NPFF1R, nous avons exposé les cellules co-transfectées avec différents 

antagonistes à de concentrations croissantes, avant de mesurer le signal calcique induit par le 

26RFa à une concentration fixe correspondant à 80% de la réponse maximale, soit 30 nM 

(Figure 24A). La pré-incubation des cellules avec un antagoniste sélectif de GPR103 identifié 

et caractérisé au laboratoire, le RF1156, bloque la réponse calcique au 26RFa des cellules 

mono- et co-transfectées de manière concentration dépendante avec respectivement une IC50 
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estimée à 1 µM et 0,8 µM (Figure 24C). Ce résultat montre que les effets du RF1156 sur la 

réponse calcique au 26RFa sont cohérents avec les propriétés d’antagonistes GPR103 de ce 

composé et ne mettent pas en évidence de rôle éventuel de NPFF1R. Nous avons également 

testé un antagoniste des récepteurs NPFF1-2R, le RF9, qui ne présente pas d’affinité pour 

GPR103 (Simonin et al., 2006). De manière surprenante, le RF9 inhibe la réponse calcique 

induite par le 26RFa avec une IC50 de 6 µM, proche de l’IC50 du RF1156 (1 µM) (Figure 24D). 

Malgré le fait que nous n’ayons pas observé de modifications importantes dans la réponse 

calcique aux agonistes des récepteurs GPR103 et NPFF1R qu’ils soient exprimés seuls ou 

ensemble, ce résultat nous suggère qu’une une interaction fonctionnelle est possible entre ces 

deux récepteurs. 

L’activation de NPFF1R par son ligand endogène induit une diminution du signal AMPc 

provoqué par la forskoline avec une EC50 de 38 nM ± 10 nM (Figure 25A). Dans les mêmes 

conditions, le RFRP3, sur une large gamme de concentration, n’induit pas de réponse AMPc 

sur le récepteur GPR103 (Figure 25B), conformément à son couplage préférentiel Gq. Par 

contre, lorsque les deux récepteurs NPFF1R et GPR103 sont co-exprimés, le RFRP3 se révèle 

moins actifs avec une EC50 de 480 nM ± 300 nM (Figure 25C). Le décalage de la courbe effet-

dose d’un facteur 10 vers la droite suggère l’existence d’une interaction fonctionnelle entre ces 

deux récepteurs. La réponse AMPc du récepteur NPFF1R au 26RFa semble être faiblement 

inhibitrice à faibles concentrations et devient stimulatrice à plus forte concentration d’agoniste 

(Figure 25D). Il est à noter que ce ligand s’est révélé peu efficace dans les essais précédents 

menés au laboratoire sur ce récepteur (Elhabazi et al., 2013). Ce phénomène biphasique est 

difficile à caractériser vu la faible amplitude des effets observés. Comme attendu, le 26RFa 

n’induit pas de réponse AMPc significative sur les récepteurs GPR103 exprimés seuls (Figure 

25E). Dans les cellules co-exprimant les récepteurs NPFF1R et GPR103, le 26RFa induit une 

réponse AMPc inhibitrice de type Gi/o mais semble être moins actif que sur les récepteurs 

NPFF1R exprimés seuls. 

3.4. Conclusion et discussion 

Il faut tout d’abord noter que les réponses fonctionnelles présentées ont été obtenues dans des 

conditions qui ne sont pas optimales. En effet, le taux de transfection des récepteurs RF-amide 

est relativement faible, entre 5 et 15 % selon les récepteurs. Les cellules CHO, initialement 

choisies pour leur croissante rapide et leur bonne adhérence, ce qui les rend très adaptées au 

format 96 puits des tests fonctionnels, se sont révélées être très peu perméables aux complexes 
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de transfection. Malgré des essais de mise en point des ratios ADN : agents de transfection avec 

des agents conçus pour des cellules difficiles à transfecter (Lipofectamine LTX, TransIT-2020, 

TransIT-CHO, DreamFect Gold, Metafectene Pro), nous n’avons pas trouvé de conditions 

offrant un rapport efficacité de transfection / toxicité suffisamment grand pour travailler avec 

les CHO. Cette optimisation de transfection est rendue plus difficile pour deux raisons 

supplémentaires : d’une part nous devons co-transfecter 2 plasmides différents, et donc mettre 

deux fois moins d’ADN de chaque, et d’autre part les récepteurs RF-amide s’expriment en 

moyenne deux fois moins bien que le récepteur contrôle utilisé, le YFP-hDOR. La combinaison 

de ces éléments nous a conduit à choisir de travailler en HEK avec la lipofectamine 2000, qui 

offre une efficacité de transfection relativement bonne, et une faible toxicité, ces conditions me 

permettent de travailler avec un taux d’expression compris entre 6 et 18 % selon les récepteurs 

(Table 4). 

Ces conditions nous ont permis d’étudier les réponses fonctionnelles des récepteurs GPR103 et 

NPFF1R seuls ou co-exprimés. Bien que la co-expression de NPFF1R ne semble pas modifier 

le fonctionnement de GPR103, nous avons pu observer que le RF9, antagoniste sélectif de 

NPFF1-2R, bloque l’effet du 26RFa, agoniste de GPR103. D’autre part, nous avons pu mettre 

en évidence que la co-expression de ces deux récepteurs se traduit par l’observation d’une 

diminution de puissante de RFRP3 et 26RFa sur la réponse Gi/o de NPFF1R mesurée en AMPc. 

Mais afin d’étudier plus en détail les interactions entre ces deux récepteurs, nous avons décidé 

de créer des lignées stables exprimant les récepteurs individuels ou combinés. Cette stratégie 

vise à sélectionner avec un antibiotique uniquement les cellules qui expriment le plasmide 

transfecté contenant une cassette de résistance à l’antibiotique, ce qui nous permettra de 

s’affranchir des problèmes de niveaux d’expression liés à l’efficacité de transfection. Nous 

pourrons alors d’une part évaluer plus finement et de manière plus robuste le profil biphasique 

de réponse AMPc de NPFF1R au 26RFa (Figure 25D) et les mécanismes de blocage par le RF9 

de la réponse calcique au 26RFa. D’autre part, nous pourrons nous servir de la présence des 

fluorophores pour tester la possibilité d’interaction physique entre récepteurs par transfert 

d’énergie FRET (Prezeau et al., 2010). 
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4. Résultats : étude dans un modèle d’expression stable 

4.1. Préparation des plasmides codant pour les récepteurs RF-amide 

Pour obtenir une lignée cellulaire exprimant de manière stable une protéine d’intérêt il faut, 

après transfection d’un plasmide codant pour cette protéine, exposer les cellules à une dose 

toxique d’antibiotique. En effet, le plasmide codant pour la protéine d’intérêt contient 

également une séquence codante pour un gène de résistance à un antibiotique, ce qui permet 

aux cellules possédant cette séquence de survivre à cet antibiotique. Les cellules HEK-Glo 

expriment le système Glo-Sensor de détection de l’AMPc sous la pression de sélection de 

l’hygromycine. Pour co-exprimer de manière stable deux récepteurs RF-amide, il est nécessaire 

d’utiliser des vecteurs possédant d’autres cassettes de résistance. Nous avons choisi de travailler 

avec le vecteur pcDNA3.1néo possédant une cassette de résistance à la néomycine et le vecteur 

pcDNA3.1zéo possédant une cassette de résistance à la zéocine car ces vecteurs procurent des 

résistances distinctes de l’hygromycine et ces antibiotiques ont une bonne efficacité de sélection 

(Lanza et al., 2013). Nous avons conservé le schéma de construction décrit précédemment 

(Figure 20), en plaçant l’étiquette fluorescente en N-terminale, elle même précédée d’un peptide 

signal. A l’aide de techniques de clonages classiques par enzyme de restriction nous avons pu 

obtenir et valider par séquençage les constructions suivantes dans pcDNA3.1néo : GPR10, 

GPR54, GPR103 couplés soit à l’EGFP, la CFP, la YFP, la mCherry ou l’étiquette myc en N-

terminale. Nous avons également pu obtenir et valider dans le vecteur pcDNA3.1zéo les 

constructions suivantes : NPFF1R, NPFF2R couplés soit à l’EGFP, la CFP, la YFP, la mCherry 

ou l’étiquette flag en N-terminale. Ce choix permet d’envisager des études de FRET avec le 

couple CFP/YFP ou avec le couple EGFP/mCherry. Les étiquettes flag et myc sont beaucoup 

plus petites et moins volumineuses que les fluorophores cités, et serviront de contrôle pour 

évaluer la gêne stérique potentielle des fluorophores protéiques. Nous avons décidé d’utiliser 

dans premier temps le couple de fluorophores EGFP/mCherry car la EGFP présente une 

meilleure résistance au phénomène de photoblanchiment (photobleaching) comparé à la CFP, 

ce qui permet avec le tandem EGFP/mCherry de mesurer un signal de tranfert d’énergie FRET 

plus robuste et plus reproductible qu’avec le couple CFP/YFP (Tramier et al., 2006).  

4.2. Caractérisation de lignées stables exprimant GPR103, NPFF1R ou NPFF2R 

Afin d’obtenir une lignée stable exprimant hGPR103, les cellules HEK-Glo sont transfectées 

avec le vecteur pcDNA3.1zéo contenant la construction PS-mCherry-hGPR103 (Figure 20), 

et les cellules transfectées sont sélectionnées à l’aide de zéocine. Une lignée stable est obtenue 
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au bout de 7 semaines, avec un profil de fluorescence mCherry homogène, plus de 99 % des 

cellules sont fluorescentes (Figure 26A). L’activation de ce récepteur par son ligand endogène 

induit une réponse calcique (Figure 26B, Tableau 11) sans stimuler ni inhiber la production 

d’AMPc (Figure 26C), en cohérence avec le couplage Gq de ce récepteur décrit dans la 

littérature (Quillet et al., 2016). De plus, la fusion de la mCherry à l’extrémité N-terminale ne 

semble pas modifier la réponse de hGPR103 au 26RFa (Figure 26B, Tableau 11). Un 

antagoniste spécifique de hGPR103, le RF1156, a été développé au laboratoire. Cet antagoniste 

entre en compétition avec le 26RFa sur le site de liaison de hGPR103 et inhibe son activité. Cet 

antagonisme se traduit par un décalage vers la droite de la courbe dose-réponse du 26RFa en 

présence de concentrations croissantes de RF1156 avec un pA2 de 7,15 soit environ 70 nM 

(Figure 26D).  

De la même façon, des cellules HEK-Glo sont transfectées avec le vecteur pcDNA3.1néo 

contenant la construction PS-EGFP-hNPFF1R, et les cellules sont ensuite traitées par de la 

généticine. Une fois la lignée stabilisée, son profil d’expression est étudié en analysant la 

fluorescence EGFP par cytométrie en flux (Figure 27A). Il apparaît qu’une partie des cellules 

n’est pas fluorescentes, seulement près de 70 % des cellules sont positives à la fluorescence 

EGFP. Ce contraste avec le profil d’expression de mCherry-hGPR103 peut s’expliquer par la 

plus grande capacité des cellules à développer une résistance à la néomycine qu’à la zéocine 

(Lanza et al., 2013). Les cellules fluorescentes sont triées et permettent d’obtenir une lignée 

homogène de cellules exprimant hNPFF1R (Figure 27B). RFRP3 et, dans une moindre mesure, 

NPFF et Kp10 sont capables d’activer la voie Gi/o de ce récepteur (Figure 27C), ce qui confirme 

la capacité de ce récepteur de lier d’autres peptides RF-amide que son agoniste endogène, le 

RFRP3 (Quillet et al., 2016). La fusion de l’EGFP en N-terminal du récepteur ne semble pas 

modifier sa réponse au RFRP3 et au NPFF (Figure 27D, Tableau 12). La construction EGFP- 

hNPFF1R peut donc être utilisée pour explorer les mécanismes de signalisation de ce récepteur, 

et notamment tester l’hypothèse d’une interaction fonctionnelle avec GPR103. Le récepteur 

hNPFF1R est décrit comme étant préférentiellement couplé à Gi/o, ce que nous avons pu vérifier 

en mesurant la réponse calcique du RFRP3. L’activation de hNPFF1R par le RFRP3 produit 

une réponse calcique de faible amplitude (Figure 27E), ce qui peut résulter d’un couplage Gq 

ou de la signalisation des sous-unités  de Gi/o, ce qui est plus cohérent avec la faible amplitude 

de la réponse calcique (Jiang and Bajpayee, 2009). Un antagoniste sélectif de hNPFF1R, le 

RF3286, a été développé au laboratoire et sera utiliser afin d’étudier la pharmacologie de ce 

récepteur dans un modèle de co-expression avec GPR103. RF3286 bloque de manière dose-
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dépendante la diminution d’AMPc provoquée par RFRP3 et déplace vers la droite sa courbe 

effet-dose, avec un pA2 de 7,8, soit environ 16 nM (Figure 27F). 

Les lignées stables mCherry-hGPR103 et EGFP-hNPFF1R sont validées et pourront servir de 

contrôle pour étudier d’éventuelles interactions fonctionnelles entre ces deux récepteurs. 

L’utilisation d’antagonistes spécifiques pour chacun de ces récepteurs permettra d’étudier leur 

pharmacologie dans des cellules co-exprimant ces deux récepteurs. La co-expression de 

hGPR103 et hNPFF1R sera comparée avec celle de hGPR103 et hNPFF2R afin d’évaluer la 

spécificité des interactions observées.  

Une lignée stable exprimant EGFP-hNPFF2R est obtenu par le même procédé que pour 

hNPFF1R. Une fois la lignée stabilisée, le profil d’expression est mesuré par cytométrie en flux 

(Figure 28A), et montre que plus de 95 % des cellules sont fluorescentes. Cette lignée exprime 

de manière homogène EGFP-hNPFF2R sans qu’un tri ne soit nécessaire. Le récepteur EGFP-

hNPFF2R est activé par NPFF, RFRP3, PrRP20, Kp10 et dans une moindre mesure par le 26RFa 

(Figure 28B). Le récepteur hNPFF2R marqué d’une Flag donne un profil de réponse similaire 

au NPFF et RFRP3 avec EC50 plus élevée de une amplitude de réponse moins grande (Figure 

28C, Tableau 13). La différence d’amplitude de réponse peut être due à une expression partielle 

et hétérogène de Flag-hNPFF2R au sein de la lignée (63 % de cellules positives au marquage 

anti-flag, données non montrées), mais cette expression hétérogène ne devrait en théorie pas 

modifier la valeur d’EC50. L’activation du récepteur hNPFF2R par NPFF produit une réponse 

calcique abolie par la PTX, une toxine qui bloque la protéine Gi/o dans un état inactif (Figure 

28D, Tableau 13). L’activation de la voie Gi/o par hNPFF2R suite à la liaison de son agoniste 

endogène NPFF est donc mesurable à la fois en AMPc et en calcium. 

4.3. Obtention d’une lignée co-exprimant GPR103 avec NPFF1R ou NPFF2R 

Le profil de fluorescence des cellules transfectées est mesuré par cytométrie en flux. Ces 

mesures ont été réalisées sur deux appareils différents, le Calibur (analyse) et l’Aria-II (analyse 

et tri) selon les nécessités et les disponibilités des appareils. Cela explique que certains résultats 

décrit ci-dessous (Figure 29B et C) peuvent sembler manquer de cohérence, le Calibur étant 

moins sensible pour détecter la fluorescence mCherry. 

Pour obtenir une lignée de cellules exprimant à la fois les récepteurs hGPR103 et hNPFF1R ou 

hGPR103 et hNPFF2R, nous avons co-transfecté les plasmides correspondant puis stabilisé la 

lignée à l’aide de généticine et zéocine (Figure 29A et 30A). Malheureusement, cette approche 
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n’a pas permis d’obtenir de lignée co-exprimant les deux récepteurs : les cellules transfectées 

avec hGPR103 et hNPFF1R ont rapidement perdu l’expression de hGPR103 et ce malgré un tri 

effectué 3 semaines après la transfection (Figure 29A). De même, les cellules transfectées avec 

les plasmides codant pour hGPR103 et hNPFF2R ont rapidement perdu l’expression des deux 

récepteurs (Figure 30A). L’obtention d’une lignée stable exprimant hGPR103 ayant été 

particulièrement longue, nous avons décidé de transfecter successivement chaque plasmide, et 

d’attendre que l’expression d’un premier récepteur soit stabilisée avant d’y ajouter le second. 

La sélection et la stabilisation de cellules exprimant le récepteur hGPR103 étant plus longue 

que pour hNPFF1R et hNPFF2R, la transfection de ces deux récepteurs dans la lignée HEK-

Glo-mCherry-hGPR103 s’est avérée être une stratégie plus rapide que la stabilisation de 

l’expression de hGPR103 dans les lignées hNPFF1R et hNPFF2R. Seuls les résultats de cette 

première stratégie seront décrit ici, bien que les deux stratégies aient montré des résultats 

positifs. 

Pour optimiser au mieux la stabilisation de l’expression des récepteurs hNPFF1R et hNPFF2R 

dans la lignée exprimant hGPR103, nous avons décidé d’essayer de suspendre le traitement des 

cellules à la zéocine le temps de sélectionner les cellules avec la généticine, pour éviter d’être 

en présence de trois antibiotiques, en comptant l’hygromycine pour le GloSensor. Dans la 

mesure où les plasmides sont linéarisés avant la transfection, il y a, en théorie, intégration du 

plasmide dans le génome de la cellule. De cette manière, l’antibiotique sélectionne les cellules 

ayant intégré le plasmide dans leur génome, mais n’est pas nécessaire pour maintenir 

l’expression. De fait, la lignée mCherry-hGPR103 cultivée sans zéocine pendant plusieurs 

semaines reste à 99 % de cellules positives à la fluorescence mCherry (données non montrées). 

La transfection de la lignée mCherry-hPGR103 avec le plasmide codant pour EGFP-hNPFF1R 

puis la sélection par la généticine en absence de zéocine permet d’obtenir après quelques 

semaines plus de 99% de cellules possédant les deux fluorescences, avec la présence visible de 

deux populations avec des niveaux de fluorescences différentes (Figure 29B). Ces cellules sont 

triées pour obtenir la lignée 1, qui correspond à la population avec un peu moins de fluorescence 

EGFP et mCherry, et la lignée 2 possédant un peu plus de fluorescence mCherry et plus de 

fluorescence GFP (Figure 29B). Lorsque la sélection par la généticine se fait en présence de 

zéocine, seulement 50 % des cellules présentent les deux fluorescences, que plusieurs tris 

successifs ne feront qu’améliorer partiellement (Figure 29C). La lignée 3 ainsi obtenue présente 

70 % de cellules doubles fluorescentes et 30% de cellules avec de la mCherry mais sans EGFP 

(Figure 29C). 
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La transfection du plasmide codant pour EGFP- hNPFF2R dans la lignée mCherry-hPGR103 

puis la sélection par la généticine en absence de zéocine permet d’obtenir 33 % de cellules 

possédant les deux fluorescences, avec le reste des cellules (67 %) exprimant uniquement la 

mCherry (Figure 30B). Cette population de cellules double fluorescentes est triée pour obtenir 

la lignée A, positive à plus de 97 % avec un profil d’expression homogène des fluorescences 

(Figure 30B). Lorsque la zéocine est laissé pendant la sélection à la généticine, nous obtenons 

des cellules réparties en trois populations selon le niveau d’expression de la EGFP : une 

première population n’exprimant pas la EGFP (22 %), une deuxième population exprimant 

l’EGFP avec une intensité moyenne (47 %), et une troisième population avec un fort signal 

EGFP (31 %). Ces deux dernières populations sont triées ce qui permet d’obtenir des lignées 

homogènes à plus de 80 %. La lignée avec le plus de fluorescence EGFP correspond à la lignée 

B et sera évaluée en test fonctionnel, alors que la lignée d’intensité EGFP moyenne est mise de 

côté pour pouvoir, si besoin, l’utiliser en comparaison avec la lignée B. 

Nous avons donc pu obtenir plusieurs lignées co-exprimant de manière stable et avec différents 

niveaux d’expression les récepteurs mCherry-hPGR103 et EGFP-hNPFF1R (lignées 1 – 2 – 3) 

ou les récepteurs mCherry-hPGR103 et EGFP-hNPFF2R (lignées A et B). 

4.4. Réponses fonctionnelles des récepteurs GPR103, NPFF1R et NPFF2R co-

exprimés 

Pour regarder s’il existe des interactions fonctionnelles entre hGPR103 et hNPFF1R ou 

hNPFF2R, nous avons regardé si la réponse fonctionnelle de chaque récepteur était modifiée 

par la présence, la co-activation ou le blocage de l’autre récepteur. Nous avons donc mesuré la 

réponse AMPc des lignées A et B au NPFF et au 26RFa, que nous avons comparé à la réponse 

AMPc des lignées 1, 2 et 3 au RFRP3 et au 26RFa. La réponse AMPc de hNPFF2R activé par 

le NPFF est similaire que ce récepteur soit exprimé seul (pEC50 (M) = 8,37 ± 0,13 ; n = 5 ; 

Figure 31A) ou en présence de hGPR103, tel que mesuré dans la lignée A (pEC50 (M) = 8,18 

± 0,19 ; n = 2 ; Figure 31A) et dans la lignée B (pEC50 (M) = 8,23 ± 0,04 ; n = 2 ; Figure 31A). 

A l’inverse, la réponse AMPc de hNPFF1R activé par le RFRP3 en absence de hGPR103 

(pEC50 (M) = 7,81 ± 0,07 ; n = 8 ; Figure 31B) est fortement diminuée en présence de hGPR103 

(Figure 31B). La lignée 1 conserve la même amplitude de réponse mais avec une EC50 

grandement décalée vers la droite (pEC50 (M) = 5,59 ± 0,13 ; n = 4 ; Figure 31B) tandis que 

les lignées 2 et 3 qui semblent exprimer plus de mCherry-hGPR103 (Figure 29B, C) ne 

répondent pas assez pour pouvoir déterminer un effet-dose (Figure 31B). Ce résultat suggère 
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que la présence de hGPR103 altère la capacité de hNPFF1R à être activé par son ligand 

endogène RFRP3, phénomène qui n’est pas observé avec le récepteur hNPFF2R. 

Comme hGPR103 semble altérer le fonctionnement de hNPFF1R, nous avons évalué la réponse 

de hGPR103 en présence de hNPFF1R ou hNPFF2R. Exprimé seul, ce récepteur de provoque 

ni augmentation ni diminution de la production d’AMPc (Figure 26C). De même, le 26RFa ne 

semble pas provoquer de réponse AMPc lorsque hNPFF1R est exprimé seul (Figure 27C). 

Cependant, lorsque hGPR103 est co-exprimé avec hNPFF1R, nous observons une réponse au 

26RFa en deux temps, avec une augmentation de la production d’AMPc pour des concentrations 

1 et 10 nM de 26RFa, et une diminution de cet effet pour des concentrations supérieures à 10 

nM (Figure 31D). Cette réponse biphasique est plus marquée avec la lignée 2 qu’avec la lignée 

1, ce qui peut s’expliquer par un niveau de fluorescence EGFP et mCherry et donc de récepteurs 

GPR103 et NPFF1R plus élevé pour la lignée 2 (Figure 29B). Cette réponse en deux temps 

suggère que l’un ou les deux récepteurs activent la protéine Gs à faible concentration, 

provoquant ainsi une augmentation de la production d’AMPc, et qu’à plus forte concentration 

il y a également couplage à la protéine Gi/o.  

Pour tester cette hypothèse nous avons essayé de mesurer la réponse de la lignée 2 au 26RFa 

dans différentes conditions de forskoline et d’IBMX (Figure 31E). Il apparaît clairement que 

l’absence de forskoline et l’augmentation d’IBMX permet de mieux mettre en évidence les 

deux phases de la réponse au 26RFa avec une amplitude de réponse relative qui dépasse 300 % 

du niveau d’AMPc sans 26RFa (Figure 31E). Cette observation est également faite avec la 

lignée 1, mais avec une amplitude de signal plus faible (données non montrées). Nous avons 

utilisé ces conditions pour poursuivre l’étude de la réponse de la lignée 2 au 26RFa en utilisant 

des toxines afin de dissocier l’activité de chaque protéine G. La toxine pertussique ADP-

ribosyle la sous-unité Gi ce qui bloque l’échange de GDP pour le GTP et maintient cette 

protéine en conformation inactive (Aktories, 2011). La toxine cholérique possède une activité 

ribosylase et empêche la sous-unité Gs d’hydrolyser le GTP en GDP, et est utilisé pour bloquer 

cette protéine (Aktories, 2011; Cassel and Pfeuffer, 1978). En présence d’IBMX 0,5 mM et 

avec un traitement à la PTX, Le 26RFa provoque une production d’AMPc de manière 

concentration dépendante jusqu’à 1 µM (Figure 31F). La présence de PTX abolit la deuxième 

phase de la réponse au 26RFa et révèle une activité stimulatrice d’AMPc à forte concentration, 

qui n’est plus neutralisée par l’activation concomittante de la protéine Gi/o. L’utilisation de CTX 
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abolit la composante stimulatrice de la réponse 26RFa, ainsi que la deuxième phase (Figure 

31F), ce qui confirme l’activation de Gs par le 26RFa.  

Lorsque GPR103 et hNPFF1R sont co-exprimés, on observe une diminution de sensibilité au 

RFRP3 et une augmentation de l’activité de 26RFa dans la modulation de l’AMPc 

intracellulaire. Pour étudier plus en détail le fonctionnement de hGPR103 en présence de 

hNPFF1R, nous avons étudié l’activité de RFRP3 et 26RFa sur la réponse calcique. Le récepteur 

hGPR103 est couplé Gq et son activation par le 26RFa induit une réponse calcique de grande 

amplitude (Figure 26B, pEC50 (M) = 9,24 ± 0,09 ; n = 6). L’activation de hNPFF1R par le 

RFPR3 provoque également une réponse calcique (pEC50 (M) = 8,46 ± 0,04 ; n = 3) mais pas 

le 26RFa (Figure 27E). La présence de hNPFF1R ne modifie pas la réponse de hGPR103 au 

26RFa (Figure 31G, pEC50 (M) = 8,62 ± 0,12 ; n = 2). Par contre, la réponse calcique au RFRP3 

est absente dans cette lignée. Ce résultat est en accord avec l’absence de réponse AMPc au 

RFRP3 dans cette lignée (Figure 31B). Toujours dans cette lignée, la réponse calcique du 26RFa 

est bloquée par RF1156, un antagoniste sélectif de GPR103, et n’est pas bloqué par le RF3286, 

un antagoniste de hNPFF1R (Figure 31H). De manière surprenante mais cohérente avec les 

observations faites en transfection transitoire (Figure 24D), le RF9 à 10 µM bloque la réponse 

du 26RFa (Figure 31H). Ce résultat est en contradiction avec l’absence d’effet du RF3286, un 

antagoniste plus puissant et plus sélectif que le RF9. Comme le RF1156 et le RF3286, le RF9 

est pré-incubé avant de mesurer la réponse calcique induite par le 26RFa. L’analyse du signal 

calcique lors de cette pré-incubation montre que le RF9 induit une réponse calcique qui est 

maximale à 10 µM (Figure 31I), et qui n’est pas retrouvée dans les HEK-Glo n’exprimant pas 

hGPR103. Cette observation est en contradiction avec la caractérisation publiée du RF9 qui 

montre une absence d’affinité pour ce récepteur (Simonin et al., 2006). Or comme les études 

d’affinité de liaison au laboratoire sont réalisées en cellules CHO, nous avons testé le RF9 sur 

des CHO-hGPR103. En accord avec les tests d’affinité de liaison, le RF9 ne provoque pas de 

réponse calcique dans les CHO-GPR103 (données non montrées). Ce résultat suggère donc que 

le RF9 aurait un effet agoniste sur le récepteur GPR103 à forte concentration qui est visible 

dans les cellules HEK et non les CHO. 

En résumé, l’étude de l’activité des récepteurs GPR103 et hNPFF1R lorsqu’ils sont co-exprimés 

dans des HEK-Glo montre une diminution de l’effet du RFRP3 au profil du 26RFa qui semble 

capable d’activer à la fois les protéines Gq, Gs et Gi/o. Pour essayer de comprendre les 

mécanismes qui pourraient expliquer cette singularité, nous avons évalué la possibilité d’un 
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rapprochement physique entre ces deux récepteurs grâce à la présence de fluorophores 

complémentaires en N-terminal de chaque récepteur. 

4.5. Rapprochement physique entre mCherry-GPR103 et EGFP-NPFF1R ou 

EGFP-NPFF2R 

Pour évaluer la possibilité de rapprochement physique entre les récepteurs hGPR103 et 

hNPFF1R nous avons utilisé la complémentarité des fluorophores EGFP et mCherry qui nous 

permet d’étudier leur proximité par transfert d’énergie non radiative (FRET) de l’EGFP vers la 

mCherry (Albertazzi et al., 2009). Préalablement à l’étude de rapprochement physique des 

récepteurs hGPR103 et hNPFF1R ou hNPFF2R, nous avons recherché la possibilité d’une 

colocalisation de la fluorescence EGFP et mCherry (Figure 32) dans les cellules co-exprimant 

les deux récepteurs. Les récepteurs hNPFF1R et hNPFF2R, lorsqu’ils sont exprimés seuls, sont 

exprimés majoritairement à la membrane, avec une présence au niveau de vésicules 

intracellulaires (Figures 32A et 32B). De manière surprenante, le récepteur mCherry-hGPR103 

est principalement localisé dans des vésicules intracellulaires, et semble absente de la 

membrane plasmique comparée aux récepteurs hNPFF1-2R (Figure 32C). De plus, comparé à 

l’EGFP le signal mCherry semble de plus forte intensité. En effet, malgré une brillance plus 

faible d’environ 50 % (Day and Davidson, 2009), la mCherry donne un signal qui sature pour 

un réglage du laser à une intensité à 10 % de sa capacité maximale, tandis que l’EGFP est 

mesurée avec un laser à une intensité réglée à 25 % de sa capacité maximale. Bien que cette 

mesure de fluorescence ne soit pas quantitative, elle suggère que le niveau d’expression de la 

mCherry est plus élevé que celui de l’EGFP. 

De même, dans les lignées exprimant les récepteurs par paire (lignées 1, 2 et A) la fluorescence 

EGFP est majoritairement localisée à la membrane tandis que la fluorescence mCherry est 

présente sous forme de ponctuations dans le cytoplasme (Figure 32D-F). Nous observons une 

absence de colocalisation des deux fluorescences à la membrane, et une colocalisation (en jaune 

dans les images combinées, Figure 31) au niveau de certaines vésicules intracellulaires. 

Cependant, les images des lignées 2 et A montrent la présence de fluorescence mCherry de 

faible intensité au niveau membranaire (Figure 31), il n’est donc pas exclu que la forte présence 

de cette fluorescence dans des vésicules intracellulaires masque sa présence au niveau 

membranaire en saturant le signal. 
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L’étude de transfert d’énergie de l’EGFP à la mCherry peut être mesurée par diminution du 

temps de vie de la fluorescence EGFP (Tramier et al., 2006). Des spectres d’émission et 

d’excitation de chaque fluorophores sont réalisés pour confirmer que leur fusion en N-terminal 

d’un récepteur membranaire ne modifie pas leurs propriétés spectrales (Figure 33A). L’EGFP 

(488/509) et la mCherry (587/608) conservent leurs caractéristiques d’émission et d’excitation 

de fluorescence qui leurs sont spécifiques (Müller-Taubenberger and Anderson, 2007). Le 

temps de vie de l’EGFP fusionnée à hNPFF1R (Figure 33B, moyenne de demi-vie t1/2 = 2,49 ± 

0,03 ns ; n = 8) est similaire à celui de la GFP soluble (Figure 33B, t1/2 = 2,54 ± 0,01 ns ; n = 8) 

et la co-expression de mCherry-hGPR103 ne modifie pas la durée de vie de la fluorescence de 

l’EGFP localisée au niveau de la membrane (Figure 33B, t1/2 = 2,45 ± 0,03 ns ; n = 4). L’absence 

de signal FRET peut être du à une absence de proximité entre les deux fluorophores mais peut 

également résulter d’une mauvaise orientation des fluorophores, ce résultat n’exclut donc pas 

la possibilité de rapprochement physique. 

4.6. Biais de localisation de mCherry-GPR103 

L’étude de la localisation cellulaire des récepteurs mCherry-hGPR103 par microscopie 

confocale a mise en avant un profil d’expression singulier au niveau de vésicules 

intracellulaires. Cette différence de localisation avec hNPFF1R peut s’expliquer par trois 

hypothèses différentes : 

1) le récepteur GPR103 est un récepteur physiologiquement exprimé dans des vésicules : 

notre observation diffère d’une étude précédente d’hétérodimérisation de GPR103 avec 

le récepteur à l’orexine, et qui montre que GPR103-CFP (fusion C-terminale) n’est pas 

localisé en vésicules intracellulaires (Davies et al., 2015). 

2) la fusion de la mCherry modifie le profil d’expression du récepteur GPR103 :  

Il n’existe pas d’autres description de récepteur membranaire marqué en N-terminal par 

la mCherry, mais la fusion de ce fluorophore à la protéine Gi ne l’empêche pas d’avoir 

un profil d’expression membranaire (Shivnaraine et al., 2016), ce qui suggère que la 

mCherry n’amène pas de biais de localisation. Cependant, lorsque la mCherry est 

fusionnée en N-terminal du récepteur MOR dans des souris génétiquement modifiées 

(knocked-in), un profil d’expression similaire aux cellules HEK-Glo-mCherry-

hGPR103 est observable (Erbs et al., 2015). 

3) la sélection et stabilisation à la zéocine ont modifié le profil d’expression protéique des 

cellules : 
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En effet la sélection et stabilisation de la lignée exprimant mCherry-hGPR103 ont été 

particulièrement longues, et ce bien que la concentration en zéocine ait été choisie après 

détermination de la dose toxique la plus faible (n = 2 en duplicat). 

Pour départager ces différentes hypothèses, nous avons dupliqué par clonage nos constructions 

du plasmide pcDNA3.1zéo dans le plasmide pcDNA3.1néo et vice-versa, afin générer les 

lignées cellulaire stables suivantes pour hNPFF1R : 

4) mCherry-hNPF1R en HEK-Glo sous la sélection de la zéocine, 

5) mCherry-hNPF1R en HEK-Glo sous la sélection de la néomycine, 

6) EGFP-hNPF1R en HEK-Glo sous la sélection de la zéocine, 

7) EGFP-hNPF1R en HEK-Glo sous la sélection de la néomycine. 

Un travail similaire a été fait avec les récepteurs GPR103 et NPFF2R, et l’étude le la 

fluorescence par microscopie a permis d’exclure des hypothèses 1 et 3 et de confirmer 

l’hypothèse 2 : lorsque la mCherry est fusionnée en N-terminale des récepteurs hGPR103, 

hNPFF1R ou hNPFF2R nous avons observé une fluorescence en ponctuations dans le 

cytoplasme (données non montrées). De plus, mCherry-hNPFF2R montre une réponse AMPc 

au NPFF de plus grande amplitude et d’EC50 plus basse, ce qui peut laisser penser que le niveau 

d’expression est plus élevé, un phénomène similaire est observé avec hNPF1R (données non 

montrées). Le nombre de sites de liaison à la membrane n’a pas été quantifié faute d’outils 

adéquats, mais aurait permis d’étayer cette hypothèse. 

La présence de mCherry dans des vésicules intracellulaires est retrouvée avec le MOR-mCherry 

(fusion C-ter) dans les souris KI-MOR-mCherry (Erbs et al., 2015) mais pas avec le récepteur 

2AR-mCherry (Bubnell et al., 2013), ni la fusion de la mCherry à l’-tubuline (Shaner et al., 

2004) ou à la protéine Gi (Shivnaraine et al., 2016). Il a été proposé que la cytotoxicité de 

certains fluorophores étaient du à leur capacité à s’agréger, mais ce n’est pas le cas de la 

mCherry, qui ne forme pas d’oligomères (Han et al., 2014). La protéine membranaire Orai1 

fusionnée avec la mCherry est présente à la membrane et également de manière artefactuelle 

dans des vésicules intracellulaires et localise en partie avec un marqueur lysosomal (Han et al., 

2014).  

En effet, dans cette étude la mCherry est décrite comme formant des agrégats en fonction de la 

protéine à laquelle elle est fusionnée (Han et al., 2014). Ainsi, le marquage de la protéine 

membranaire Orai1 avec la mCherry conduit à la visualisation de fluorescence intracellulaire, 
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et notamment dans les lysosomes (Han et al., 2014). Cette présence de mCherry-Orai1 

correspond à la dégradation physiologique des protéines de la cellule pour permettre leur 

renouvellement. Contrairement à la mCherry, de nombreux fluorophores, dont l’EGFP, sont 

sensibles au pH et perdent leurs propriétés fluorescentes quand ils arrivent dans les lysosomes 

(Kneen et al., 1998). La visualisation de la mCherry en intracellulaire peut être vu non pas 

comme un biais amené par ce fluorophore mais comme l’absence d’extinction de sa 

fluorescence dans un environnement acide.  

Cette explication ne permet cependant pas de comprendre l’apparente différence (qui reste à 

confirmer) de niveau d’expression des récepteurs hGPR103, hNPFF1R ou hNPFF2R selon 

qu’ils soient fusionné à l’EGFP ou à la mCherry. Lors de la sélection des cellules transfectées, 

il est intéressant de noter que seules les cellules avec un fort niveau d’expression de mCherry-

récepteur ont survécu, et que ces cellules présentent une bonne réponse calcique bien que le 

récepteur ne soit pas clairement visualisé à la membrane. Ces deux observations pourraient 

s’expliquer par un défaut de dégradation de la mCherry ce qui entrainerait son accumulation 

dans les lysosomes sans pour autant qu’elle perde sa fluorescence. Cette concentration de 

mCherry dans des vésicules intracellulaires cacherait sa localisation membranaire. En effet, les 

paramètres de sensibilité du microscope confocal se règlent sur le pixel le plus intense de 

l’image qui, s’il est très intense, fait paraître les autres éléments de l’image d’autant moins 

fluorescents.  

4.7. Utilisation de CFP et YFP pour étudier les interactions entre GPR103 et 

NPFF1R 

La mise en évidence d’un biais d’expression des récepteurs RF-amide fusionnés à la mCherry 

rend ce fluorophore incompatible avec l’étude des interactions fonctionnelles entre ces 

récepteurs et remet en questions les observations faites avec l’utilisation de cette étiquette 

fluorescente, notamment la modulation de la production d’AMPc par le 26RFa lorsque 

hNPFF1R et hGPR103 sont co-exprimés (Figure 31). Cependant, la diminution de réponse 

fonctionnelle de EGFP-hNPFF1R en présence de mCherry-hGPR103 n’est pas retrouvée avec 

le récepteur EGFP-hNPFF2R et mCherry-hGPR103, ce qui laisse suggérer une interaction entre 

hGPR103 et hNPFF1R indépendante du biais provoqué par la mCherry. 

Pour ces raisons, nous avons décidé de générer de nouvelles lignées stables pour étudier 

l’interaction fonctionnelle entre hNPFF1R et hGPR103 en utilisant les étiquettes fluorescentes 

CFP et YFP. Nous avons pu générer une lignée stable de HEK-Glo exprimant YFP-hNPFF1R 
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sous la pression de sélection de la zéocine et une lignée exprimant CFP-hGPR103 sous la 

pression de sélection de la généticine. Après tri par cytométrie en flux, nous avons obtenu des 

lignées relativement homogènes avec plus de 80 % de cellules positives en fluorescence YFP 

ou CFP (Figure 34A). La lignée exprimant YFP-hNPFF1R a ensuite été transfectée et stabilisée 

pour co-exprimer CFP-hGPR103. Une fois triées, plus de 80 % des cellules sont positives à la 

fois à la fluorescence YFP et CFP (Figure 34A). La réponse fonctionnelle de hGPR103 et 

hNPFF1R est ensuite évaluée dans ces trois lignées. Le RFRP3, agoniste endogène de hNPFF1R, 

induit une diminution de la production d’AMPc de manière dose-dépendante en accord avec le 

couplage Gi/o de ce récepteur, et la co-expression de hGPR103 ne semble pas modifier la 

réponse AMPc de hNPFF1R au RFRP3 (Figure 34B). Le 26RFa provoque une réponse calcique 

de manière dose-dépendante en accord avec le couplage Gq de son récepteur hGPR103 (Figure 

34C). La réponse calcique du 26RFa dans la lignée co-exprimant les deux récepteurs est d’EC50 

semblable mais semble d’amplitude inférieure à la réponse mesurée en présence de hGPR103 

seul (Figure 34C), ce qui n’est pas le cas lorsque hGPR103 est fusionné à la mCherry et pourrait 

résulter d’une plus grande proportion de cellules n’exprimant pas CF-hGPR103 dans la lignée 

co-exprimant les deux récepteurs (Figure 34A). 

Cette courte étude des récepteurs CFP-hGPR103 et YFP-hNPFF1R n’a pas permis de retrouver 

les observations faites en transfection transitoire ni avec les récepteurs fusionnés à l’EGFP et 

la mCherry en lignée stable.  

5. Discussion – conclusion 

Devant les problèmes de localisation cellulaire rencontrés avec les récepteurs fusionnés avec la 

mCherry et l’incohérence des résultats trouvés avec cette nouvelle lignée CFP-hGPR103 / YFP-

hNPFF1R par rapport aux lignées mCherry-hGPR103 / EGFP-hNPFF1R, nous avons décidé de 

ne pas poursuivre cette étude. 

5.1. La biologie moléculaire 

Les travaux de biologie moléculaire ont permis de générer une banque de plasmides codant 

pour chaque récepteur RF-amide avec une étiquette CFP, YFP, EGFP, mCherry ou Flag 

fusionnée en N-terminale. La séquence codante pour le récepteur NPFF2R a été visiblement 

mal tolérée par le type de bactérie utilisée lors de ces clonages (E.coli « Stellar »), avec un fort 

taux de mutation et de réarrangement de cette séquence. De plus, les clones contenant le 

plasmide avec cette séquence intacte montrent une vitesse de pousse réduite, et la purification 
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du plasmide après amplification montre des rendements inférieurs de 10 à 100 fois comparés 

aux autres récepteurs.  

Le passage d’un clonage par technique LIC (sans ligation) à un clonage classique par 

enzyme de restriction a permis de réduire un peu les phénomènes de recombinaisons de la 

séquence codante pour NPFF2R. Cette solution, bien que moins élaborée, conserve une plus 

grande flexibilité. Grâce à l’amélioration des vitesses de digestion et de ligation ce type de 

clonage devient aussi, voire plus rapide qu’un clonage LIC.  

Dans le but d’améliorer les rendements de production de plasmides et de trouver une souche 

bactérienne qui tolère mieux cette séquence, un criblage de différentes bactéries aurait pu être 

réalisé. Ce criblage n’a pas été réalisé dans la mesure où nous avons principalement travaillé en 

pharmacologie avec des lignées stables, nous n’avons pas eu besoin de grandes quantités de 

plasmides. 

5.2. Expression et co-expression des récepteurs RF-amide 

Pour étudier la pharmacologie in vitro des récepteurs RF-amide et la possibilité d’interactions 

fonctionnelles, nous avons choisi de travailler en cellules de mammifère en expression 

transitoire. Un travail de mise au point des conditions de transfection n’a pas donné de résultats 

satisfaisants en cellules CHO avec moins de 5% de cellules co-transfectées, mais a permis 

d’identifier avec les cellules HEK des conditions permettant d’obtenir environ 10% de cellules 

co-transfectées avec 2 récepteurs RF-amide. Ce niveau de transfection est tout juste suffisant 

pour observer une réponse fonctionnelle de ces récepteurs mais nous avons jugé que ces 

conditions n’étaient pas suffisantes pour une étude détaillée de la pharmacologie de ces 

récepteurs. Pour cette raison, nous avons généré des lignées stables exprimant seuls ou par 

paires les récepteurs RF-amide, en se concentrant sur l’interaction entre GPR103 et NPFF1R. 

5.3. Interactions entre GPR103 et NPFF1R 

L’étude des réponses AMPc et calcique des récepteurs mCherry-GPR103 et EGFP-NPFF1R a 

permis d’identifier un comportement de ces récepteurs différent selon qu’ils soient exprimés 

seuls ou ensemble. Le peptide 26RFa, qui a une forte affinité pour GPR103 et une faible affinité 

pour NPFF1R (Quillet et al., 2016), provoque une réponse AMPc biphasique en cas de co-

expression de deux récepteurs, avec une composante Gs avec laquelle vient entrer en 

compétition une composante Gi/o. Avec la réponse calcique de GPR103, le 26RFa induit donc 

à la fois l’activation des protéines Gs, Gi/o et Gq lorsque les récepteurs GPR103 et NPFF1R sont 
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co-exprimés. Il est possible que l’hétérodimérisation de deux récepteurs leur permettent 

d’induire une nouvelle signalisation : par exemple l’activation simultanée des récepteurs à la 

dopamine D1R (Gs) et D2R (Gi/o) permet le recrutement de Gq et une réponse calcique (Lee et 

al., 2004; Rashid et al., 2007), et l’activation simultanée des récepteurs 2CAR (Gi/o) et AT1R 

(Gq) exprimés dans la même cellule permet une signalisation par la voie Gs – AMPc – PKA 

(Bellot et al., 2015). Il serait donc possible que le 26RFa se lie conjointement aux récepteurs 

GPR103 et NPFF1R pour une nouvelle signalisation par la protéine Gs. Il serait intéressant de 

mesurer d’autres intermédiaires cette cascade de signalisation comme la protéine G elle-même 

ou des protéines kinases pour mieux comprendre pourquoi et comment les protéines Gi/o et Gs 

sont activées simultanément, et de bloquer sélectivement chaque récepteur à l’aide 

d’antagonistes, de manière similaire à l’expérience réalisée en réponse calcique (Figure 30H). 

En présence de GPR103, la réponse de NPFF1R au RFRP3 est fortement diminuée, voire abolie. 

Ce phénomène est retrouvé dans plusieurs lignées stables et n’est pas observé avec NPFF2R et 

GPR103, ce qui suggère que cette perte de réponse de NPFF1R n’est pas artefactuelle. En cas 

de co-expression GPR103 et NPFF1R, le RFRP3 ne semble pas modifier la production d’AMPc 

ni le calcium intracellulaire ce qui suggère que les protéines Gs et Gq ne sont pas activées. Il 

serait donc intéressant de comparer l’affinité de RFRP3 pour NPFF1R en présence de GPR103 

pour vérifier si l’affinité de NPFF1R est modifiée par GPR103. En effet il est possible que 

l’interaction entre deux récepteurs conduisent à une diminution, voire une perte d’affinité de 

l’un des deux récepteurs pour son ligand (Birdsall, 2010) : ainsi la présence de GPR50 suffit à 

inhiber la liaison de la mélatonine à son récepteur MT1R lorsque ces deux récepteurs sont co-

exprimés dans les mêmes cellules (Levoye et al., 2006). 

De manière surprenante, cette perte de sensibilité au RFRP3 n’est pas reproduite quand les 

récepteurs sont marqués avec les étiquettes CFP et YFP. Le biais induit par la mCherry en N-

terminal de GPR103 ne suffit pas à expliquer cette différence, dans la mesure ou la présence de 

mCherry-hGPR103 ne modifie pas le fonctionnement de EGFP-hNPFF2R. Il est possible que 

les niveaux d’expression soient différents entre les lignées EGFP/mCherry et CFP/YFP, mais 

il n’est pas possible de comparer directement les mesures de fluorescence faites par cytométrie 

en flux entre fluorophores différents. Par contre, il serait possible de mesurer et de comparer 

les niveaux d’expression entre mCherry-hGPR103 / EGFP-hNPFF1R et CFP-hGPR103 / YFP-

hNPFF1R en utilisant des billes de calibration de fluorescence. Ces billes possèdent un nombre 

connu d’un fluorophore donné à leur surface et permettent d’établir une relation entre un niveau 
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de fluorescence mesuré sur un appareil donné avec un nombre de fluorophore. En analysant par 

cytométrie en flux la fluorescence des cellules et en la comparant aux billes de calibration, il 

est donc possible de convertir la fluorescence des cellules en une unité de nombre d’équivalent 

de fluorophores (MESF, Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrome) (Gerena-López et al., 

2004). 

La localisation atypique du récepteur mCherry-hGPR103 ainsi que l’absence de cohérence des 

résultats obtenus avec les récepteurs CFP-hGPR103 et mCherry-hGPR103 nous ont amené à 

arrêter le développement de ce projet.  
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Seconde partie 

Identification et caractérisation d’un composé 

agoniste opioïde et antagoniste des récepteurs 

NPFF1-2R dans le traitement de la douleur 
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I. Objectifs de l’étude et résumé 

1. Contexte 

La douleur est un problème de santé publique majeur qui réduit considérablement la qualité de 

vie, et sa prise en charge représente un coût élevé dans les pays développés (Florence et al., 

2016). Aux Etats Unis, l’explosion d’un usage abusif des opiacés, qualifié d’ « épidémie » a été 

corrélée avec une forte comorbidité et une augmentation du coût de la prise en charge. Jusqu’à 

présent, les efforts de la recherche, universitaire et pharmaceutique, n’ont pas permis la 

découverte de nouvelles molécules antalgiques apportant une sécurité d’emploi sur un usage 

répété à long terme. La faiblesse/danger des opiacés vient des adaptations que l’organisme 

développe face à l’administration répétée de ces molécules. Le développement de la tolérance 

à leurs effets analgésiques et une hypersensibilité à la douleur (hyperalgésie) demandent une 

réévaluation constante de leur posologie ; et l’augmentation progressive des doses administrées 

conduit à une dégradation de la qualité de vie du aux nombreux effets indésirables de ces 

composés. Ils sont fortement addictifs, et donc susceptibles à la surconsommation ; or les 

opiacés peuvent provoquer des dépressions respiratoires graves, et des troubles digestifs 

(constipation) pouvant nécessiter l’arrêt du traitement au risque de provoquer un syndrome de 

sevrage. Alors que les opiacés sont incontournables dans la gestion de la douleur aigue, 

notamment péri-opératoire, la balance bénéfice-risque est beaucoup plus resserrée en cas de 

traitement chronique (Chou et al., 2015; Rudd et al., 2016). Face à l’explosion de la 

consommation d’opiacés par la population américaine, la nécessité de composés moins 

dangereux au long terme devient urgente (Grosser et al., 2017; Olsen, 2016). 

La capacité adaptative de l’organisme face à l’exposition répétée d’opiacés peut être expliquée 

par le recrutement de systèmes anti-opioïdes endogènes qui découle de cette sur-stimulation du 

système opioïde endogène (Ayachi and Simonin, 2014; Simonnet and Rivat, 2003). 

L’activation de ces systèmes anti-opioïdes conduirait au développement d’une hyperalgésie, 

qui en s’opposant à l’effet analgésique des opiacés, expliquerait la tolérance à l’analgésie. 

Plusieurs systèmes ont été décrit comme possédant une composante anti-opioïde, parmi eux le 

neuropeptide FF (NPFF), capable de se fixer à deux récepteurs couplés aux protéines Gi : 

NPFF1R et NPFF2R. Dans des travaux précédents effectués par notre équipe, a été caractérisé 
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le premier antagoniste sélectif des récepteurs NPFF, capable de lier les deux sous-types de 

récepteurs au NPFF, NPFF1R et NPFF2R (Simonin et al., 2006). Lorsque cet antagoniste (RF9) 

est co-administré avec de la morphine, il bloque le développement de la tolérance analgésique 

à la morphine et empêche d’apparition de l’hyperalgésie. De plus, ce composé diminue 

l’intensité du syndrome de sevrage, précipité par la naloxone, consécutif à l’administration 

chronique de morphine (Elhabazi et al., 2012). Ces résultats montrent que le NPFF est un 

système anti-opioide qui joue un rôle dans l’établissement d’une tolérance aux opiacés et de 

l’hyperalgésie induite par les opioides. Ces deux mécanismes étant responsables de la perte 

d’efficacité des opiacés en chronique, les récepteurs du NPFF apparaissent clairement comme 

une cible thérapeutique pertinente. 

2. Objectifs 

L’objectif principal de ce projet est de combiner au sein d’une seule molécule les 

propriétés analgésiques des opiacés et les propriétés d’antagonisme au NPFF afin de 

proposer une molécule analgésique tout en bloquant le développement de la tolérance 

analgésique et de l’hyperalgésie en cas d’administration répétée. Le concept de réunir deux 

activités pharmacologiques dans une seule molécule, appelée molécule à dualité d’action, 

connaît un intérêt grandissant, notamment dans le domaine de la douleur, avec la combinaison 

d’une activité opioïde et d’une activité non opioïde (Talevi, 2015; Turnaturi et al., 2016). Cette 

stratégie offre une pharmacocinétique et une toxicité unique pour les deux actions biologiques, 

diminue le risque d’interactions médicamenteuses et améliore la bonne observance du 

traitement. Le développement et l’usage d’une telle molécule en sont facilités. La difficulté de 

cette approche réside dans la synthèse de composés à dualité d’action et dans l’identification de 

ses différentes propriétés pharmacologiques. 

3. Résumé 

Afin de mener à bien ce projet nous avons pu compter sur l’expertise de deux équipes de 

chimistes : l’équipe de F.Bihel (Illkirch, France) possédant l’expertise sur la partie antagoniste 

au NPFF, et l’équipe de S.Ballet (Bruxelles, Belgique) apportant la maitrise de la composante 

opioïde, avec laquelle ont déjà été réalisées des molécules à dualité d’action (Guillemyn et al., 

2016). Notre collaboration avec ces équipes nous a permis d’obtenir une banque de 16 

molécules que nous avons criblé in vitro sur les récepteurs opioïdes et les récepteurs à peptide 

RF-amide. Nous avons pu identifier une molécule, KGFF09, qui est un puissant agoniste MOR 

et présente également une bonne activité antagoniste des récepteurs NPFF1R et NPFF2R. A titre 
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de comparaison, nous avons également poursuivi cette étude avec deux autres molécules : 

KGFF03, présentant une puissance activité agoniste pour les récepteurs MOR, NPFF1R et 

NPFF2R ; et KGOP01, correspondant strictement au pharmacophore opioïde de KGFF03 et 

KGFF09, et qui a servi de référence. Chez la souris, l’administration sous-cutanée de KGFF09 

produit un analgésie puissante et de longue durée ( > 5 h) qui n’est pas atténuée par le 

développement de tolérance analgésique ou d’hyperalgésie après 1 semaine d’administration 

quotidienne, contrairement aux composés KGOP01 et KGFF03. Le syndrome de sevrage 

précipité par la naltrexone est réduit de moitié après l’administration chronique de KGFF09, 

comparé au KGOP01 et KGFF03 et grâce à son activité d’agoniste biaisé vers la protéine G sur 

MOR, KGFF09 induit une plus faible dépression respiratoire chez la souris que KGOP01. De 

plus, dans un modèle de douleur inflammatoire induite par le CFA, KGFF09 garde son activité 

antinociceptive préservée de tolérance après administration répétée, et bloque durablement 

l’hyperalgésie inflammatoire. 

L’ensemble de ce travail est regroupé dans une publication récemment acceptée dans la revue 

officielle de l’association internationale pour étude de la douleur (IASP, International 

Association for the Study of Pain), ‘PAIN’. Le manuscrit de cette publication est présenté dans 

les pages suivantes. 

Les composés développés au cours de ce travail ont également fait l’objet d’un dépôt de brevet 

dans lequel je suis co-inventeur. 
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Abstract:  

Opioid analgesics, such as morphine, oxycodone and fentanyl, are the cornerstones for treating 

moderate to severe pain. However, upon chronic administration, their efficiency is limited by 

prominent side effects such as analgesic tolerance and dependence liability. Neuropeptide FF 

(NPFF) and its receptors (NPFF1R and NPFF2R) are recognized as an important 

pronociceptive system involved in opioid-induced hyperalgesia and analgesic tolerance. 

Herein, we report the design of multitarget peptidomimetic compounds that show high affinity 

binding to mu opioid receptor (MOPr) and NPFFRs. In vitro characterization of these 

compounds led to identification of KGFF03 and KGFF09 as G protein-biased MOPr agonists 

with full agonist or antagonist activity at NPFFRs, respectively. In agreement with their biased 

MOPr agonism, KGFF03/09 showed reduced respiratory depression in mice, as compared to 

the unbiased parent opioid agonist KGOP01. Chronic subcutaneous administration of KGOP01 

and KGFF03 in mice rapidly induced hyperalgesia and analgesic tolerance, effects that were 

not observed upon chronic treatment with KGFF09. This favorable profile was further 

confirmed in a model of persistent inflammatory pain. In addition, we showed that KGFF09 

also induced less physical dependence compared to KGOP01 and KGFF03. Altogether, our 

data establish that combining, within a single molecule, G protein-biased MOPr agonism and 

NPFFR antagonism have beneficial effects on both acute and chronic side effects of 

conventional opioid analgesics. This strategy can lead to the development of novel and potent 

antinociceptive drugs with limited side effects upon acute and chronic administration. 

Keywords:  

Opioid receptors ; NPFF receptors ; RF-amide peptides ; opioid analgesia ; opioid-induced 

hyperalgesia ; analgesic tolerance ; physical dependence 

1. Introduction 
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Opioids analgesics, such as morphine, oxycodone and fentanyl, continue to be cornerstone 

drugs for treating moderate to severe pain. Despite their undeniable benefit for treating severe 

acute pain, opioids still lack effectiveness for long-term therapy [9; 40; 55]. Indeed, repeated 

administration of opioids exacerbates adverse effects, such as pain hypersensitivity, which in 

turn impairs the analgesic efficacy and triggers the need for dose-escalation. In addition to pain 

hypersensitivity, risks of respiratory depression, addiction potential and constipation 

considerably affect the patient’s quality of life [15]. In pursuit of safer analgesics, two main 

strategies recently emerged: G protein-biased mu opioid receptor (MOPr) agonists and 

multifunctional drugs with mixed opioid and non-opioid activities [21; 24; 37].  

Research aiming at understanding the cellular and molecular mechanisms underlying 

the physiological analgesic response unveiled multiple pathways for MOPr activation and 

signaling. The signaling pathway coupled to heterotrimeric Gαi/o proteins inhibits downstream 

cAMP production by adenylyl cyclases, modulates activity of ion channels, and is ultimately 

responsible for pain relief. In addition to G protein signaling, MOPr can activate parallel or 

distinct signaling pathways. -Arrestin binding to the MOPr induces internalization, 

desensitization, as well as -arrestin specific signaling, which is considered involved in opioid-

induced respiratory depression, physical dependence, analgesic tolerance and constipation [7; 

43; 44]. The potential of G protein-biased MOPr agonists, such as TRV130 and PZM21, has 

been extensively studied with promising preclinical and clinical results after acute 

administration [10; 25; 30; 31]. However, the consequences of chronic administration of such 

compounds have been poorly studied to date. 

Another strategy to develop new analgesic drugs with an improved therapeutic profile 

has recently emerged, which consist in developing dual ligands acting both on the MOPr - to 

produce analgesia - as well as on other opioid or non-opioid receptors involved in pain 

processing and/or opioid-induced side effects [21; 37]. Examples include the MOP/DOP dual 

agonist MGM-16 [32], MOP/NOP dual agonist BU08028 [11] or dual MOP 

agonist/neurokinin-1 antagonist [52] shown to have an improved acute analgesic profile with 

reduced side effects in various acute and chronic pain models. Among the non-opioid receptors, 

neuropeptide FF 1 and 2 receptors (NPFF1/2R) are recognized to contribute to the development 

of opioid-induced analgesic tolerance and other adverse effects [2; 4; 47]. NPFF has been 

shown to produce transient hyperalgesia, to attenuate the analgesic effect of morphine [56] and 

to potentiate opioid dependence [54], while pharmacological blockade of NPFF1/2R efficiently 
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prevents the development of opioid-induced hyperalgesia (OIH), analgesic tolerance, and 

reduce the morphine-induced withdrawal syndrome [14; 35; 48]. 

In light of these findings, the aim of our study was to generate peptidomimetic ligands 

combining potent MOPr agonist activity with NPFF1/2R antagonist activity. We describe here 

the identification and characterization of two interesting compounds, KGFF03 with agonist 

activity for the MOPr and NPFF1/2R, and KGFF09, a mixed MOPr agonist and NPFF1/2R 

antagonist. In vivo characterization of these compounds, in comparison with the parent opioid 

moiety KGOP01 used for the design of the mixed ligands, clearly shows that chronic 

administration of KGOP01 and KGFF03 resulted in the development of OIH, analgesic 

tolerance and a strong withdrawal syndrome, while KGFF09 has considerably lower propensity 

for these side effects. Moreover, KGFF03 and KGFF09 displayed reduced respiratory 

depressive effects upon acute administration, a result probably related to their biased MOPr 

agonism as opposed to the unbiased KGOP01. Altogether, these results establish that KGFF09 

is a potent analgesic drug with a reliable activity after chronic administration and a favorable 

safety profile, thus providing a promising therapeutic approach to tackle the present opioid 

epidemic [19]. 

2. Experimental procedures 

2.1. Chemical Synthesis 

Peptides KGFF01-KGFF07 

Peptides KGFF01-KGFF07 were synthesized manually by standard Fmoc-SPPS on Rink amide 

AM resin. Standard couplings were performed with 3 equivalents (equiv.) of Fmoc-protected 

amino acid and 3 equiv. of coupling reagent (HCTU) in 0.4 NMM in DMF during 1.5 h. Fmoc-

Aba--Ala-OH was coupled in only 1.5 equiv. excess of both Fmoc-dipeptide and coupling 

reagent for 3 h. Boc-Dmt-OH was coupled using 1.5 equiv. of amino acid and 1.5 equiv. of 

HOBt/DIC in DMF for 2 h, without addition of base to avoid coupling to the unprotected phenol 

group. For Fmoc-deprotection, the resin was treated with 20% 4-methylpiperidine in DMF for 

consecutively 5 and 15 min. Washing of the resin was performed after every coupling and after 

deprotection step with DMF (3x), iPrOH (3x) and CH2Cl2 (3x). Final cleavage and deprotection 

were done with the cleavage mixture (TFA/TES/H2O 95:2.5:2.5) during 3 h. After filtration and 

concentration of TFA, the residue was added to cold ether to precipitate the peptide. The ether 

phase was decanted and the peptide was dissolved in acetonitrile/H2O and lyophilized to obtain 

the crude peptides as a powder. The crude peptides were dissolved in H2O and acetonitrile was 
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added until complete dissolving was observed. This solution was injected on a Gilson 

preparative RP-HPLC. Fractions containing the product were combined and lyophilized. The 

final peptides were obtained with a purity >95% as white powders. The compounds were 

characterized by high-resolution electrospray mass spectroscopy. 

Peptides KGFF08-KGFF11 

The couplings of these four peptides were carried out using 3 equiv. of the amino acid with 3 

equiv. of DIC/HOBt for 1.5 h in DMF. Coupling of both Fmoc-Aba--Ala-OH, Fmoc-Apa-OH 

and Fmoc-Bpa-OH were performed with only 1.5 equiv. of amino acid and coupling reagent 

(DIC/HOBt) in DMF during 3 h. Boc-Dmt-OH was coupled with the same number of 

equivalents, but the reaction mixture was stirred only for 2 h. 

Peptide KGFF12 

The dipeptide Boc-Dmt-D-Arg(Pbf)-OH was first synthesized on 2-chlorotrityl chloride resin, 

using the same coupling and deprotection conditions as described above. Cleavage was 

performed with 1% TFA in CH2Cl2 to retain the side chain protective group. The solution was 

then evaporated and the dipeptide (1.1 equiv.) was dissolved in CH2Cl2. Two equiv. DIPEA 

and 1.5 equiv. DIC/HOBt were added and the mixture was stirred for 30 min at 0 °C. The free 

4-amino-Aba-NH was added and stirred for another 30 min in an ice bath. The reaction was 

then left on stirring during 16 h at room temperature. After this coupling, the protective groups 

were removed with the same cleavage cocktail as described for the preparation of peptides 

KGFF01-KGFF07, and purification was performed analogously. 

Peptide KGFF13 

This synthesis was performed on FMPB-AM resin (4-(4-formyl-3- 

methoxyphenoxy)butyrylaminomethyl resin). Methylamine hydrochloride (10 equiv.) was 

coupled to the aldehyde resin by a reductive amination with sodium cyanoborohydride (10 

equiv.) in MeOH/DMF for 2.5 h at 80 °C. Complete coupling was determined by the DNPH-

color test. Further standard SPPS coupling, cleavage and purification were performed as 

described for peptides KGFF01-KGFF07 (vide infra). 

Peptides KGFF14-KGFF16 

These 3 peptides were synthesized on MBHA-resin. The couplings (Boc-Dmt-OH, Boc-D-

Arg(Tos)-OH, Boc-Phe-OH) were performed with 3 equiv. of amino acid and 3 equiv. of 

coupling reagent (HCTU) in 0.4 NMM in DMF for 1.5 h. Both the arginine mimetics and Boc-
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Dmt-OH were coupled with DIC/HOBt in DMF with respectively 1.5 (Arg mimetics) and 2 

equiv. of amino acid and coupling reagent. Fmoc-Aba--Ala-OH was coupled with 1.5 equiv. 

of HCTU in 0.4 NMM in DMF for 3 h. This Fmoc-group was removed as described above. The 

Boc-deprotection was performed with 50% TFA in CH2Cl2 for 5 and 15 min and washed as 

previously described. The neutralization step after every Boc-deprotection was realized with a 

solution of 20% triethylamine in CH2Cl2 during 10 min (2 times). Final cleavage was done with 

liquid HF (10 mL/g resin) and anisole (0.5 mL per 50 mg resin) as scavenger for 1 h at 0 °C. 

After HF distillation, cold ether was added to precipitate the peptides. The peptides were filtered 

and dissolved in acetic acid/H2O, and lyophilized. The white powders could be purified by 

preparative RP-HPLC. Only in case of the paramethoxybenzyl-protected benzoimidazole-

containing peptide (KGFF14), an extra step had to be performed to fully cleave the protective 

group: the peptide was treated with 10% triflic acid (0.5 mL) in TFA (4.5 mL) for 4 h, the 

solvent was evaporated and the product was purified by preparative RP-HPLC. 

Peptide characterization and synthesis of the arginine mimetics and ornithine mimetics are 

described in Materials and Methods Supplemental Digital Content 1. 

2.2. Receptor cDNA constructs, cell expression and membrane preparations 

Human embrionic kidney 293 (HEK293) cells expressing Glo-sensor 20F were a gift 

from M.Hanson (GIGA, Liège, Belgium). Human MOPr, DOPr, KOPr, NOPr, NPFF1R, 

NPFF2R and GPR54 cDNAs were subcloned into the pCDNA3.1 expression vector 

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and transfected into Chinese Hamster ovary (CHO) cells 

or HEK293-Glo-20F cells before selection for stable expression, as reported [13]. CHO cells 

expressing human GPR10 and GPR103 were a gift from M. Parmentier (IRIBHM, Brussels, 

Belgium). All cell membranes were prepared as described [13] and stored at –80°C as aliquots 

(1 mg prot/mL) until use.  

2.3. Radioligand binding assays 

Binding assay conditions were essentially performed as described [13]. Briefly, 

membranes from CHO cells stably expressing human GPR10, GPR54, GPR103, NPFF1R or 

NPFF2R were incubated with 0.6 nM [3H]-PrRP-20, 0.05 nM [125I]-Kp-10, 0.03 nM [125I]-

43RFa, or 0.015 nM [125I]-1-DMe-NPFF (for NPFF1R and NPFF2R), respectively. Membranes 

from HEK293 cells stably expressing human MOP, DOP and KOP receptors were incubated 

with 1 nM [3H]-diprenorphine. Membranes from HEK293 cells transiently expressing human 

NOP receptors were incubated with 0.2 nM [3H]-nociceptin. Competition binding experiments 
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were performed at 25°C, under equilibrium conditions (60 min, 0.25 mL final volume), in the 

presence of increasing concentrations of unlabeled peptides or test compounds. Membrane-

bound radioactivity was separated from free radioligand by rapid filtration through a 96-well 

GF/B unifilter apparatus (Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Courtaboeuf, France) and 

quantified using a TopCount scintillation counter (Perkin Elmer). 

2.4. [35S]-GTPS binding assay  

Stimulation by endogenous RF-amide peptides or test compounds for [35S]-GTPS 

binding to membranes from CHO cells expressing human NPFF1R or NPFF2R, were examined 

as reported [48]. 

2.5. Glo-sensor cAMP assay  

cAMP accumulation assay was essentially done as described [45] with the following 

modifications: HEK293 cells stably expressing cAMP Glosensor-20F were used, with or 

without additional stable expression of each individual opioid receptor or NPFF1R. The cAMP 

responses were measured in presence of D-luciferin (1 mM). All peptides and test compounds 

were incubated in the presence of IBMX for 15 min before inducing cAMP production by 

forskolin. IBMX and forskolin concentrations were optimized for each receptor cell line: 

NPFF1R responses were recorded in presence of 0.1 mM IBMX and 0.4 µM forskolin, MOPr 

with 0.5 mM IBMX and 0.125 µM forskolin, DOPr responses with 0.1 mM IBMX and 0.125 

µM forskolin; KOPr and NOPr with 0.5 mM IBMX and 1.5 µM forskolin.  

2.6. Calcium mobilization assay 

CHO cells expressing human NPFF2R were loaded with 2.5 µM Fluo-4 AM in the 

presence of 2.5 mM probenecid, as described previously [13]. Agonist-evoked increases in 

intracellular calcium were recorded over time (5 sec intervals over 220 sec) at 37 °C through 

fluorescence emission at 520 nm (excitation at 485 nm). Peak response amplitudes were 

normalized to basal and maximal (cells permeabilized with 20 µM digitonin) fluorescence 

levels. 

 

 

-Arrestin-2 recruitment assay 

 The β-arrestin-2 recruitment assay was performed as described [34; 45] with minor 

modifications. Briefly, two days prior the experiment, HEK293 cells stably expressing eYFP-
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tagged β-arrestin-2 were transfected with the plasmid encoding Rluc8-MOP receptor. β-

Arrestin-2 recruitment was measured at 37°C in presence of 5 µM Coelenterazine H, 5 min 

after agonist addition. A “BRET ratio” corresponding to the signal in the “acceptor channel” 

(band-pass filter 510-560 nm) divided by the signal in the “donor channel” (band-pass filter 

435-485 nm) was calculated. Drug-induced BRET was determined (BRET1 ratio of drug-

activated cells minus BRET1 ratio of buffer-treated cells) and normalized to the maximum of 

DAMGO-induced BRET, defined as 100%.  

2.8. In vivo experiments 

All experiments were carried out in accordance with the European guidelines for the 

care of laboratory animals (European Communities Council Directive 2010/63/EU) and were 

approved by the local ethical committee and authorized by the French Ministry for Research 

and the Committee of Animal Care of the Austrian Federal Ministry of Science and Research. 

All efforts were made to minimize animal discomfort and to reduce the number of animals used. 

2.9. Animals 

Animal experiments were performed on adult male C57BL/6N male mice (25-30 g 

weight; Janvier labs, France) and CD1 mice (30-35 g body weight; Center of Biomodels and 

Experimental Medicine (CBEM), Innsbruck, Austria). Animals were housed in groups of three 

to five per cage and kept under a 12 h/12 h light/dark cycle at 21 ± 1°C with ad libitum access 

to food and water. Experiments were performed during the light-on phase of the cycle. Mice 

were habituated to the testing room and equipment before starting behavioral experiments. 

Control and treated group assignment as well as pain response measurements were performed 

in a blinded manner. Every animal was used only once.  

2.10. Drug administration 

All drugs were dissolved in physiological saline (0.9%) and administered subcutaneously (sc.) 

at 10 mL/kg (volume/body weight).  

 

 

2.11. Assessment of thermal nociception 

The nociceptive sensitivity to thermal stimulation was determined in mice using the radiant heat 

tail-flick and 47.5°C warm-water tail immersion tests as previously described [12; 36; 49]. The 

tail-flick test was performed in CD1 mice using the UB 37360 Ugo Basile analgesiometer (Ugo 
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Basile s.r.l., Varese, Italy), where the reaction time required by the mouse to remove its tail 

after application of the radiant heat was measured and defined as the tail-flick latency (in sec). 

A cut-off time of 10 sec was used in order to minimize tissue damage. In the tail immersion 

test, C57BN/6N mice were restrained in a grid pocket and their tail was immersed in a 

thermostated water bath. The latency (in sec) for tail withdrawal from hot water (47.5 ± 0.5 °C) 

was taken as a measure of the nociceptive response. In the absence of any nociceptive reaction, 

a cut-off value of 25 sec was set to avoid tissue damage.  

 Experiments for acute drug effect were designed according to a protocol 

enabling the evaluation of the time-course of the antinociception response of test compounds. 

Nociceptive latencies were determined before (baseline) and after drug or saline (control) sc. 

administration (i.e. 15 min, 30 min, and every hour up to 8 h, and 24 h). Dose-response curves 

were constructed for test compounds. Antinociceptive response was calculated as percent of 

Maximum Possible Effect (%MPE) according to the formula = [(test latency – baseline 

latency)/(cut-off time – baseline L)] x 100. The dose necessary to produce a 50% MPE (ED50) 

and 95% confidence limits (95% CL) were calculated. 

Experiments for chronic drug effects were designed according to a protocol enabling 

the evaluation of time-course of opioid-induced hyperalgesia and development of analgesic 

tolerance using the tail immersion test. C57BL/6N mice were sc. treated daily with 1.8 

µmol/kg/d KGOP01, 1.2 µmol/kg/d KGFF03, 7.4 µmol/kg/d KGFF09 or saline (controls) for 

8 days. For analgesic tolerance evaluation, nociceptive latencies were measured on day 1 and 8 

according to the acute effect protocol. For the assessment of hyperalgesia, basal nociceptive 

latencies were measured every day, 30 min before drug or saline injection. Responses are 

expressed as latency times (in sec) of tail withdrawal from the hot water. 

2.12. CFA-induced inflammatory pain model 

Tail inflammation in C57BL/6N mice was induced by injecting subcutaneously 20 µl of a 

Complete Freund’s Adjuvant (CFA) solution or saline (control mice) 3 cm from the tip of the 

tail [41]. Twenty-four hours after CFA injection (day 1), inflammation was confirmed by 

measuring thermal and mechanical hyperalgesia. Mice were then treated sc. daily for 7 days 

(from day 1 to day 7) with the test compounds or saline (control). Nociceptive threshold to heat 

stimulation was measured by tail immersion test (47.5 ± 0.5 °C) and tail pressure test [12] each 

hour for 5 h after the first drug administration in order to determine the peak of the anti-

hyperalgesic response. During the following days, basal nociceptive thresholds were evaluated 

before injection and 2 h after drug injection. Antinociceptive response was calculated as percent 
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of Maximum Possible Effect (%MPE) according to the formula = [(test latency – CFA/saline 

mice latency)/(cut-off time – CFA/saline mice latency)] x 100. In order to limit behavioral 

sensitization, thermal nociception was evaluated on days 1 - 2 - 4 - 6 and mechanical 

nociception on days 1 - 3 - 5 - 7. 

2.13. Naltrexone-precipitated withdrawal syndrome 

Opioid physical dependence was induced in C57BL/6N mice by sc. administration of test 

compounds twice daily, 1.8 µmol/kg KGOP01, 1.2 µmol/kg KGFF03, 7.4 µmol/kg KGFF09 or 

saline (control) over a 7-days period. On day 7, two hours after the last drug injection, the 

withdrawal syndrome was precipitated by administration of naltrexone (5 mg/kg, sc.) and 

evaluated over 30 min. Jumping, paw tremors and wet dog shakes were recorded as number of 

events occurring during the total test time. Diarrhea was checked for 30 min with one point 

given for any signs of it during each 5 min period (maximum score: 6). Body weight was 

measured immediately before and after each 30 min test session, and percentage of body weight 

lost during the test was calculated. For each mouse, a global opiate withdrawal score was also 

calculated by summing the values obtained for each sign. For this purpose one point was 

assigned to every 3 jumps and 5 paw tremors, respectively, whereas all other signs were given 

the absolute values recorded during the test [39]. 

2.14. Respiratory depression measurement using whole body plethysmography  

Ventilatory parameters were recorded in conscious C57BL/6N mice by whole body barometric 

plethysmography (Emka Technologies, Paris, France). Mice were acclimatized with the 

plethysmograph chamber for 30 min until a stable baseline was obtained. Then, the animal was 

gently removed from the chamber for sc. injection of the tested drug at T0 and replaced in the 

chamber for the remaining measurements. Respiratory frequency (f) was recorded for 100 min 

and used as the index of respiratory depression [31]. 

2.15. Colonic bead exclusion test for assessment of gastrointestinal motility 

Colonic bead expulsion test was used to assess the effect of test compounds on gastrointestinal 

motility in CD1 mice as described previously [26]. Thirty minutes after sc. administration of 

test compounds or saline (control), a single 2 mm glass bead was inserted 1.5 cm into the distal 

colon using a silicon pusher. After bead insertion, mice were placed in individual plastic boxes, 

and the time required for expulsion of the glass bead was determined for each animal. The time 

required to expel the bead was measured up to 120 min.  

2.16. Rotarod test for assessment of motor coordination  
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Possible motor dysfunction or sedative effects of test compounds were assessed in CD1 mice 

using the rotarod test as described previously [51]. The accelerating rotarod treadmill (Acceler 

Rota-Rod 7650, Ugo Basile s.r.l., Varese, Italy) for mice (diameter 3.5 cm) was used. Animals 

were habituated to the equipment in two training sessions (30 min apart) one day before testing. 

On the experimental day, mice were placed on the rotarod, and the treadmill was accelerated 

from 4 to 40 rpm over a period of 5 min. The time spent on the rod was recorded for each mouse 

before and after test compound or saline (control) sc. administration (i.e. 30 min and every hour 

up to 8 h, and 24 h). Decreased latencies to fall from the rotarod indicate impaired motor 

performance. A 300 s cut-off time was used.  

2.17. Statistics 

For in vitro binding and functional experiments, two to four independent experiments were 

performed in duplicates and data were analyzed using Prism (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA). In vivo data are expressed as mean values ± SEM for 6 to 12 mice per group. 

Antinociception was quantified as the area under the curve (AUC) calculated by the trapezoidal 

method [8]. Data were analyzed using one-way or two-way analysis of variance (ANOVA). 

Post-hoc analyses were performed with Bonferroni tests. The level of significance was set at 

p<0.05. All statistical analyses were carried out using the StatView or GraphPad Prism 

softwares. 
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3. Results  

3.1. Design strategy and biological screening of MOPr/NPFFR peptidomimetic ligands 

In this study, we designed a series of bifunctional ligands that were based on a combination of 

the recently described MOPr peptidomimetic KGOP01 [20], found to display potent analgesic 

activity following systemic administration, and standard but also more evolved NPFF 

pharmacophores (Fig. 1 A and B). The sequences of synthetized peptidomimetics are shown in 

Table 1. As a standard NPFF pharmacophore, the C-terminal RF-NH2 dipeptide segment of 

NPFF served as a minimal recognition motif (structure 2, Fig. 1A). Many of the reported NPFF 

analogues contain the C-terminal Arg-Phe-amide, derived with an apolar moiety linked at its 

N-terminus [16; 18; 23; 33; 48]. Combination of both pharmacophores (Table 1) afforded 

KGFF01 and KGFF03 that showed nanomolar affinity for MOPr and NPFF1/2R (Fig. 1C and 

Table Supplemental Digital Content 2, which summarize affinity constant (Ki) values of KGFF 

compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R). The amino-benzazepinone (Aba) scaffold 

could act as the apolar group that is often present in previously reported NPFF ligands. The 

insertion of a Gly (KGFF01) or a -Ala (KGFF03) in position 4, i.e. between the RF-NH2 

dipeptide and the benzazepinone ring, provided good affinity for NPFF1/2R with preserved 

MOPr affinity, while eliminating a potential steric hindrance imposed by the NPFF 

pharmacophore onto the opioid part. The corresponding C-terminal carboxylic acid (KGFF02) 

confirmed the importance of the C-terminal amide in this type of hybrid with a strong decrease 

of affinity for both NPFF1/2R. Likewise, the substitution of the Arg residue by Orn (KGFF04, 

KGFF05) was not well tolerated, resulting in reduced binding affinities to both NPFF1/2R 

subtypes (Fig. 1C and Table Supplemental Digital Content 2, which summarize affinity 

constant (Ki) values of KGFF compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R). 

 Further truncation of KGFF01 gave way to tripeptides KGFF06 and KGFF07 with 

complete overlap of the opioid and NPFF pharmacophores, as the 2,6-dimethyl tyrosine (Dmt) 

side chain could efficiently serve as the apolar group. In this case, the opioid segment is cut 

down to three amino acids instead of four, with well-conserved MOPr binding affinity for 

KGFF07. In addition to the detrimental consequence on MOPr affinity, the stereochemistry of 

Arg (L-Arg for KGFF06 and D-Arg for KGFF07) seems to drive a selectivity switch between 

NPFF1R and NPFF2R (Fig. 1C and Table Supplemental Digital Content 2, which summarize 

affinity constant (Ki) values of KGFF compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R).  
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 Following initial in vitro biological evaluation of the described hybrid peptidomimetics, 

the two peptide analogues, KGFF03 and KGFF07, with the most promising binding data on 

MOPr and NPFFR were used to design a second set of bifunctional peptides (Table 1). Within 

this second set, the Arg residues were replaced by both reported Orn-derivatives (Fig. 1B, 3, 

Apa [2-amino-5-(piperidin-1-yl)pentanoic acid] and 4, Bpa [2-amino-5-(4-benzylpiperidin-1-

yl)pentanoic acid]) [46], as well as novel Arg mimetics (5 to 7, Fig. 1B; see Methods for 

synthetic details). Structural modifications on KGFF07 were first explored. Substitution of L- 

or D-Arg2 by 3 and 4 using standard Fmoc-SPPS gave rise to tripeptide analogues KGFF10 and 

KGFF11, with a consequential dramatic loss of affinity for MOPr and NPFFR. In an attempt to 

lower the molecular flexibility of this tripeptide, the C-terminal Phe was constrained through 

incorporation of the amino-benzazepinone (Aba) core (KGFF12), resulting in a significant drop 

in binding affinity for NPFF1R and to a lesser extent for NPFF2R. In order to verify if the 

decrease in affinity was due to the incorporation of the methylene bridge providing the cycle or 

from the conversion of a primary to a secondary amide, the ‘open ring’ analogue KGFF13 was 

also synthetized. This compound displayed a partially restored affinity for the NPFF1R and 

NPFF2R (Fig. 1C and Table Supplemental Digital Content 2, which summarize affinity 

constant (Ki) values of KGFF compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R). 

 We have recently shown that the guanidine moiety of Arg can be advantageously 

replaced by tertiary amines in the sequence RF-NH2, leading to new peptidomimetic ligands of 

NPFFRs [5]. Based on the promising biological data of KGFF01 and KGFF03, and in light of 

our previous work, the Arg5 residue was replaced by piperidine- and benzylpiperidine-bearing 

residues 3 and 4, respectively (Fig. 1B), to give the hybrid products KGFF08 and KGFF09 

(Table 1). The Arg mimetics (5 to 7) were incorporated at the same position in this sequence 

leading to KGFF14, KGFF15 and KGFF16 (Table 1). Substitution of Arg5 in KGFF03 with 

these Arg mimetics led in general to good binding affinity for both MOPr and NPFF1/2Rs 

(MOPr: Ki < 10 nM; NPFF1R: Ki < 150 nM; NPFF2R: Ki < 15 nM) with a globally better 

affinity for the NPFF2R over NPFF1R subtype, especially after incorporation of Apa, Bpa and 

Lys(Box) residues. Based on these data, hybrid peptidomimetics KGFF01/-03/-07/-08/-09/-14/-

15/-16 were selected for further characterization of their activity on MOPr and NPFF1/2R in 

functional assays.  

 

3.2. Identification of an MOPr/NPFFR agonist (KGFF03) and a mixed MOPr agonist / 

NPFFR antagonist (KGFF09) 
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We first evaluated the capacity of the selected compounds to inhibit forskolin-induced cAMP 

production from MOPr overexpressing HEK cells. All ligands displayed full agonist activity at 

the MOPr (EC50 values ranging from 1.5 to 18.2 nM, as compared to DAMGO, EC50 = 80 nM, 

Fig. 2A and Table Supplemental Digital Content 3, which summarize agonist activity constants 

(Ec50 and Emax) values of KGFF compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R). We then 

evaluated the functional activity of the KGFF compounds on both NPFF1R and NPFF2R in the 

[35S]-GTPγS binding assay (Fig. 2 B and C, and Table Supplemental Digital Content 3, which 

summarize agonist activity constants (Ec50 and Emax) values of KGFF compounds for MOPr, 

NPFF1R, and NPFF2R). KGFF03 was the most potent agonist for both NPFF1/2R (NPFF1R: 

EC50 = 84.8 nM; NPFF2R: EC50 = 11 nM), whereas KGFF09 was the only ligand to show no 

or weak agonist activity at both NPFF1R and NPFF2R. We further confirmed the absence of 

agonist activity of KGFF09 on NPFFRs by using integrated cellular assays (Figure 

Supplemental Digital Content 4 A and C, which shows in vitro characterization of KGFF03 and 

KGFF09 on NPFFRs). Finally, we showed that KGFF09 displayed potent antagonist activity at 

NPFF1/2Rs (Fig. 2 E and F, Figure Supplemental Digital Content 4 B and D, which shows in 

vitro characterization of KGFF03 and KGFF09 on NPFFRs) with pA2 values of 7.25 ± 0.30 

and 7.77 ± 0.21, respectively, calculated from [35S]-GTPγS binding experiments. 

 Overall, these data allowed us to identify one molecule, KGFF03, that displays potent 

MOPr and NPFFR agonist activities, and a second ligand, KGFF09, that shows mixed MOPr 

agonist and NPFF1/2R antagonist activities. These two ligands underwent further in vitro and 

in vivo characterization, and their profiles were compared to the parent opioid ligand KGOP01. 

 

3.3. KGFF03 and KGFF09 are G protein-biased MOPr agonists 

 While opioid-induced analgesia is attributed to MOPr signaling through the G protein 

Gi, β-arrestin-2 recruitment upon MOPr activation is suggested to be responsible for many acute 

side effects including respiratory depression and constipation [10; 31; 43]. To examine MOPr 

biased agonism of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 towards activation of G protein- over -

arrestin-2-mediated signaling, we compared their functional activity, i.e. potency and efficacy, 

across two cell-based assays that measure G protein coupling (the cAMP accumulation assay) 

and -arrestin-2 translocation (the BRET1 -arrestin-2 recruitment assay) at the human MOPr 

(Fig. 2 A and D, and Table Supplemental Digital Content 3, which summarize agonist activity 

constants (EC50 and Emax) values of KGFF compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R). 
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Both KGFF03 and KGFF09 elicited partial agonism for -arrestin-2 recruitment, while being 

highly potent and fully efficacious in promoting MOPr-induced G protein activation. In 

contrast, KGOP01 robustly stimulated interaction between the MOPr with G protein and -

arrestin-2 with a full response and potency, as compared to DAMGO. These data indicate that 

the two newly designed MOPr/NPFFR hybrid ligands, KGFF03 and KGFF09, activate MOPr 

in a manner that is preferentially biased toward G protein signaling.  

 

3.4. Selectivity of KGFF03 and KGFF09 at opioid and RF-amide receptors 

 We further investigated the binding affinity and functional activity of KGFF03, 

KGFF09 and KGOP01 at other opioid receptor types (Table Supplemental Digital Content 5, 

which summarize binding affinity constant (Ki) values and agonist activity constant (EC50 and 

Emax) values of KGFF compounds for human DOPr, KOPr, and NOPr and Figure Supplemental 

Digital Content 6, which shows in vitro characterization of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 

on opioid receptors). KGFF03 showed good affinity at the DOPr, and lower affinity for KOPr 

and NOPr. It displayed potent agonist activity at DOPr (EC50 = 0.34 nM) and lower agonist 

activity at KOPr (EC50 = 95 nM), as well as very weak antagonist activity at NOPr (pA2 = 5.3 

± 0.34). KGFF09 showed lower affinity at the DOPr and relatively higher affinity for the KOPr, 

in comparison with KGOP01 and KGFF03. Its affinity for the NOPr was similar to KGFF03. 

Alike KGOP01 and KGFF03, KGFF09 displayed potent agonist activity at DOPr (EC50 = 0.78 

nM). Moreover, KGFF09 displayed potent antagonist activity at the KOPr (pA2 = 8.16 ± 0.13), 

but low antagonist activity at the NOPr (pA2 = 5.94 ± 0.12). 

 Because NPFFRs belong to the family of RF-amide receptors, which include GPR10, 

GPR54 and GPR103 [13], we also evaluated selectivity of our compounds for these receptors. 

KGOP01, KGFF03 or KGFF09 displayed no or low affinity for GPR10, GPR54 and GPR103 

(Table Supplemental Digital Content 7, which summarize affinity constant (Ki) values of KGFF 

compounds for GPR10, GPR54 and GPR103). 

 

3.5. Acute subcutaneous administration of KGFF03 and KGFF09 produces dose-dependent, 

long-lasting antinociception in mice 

 We then evaluated the acute antinociceptive activity of the new MOPr/NPFFR hybrid 

structures, KGFF03 and KGFF09, in two mouse models of thermal acute nociception after sc. 

administration and compared them to the parent opioid, KGOP01. All three peptides produced 
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time- and dose-dependent increase in tail withdrawal latencies in the tail immersion test (Fig. 

3A) and the radiant heat tail-flick test (Fig. 3B), with KGFF03 and KGFF09 showing a 

prolonged antinociceptive response (Fig. 3B). The established profile in this study for KGOP01 

following sc. administration is similar to that recently reported in the tail-flick test after 

intravenous administration in mice [20]. The ED50 values of the tested peptidomimetics at the 

peak of action are shown in Table 2. When compared to KGOP01, KGFF03 was equipotent 

whereas KGFF09 was 4.5-fold less potent in inducing antinociception, in agreement with its 

slighly lower affinity for the MOPr (Fig. 1C). The activity of the three compounds were several 

fold higher than that of the gold-standard opioid analgesic morphine (Table 2). 

 

3.6. Chronic subcutaneous administration of KGFF09 does not induce hyperalgesia nor 

analgesic tolerance in naïve mice 

To evaluate if the blockade of the NPFF system prevents the development of hyperalgesia and 

analgesic tolerance, mice were chronically administered with equianalgesic doses of either 

KGOP01, KGFF03 or KGFF09, as shown in the time course of analgesia on day 1 of the chronic 

administration scheme (Fig. 4A). When sc. administered at a dose of 1.8 µmol/kg/d, KGOP01 

produced a significant and progressive decrease of the basal thermal nociceptive threshold, 

compared with control saline-treated animals (Fig. 4B). This effect was significant from the 

fifth day of the daily administration and persisted until the end of the experiment. As shown in 

Figure 4 (A and B), chronic administration of KGFF03 (1.2 µmol/kg/d, sc.) resulted in a similar 

development of thermal hypersensitivity, a trend that was absent in mice treated with KGFF09 

(7.4 µmol/kg/d, sc.). In the same study, we measured the antinociceptive effect of each 

compound on days 1 and 8 (Fig. 4 A and C). On day 1, KGOP01, KGFF03 and KGFF09 induced 

full antinociception (maximal response reaching almost the 25 s cut-off limit). On day 8, mice 

treated with either KGOP01 or KGFF03 showed a reduction of maximal response and a 

decrease in the antinociception efficacy (defined by the AUC) by more than 75% compared to 

day 1 (Fig. 4C), indicating that tolerance did develop upon chronic administration of these two 

compounds. Conversely, the maximal analgesia induced by KGFF09 was maintained from day 

1 to day 8, with a decrease of analgesic efficacy (AUC) on day 8 by less than 25% as compared 

to day 1. These data clearly indicate that blocking NPFF1/2Rs in addition to the MOPr 

activation leads to potent analgesia without development of tolerance upon chronic 

administration. 
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3.7. KGFF09 displays reduced withdrawal syndrome and respiratory depression 

 We further studied the development of naloxone-precipitated withdrawal syndrome 

after chronic sc. administration to mice of KGOP01, KGFF03 and KGFF09. Mice were treated 

twice a day over a 7 days period with the same doses used in previous experiments. 

Administration of naltrexone (1 mg/kg, sc.), 2 h after the last injection of KGOP01, induced 

high scores on several somatic and vegetative signs in the drug-dependent mice, as compared 

to the control saline-treated animals (Figure Supplemental Digital Content 8, which shows 

effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 on naltrexone-precipitated withdrawal signs after 

chronic exposure in mice). A similar withdrawal profile was observed for KGFF03, while all 

signs of withdrawal were reduced following chronic administration of KGFF09 (Figure 

Supplemental Digital Content 8, which shows effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 on 

naltrexone-precipitated withdrawal signs after chronic exposure in mice). Analysis of the global 

opiate withdrawal score revealed that withdrawal was significantly reduced (to circa 50%) after 

KGFF09 chronic administration, in comparison to KGFF01 and KGFF03 (Fig. 4D). This result 

is in agreement with our previous report, showing reduced morphine withdrawal upon 

administration of the NPFF1/2R antagonist RF9 [14; 48]. 

 We next studied respiratory depression and constipation, two of the main side effects 

that occur upon acute opiate administration. As shown by the measurement of respiratory 

frequency (Fig. 4E), KGOP01 produced significant respiratory depression compared to saline-

treated animals, while KGFF03 and KGFF09 did not. This result is in agreement with previous 

reports suggesting that respiratory depression is strongly associated with the β-arrestin-2 

recruitment by the MOPr [10; 31]. Conversely, neither KGFF03 nor KGFF09 were able to 

alleviate opioid-related constipation, as measured by an extended bead expulsion time in mice 

(Figure Supplemental Digital Content 9A, which shows effect of KGOP01, KGFF03 and 

KGFF09 on gastro-intestinal motility). Finally, other behavioral observations revealed that, 

unlike KGOP01 and KGFF03, at the first administration of the highest dose, KGFF09 (7.4 

µmol/kg, s.c.) induced a transitory lethargic state with an impaired motor coordination in mice 

(Figure Supplemental Digital Content 9B, which shows effect of KGOP01, KGFF03 and 

KGFF09 on motor coordination) that was not observed upon repeated administration.  

 

3.8. KGFF09 chronic administration efficiently reverses CFA-induced hyperalgesia 



 116 

 Additionally, we sought to characterize the analgesic profile of our compounds in a 

mouse model of persistent inflammatory pain induced by sc. injection of CFA in the mouse tail 

on day 1. Animals were then daily sc. administered with equianalgesic doses of KGOP01 (1.8 

µmol/kg/d), KGFF03 (1.2 µmol/kg/d) or KGFF09 (7.4 µmol/kg/d) from day 2 to day 8, and 

their antinociceptive activity upon thermal or mechanical nociceptive stimulation was measured 

on days 2, 3, 5 and 7 for the thermal stimulus, and on days 2, 4, 6, 8 for the mechanical stimulus. 

Measurements were performed 2 h after each daily drug injection, when analgesia was maximal 

(Figure Supplemental Digital Content 10, which shows acute antinociceptive time-course of 

KGOP01, KGFF03 and KGFF09 in CFA-induced pain model). As shown in Figure 5 (A and 

B), both thermal and mechanical antinociception induced by KGOP01 and KGFF03 rapidly 

decreased after repeated administrations, with a decreased analgesia compared to day 1 (> 

75%), clearly showing that these two compounds led to the development of analgesic tolerance. 

In contrast, KGFF09 preserved a potent analgesic effect, with significantly less tolerance after 

7 days of chronic administration (Fig. 5 A and B). Because KGFF09 alleviate opioid-induced 

hyperalgesia upon chronic administration (Fig. 4 A and B), we tested if this was also applying 

for CFA-induced hyperalgesia. To this purpose, basal nociceptive thresholds of the animals 

were also measured daily before injection of the compounds (Fig. 5 C and D). The thermal 

hypersensitivity induced by CFA was reduced after a single administration of KGFF09, and 

totally reversed after the third injection (Fig. 5C), which was not the case with KGOP01 and 

KGFF03. Likewise, the basal mechanical nociceptive threshold of mice gradually returned to 

normal after repeated administration of KGFF09 (Fig. 5D), but not after KGOP01 and KGFF03. 

Overall, our data demonstrate that in a model of persistent inflammatory pain, blockade of 

NPFF1/2Rs preserves opioid analgesia upon repeated administration and allows efficient 

reversal of CFA-induced hyperalgesia. 
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4. Discussion  

The driving force over the years in the opioid field has been the search for an alternative to 

morphine that would produce effective analgesia and would be free of undesirable side effects. 

New chemical approaches including the design of G protein-biased MOPr agonists and/or 

multifunctional ligands with mixed opioid and non-opioid activities for creating analgesics with 

fewer adverse effects are sought, and such drugs with improved benefit/risk profile are likely 

to have a significant impact [21; 24; 30]. 

In this study, we report the successful design and a thorough in vitro and in vivo 

characterization of two G protein-biased MOPr agonists, KGFF03 and KGFF09, possessing 

additional agonist and antagonist activities at NPFF1/2Rs, respectively. In vivo, they display 

potent antinociception with reduced respiratory depression after acute systemic (sc.) 

administration. The major finding of this study is that following chronic administration, 

KGFF09 but not KGFF03 produces effective antinociception with limited OIH and analgesic 

tolerance, as well as a reduced withdrawal syndrome, thus demonstrating the benefits of NPFF 

system blockade towards MOPr agonists to limit the development of tolerance and dependence, 

the two major adverse effects associated with chronic administration of classical opiates. 

 Multitarget pharmacology, or polypharmacology, is defined as the specific binding of a 

compound to two or more molecular targets and relies on the observation that some biological 

networks are resilient to single-point perturbations, with redundant functions or compensatory 

mechanisms leading to the attenuation of the repeated perturbation (i.e. stimulation of the 

MOPr; [22; 53]. Here, our strategy aimed at developing a dual acting drug combining the 

analgesic efficacy of opioid agonists, while blocking the NPFF system. The latter system has 

previously been shown to be critically involved in neuroadaptive responses of the organism to 

repeated exposure to opiates, resulting in OIH and analgesic tolerance [14; 48]. To determine 

whether the NPFFR antagonist activity was responsible for the improved profile of KGFF09, 

we compared this MOPr-NPFFR hybrid peptidomimetic with its parent opioid agonist 

KGOP01, devoid of an NPFF pharmacophore (Fig. 1, Table S1). Both ligands show high 

affinity with a full agonist activity at MOPr, paralleled by effective and long-lasting acute 

analgesia. However, upon chronic administration to mice, KGOP01 rapidly induced analgesic 

tolerance and hyperalgesia, whereas KGFF09 did not. These results appear to oppose a recent 

report of a bifunctional MOP – NPFF agonist, BN9, that displayed acute and chronic analgesic 

efficacy [27]. However, this study also shows that when co-administered with BN9, the 

NPFF1/2R antagonist RF9 further potentiated the analgesic effect of BN9, thus questioning the 
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benefit of the NPFF1/2R agonist activity on opioid analgesia. In addition, we also describe 

KGFF03, a potent MOPr – NPFF1/2R agonist, which shows acute analgesia, while it also 

induces tolerance and hyperalgesia in an analogous manner to the parent opioid agonist 

KGOP01. Altogether, our data confirm the role of the NPFF system in the compensatory 

mechanisms triggered by the chronic opioid stimulation and further support the concept that 

blockade rather than activation of this system is beneficial to opioid analgesia following chronic 

administration. 

We further demonstrated in a model of inflammatory pain the beneficial effect of 

NPFFRs inhibition on the development of analgesic tolerance and long-lasting inflammatory 

hyperalgesia, suggesting that the endogenous NPFF system could be activated upon 

administration of inflammatory agents, such as CFA. This result is in agreement with a recent 

report showing an upregulation of NPFF and NPFF2R mRNA in the spinal cord of mice treated 

with CFA or carrageenan [28]. Overall, our current data therefore indicate that activation of the 

NPFF system might represent a common feature in the development of hyperalgesia, whether 

induced by inflammation or repeated opioid stimulation.  

Detailed in vitro characterization of the newly designed MOP-NPFF hybrids revealed 

that the addition of either -Arg-Phe-NH2 (KGFF03) or -Bpa-Phe-NH2 (KGFF09) to the C-

terminus of the parent opioid structure KGOP01 not only conferred the expected NPFF1/2R 

affinity to the designed compounds, but also shows an advantageous switch of MOPr activity 

towards the G protein signaling over -arrestin-2 recruitment. Studies on -arrestin-2 knockout 

mice (-arrestin-2 KO) report less opioid-associated adverse effects, such as respiratory 

depression, constipation, analgesic tolerance and physical dependence, as well as higher opioid 

antinociceptive effects [7]. Although KGFF03 and KGFF09 are not completely devoid of the 

-arrestin-2 recruitment activity, their bias appeared sufficient for alleviating respiratory 

depression, compared to the unbiased MOPr agonist KGOP01. This result is in agreement with 

previous observations made with other G protein-biased MOPr agonists [10; 31]. KGOP01, 

KGFF03 and KGFF09 displayed similar gastrointestinal tract inhibitory effect, indicating that 

-arrestin-2 is not involved in this adverse effect. Although we cannot exclude that this could 

be due to the residual -arrestin-2 recruitment induced by KGFF03 and KGFF09, our 

observation is in agreement with recent reports questioning the effectiveness of G protein-

biased MOPr agonists in such adverse effect [1; 25; 30]. The lower efficacy of KGFF09 to 

promote MOP-induced -arrestin-2 recruitment over G protein activation could also be 

reponsible for less analgesic tolerance and physical dependence. However, reports on the 
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development of analgesic tolerance induced by opioids in -arrestin-2 KO mice or following 

chronic treatments with G protein-biased MOPr agonists are conflicting [1; 6; 25]. Concerning 

physical dependence, the severity of antagonist-precipitated withdrawal response in -arrestin-

2 KO mice was reduced only when animals were chronically treated with low doses of 

morphine [43] and the biased MOPr agonist TRV130 was reported to induce similar withdrawal 

symptoms than morphine [50]. In this study, we show that KGFF03, having a biased activity 

on the MOPr, produces similar analgesic tolerance and physical dependence to the unbiased 

KGOP01 parent opioid agonist, suggesting that -arrestin-2 bias is not critical for the 

development of these side effects. 

Similarly to other biased MOPr agonists [10; 31], KGFF09 also binds to DOPr and 

KOPr, with DOPr agonist and KOPr antagonist activities. DOP agonists have been described 

to play no or limited analgesic activity in naive animals, but display potent anti-hyperalgesic 

activity in neuropathic and inflammatory pain models in rodents [17]. Although DOPr agonist 

activity is an interesting characteristic to consider when developing multitarget analgesic drugs, 

tolerance to DOPr-mediated analgesia has a very fast onset [42], which could limit the utility 

of this activity in chronic treatment. We also found that KGFF09 displays potent KOPr 

antagonist activity, a property also shared by PZM21, the recently described biased MOP 

agonist [31]. The KOPr has been shown to display anti-MOPr activity [3; 38], and its blockade 

could present synergism with MOP and DOP agonist activity, leading to the observed analgesic 

potency of KGFF09. Moreover, as DOPr agonists and KOPr antagonists have been shown to 

have an antidepressant potential [29], KGFF09 may also have beneficial effects on the affective 

component of chronic pain syndromes.  

In summary, we report here for the first time a dual acting, G protein biased MOPr 

agonist - NPFFRs antagonist, KGFF09. The association of both properties within a single 

molecule gathers the beneficial effects of biased MOPr agonists on acute side effects 

(respiratory depression) and those of NPFFRs antagonists on chronic side effects (OIH, 

tolerance, withdrawal syndrome), altogether leading to a potent analgesic with an improved 

safety profile. Hence, our current findings pave the way to novel therapeutic strategies for the 

development of potent antinociceptive drugs with limited side effects upon both acute and 

chronic use. 
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Figures & Tables 

 

Figure 1: Design strategy and in vitro screening of KGFF peptidomimetics for affinity at 

MOPr, NPFF1R and NPFF2R. 

A: KGFF compounds combining the opioid ligand KGOP01 and NPFF ligand pharmacophores. 

From this strategy, 16 compounds were synthetized and screened in vitro for their affinity for 

the MOPr, NPFF1R and NPFF2R. 

B: Chemical diversity at the NPFF ligand pharmacophore with Arg mimetics / Orn derivatives 

serving as Arg mimetics for the NPFF ligand pharmacophore.  

C: Binding affinity constants (pKi values) were determined in radioligand competition binding 

assays with membranes from CHO cells expressing hMOPr, hNPFF1R or hNPFF2R. Values 

are mean ± SEM of at least 2 independent experiments performed in duplicate. See also Table 

S1.  
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Figure 2: In vitro functional characterization of KGFF peptidomimetics. 

A: Inhibition of forskolin-induced cAMP accumulation in HEK293-Glo20F-hMOPr cells.  

B, E: hNPFF1R activation measured by [35S]-GTPS binding with membranes from CHO-

hNPFF1R cells.  

C, F: hNPFF2R activation measured by [35S]-GTPS binding with membranes from CHO-

hNPFF2R cells.  

D: eYFP-labelled -arrestin-2 translocation to Rluc-hMOPr in HEK293 cells. Agonist specific 

BRET1 ratio were determined by subtracting BRET1 ratio of non-activated cells, and 

normalized to the maximal effect of DAMGO. 

(A, B, C) Potency constants (pEC50) and efficacy values (Emax) are shown on left panels and 

representative experiments for KGOP01, KGFF03 and KGFF09 on right panels, see also Table 

S2. Efficacy values (Emax) are relative to DAMGO (A), RFRP3 (B) or NPFF (C) response. 

NPFF1R (E) and NPFF2R (F) antagonisms were assessed with RFRP3 or NPFF dose-response 

curve, respectively, in the presence of increasing KGFF09 concentrations, see also Figure S1. 

Values are mean ± SEM of at least 2 independent experiments performed in duplicate or 

triplicate.  
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Figure 3: Antinociceptive effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 after acute sc. 

administration to mice. 

A: Time- and dose-dependent analgesic effects of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 in the tail 

immersion test after sc. administration in C57BL/6N mice. Withdrawal latencies are expressed 

in seconds and presented as mean ± SEM (n = 6-7). 

B: Time- and dose-dependent analgesic effects of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 in the 

radiant tail-flick test after sc. administration in CD1 mice. Tail-flick latencies (as %MPE) are 

shown as mean ± SEM (n = 6-8). 
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Figure 4: Adaptive responses induced by KGOP01, KGFF03 and KGFF09 after chronic sc. 

treatment of mice. 

A: Development of hyperalgesia and analgesic tolerance upon chronic treatment with KGOP01, 

KGFF03 and KGFF09. C57BL/6N mice received daily (d1 to d8) injections of KGOP01 (1.8 

µmol/kg, sc.), KGFF03 (1.2 µmol/kg, sc.), KGFF09 (7.4 µmol/kg, sc.) or saline (A, B, C). 

B: Development of hyperalgesia upon chronic treatment of C57BL/6N mice with KGOP01, 

KGFF03 and KGFF09. Basal nociceptive values were measured for two days before drug 

treatment and once daily before drug administration (d1 to d8), using the tail immersion test. 

Each day of injection is shown with an arrowhead. 
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C: Development of analgesic tolerance upon chronic treatment of C57BL/6N mice with 

KGOP01, KGFF03 and KGFF09. Comparison between groups of area-under-the-curve (AUC) 

values over the 0-7h time course is shown on the left panel and development of tolerance (%) 

at day 8 relative to day 1 on the right panel. 

D: Effect of KGOP01, KGFF03 or KGFF09 on naltrexone-precipitated withdrawal signs after 

chronic treatment of C57BL/6N mice. The different signs of withdrawal were measured over 

30 min immediately after naltrexone injection (1 mg/kg, sc.) and a global withdrawal score 

(GWS) was calculated. KGOP01 (1.8 µmol/kg, sc.), KGFF03 (1.2 µmol/kg, sc.) and KGFF09 

(7.4 µmol/kg, sc.) were administered twice daily for 7 days. See also Figure S3. 

E: Effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 on respiratory frequency after sc. administration 

to C57BL/6N mice, measured by whole body mouse plethysmography immediately after 

injection of KGOP01 (1.8 µmol/kg, sc.), KGFF03 (1.2 µmol/kg, sc.), KGFF09 (7.4 µmol/kg, 

sc.) or saline (sc.). Comparison between groups of respiratory frequency (left panel) and area-

under-the curve (AUC, right panel) values over the 100 min kinetics are shown.  

Data are expressed as mean ± SEM. Groups were compared using one-way (C right panel, and 

D, E right panel) or two-way (B, C left panel, and E left panel) ANOVA with Bonferroni post 

hoc test *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 as compared to saline, ##p<0.01 as compared to 

KGOP01, +p<0.001 as compared to KGFF09. 
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Figure 5: KGFF09 induces antinociception with reduced tolerance and anti-hyperalgesia in 

mice with inflammatory pain.  

C57BL/6N mice were injected on day 1 with CFA or saline in the tail, and then daily 

administered with KGOP01 (1.8 µmol/kg/d, sc.), KGFF03 (1.2 µmol/kg/d, sc.), KGFF09 (7.4 

µmol/kg/d, sc.) or saline (sc., CFA/saline and saline/saline). 

A: Analgesic tolerance to the thermal antinociceptive effect was measured 2 h after daily sc. 

administration on days 2 – 3 – 5 – 7 by the tail immersion test. Comparison between groups of 

the %MPE (left panel) and tolerance (%) at day 7 relative to day 2 (right panel) are shown. 

B: Analgesic tolerance to the mechanical antinociceptive effect was measured 2 h after daily 

sc. injection on days 2 – 4 – 6 – 8 by the tail pressure test. Comparison between groups of 

percentage of the %MPE (left panel) and tolerance (%) at day 8 relative to day 2 (right panel) 

are shown.  

C, D: Anti-hyperalgesic activity of KGOP01, KGFF03 and KGFF09. Basal nociceptive 

thresholds were measured by the tail immersion test (C) or tail pressure test (D) once daily 

before drug administration to visualize CFA-induced pain hypersensitivity.  

Data are expressed as mean ± SEM, n = 8-10. Statistical significance was calculated with two-

way ANOVA with Bonferroni post hoc test *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 vs saline mice, 

+p<0.5, ++p<0.01, +++p<0.001 vs KGOP01, and with one-way ANOVA with Bonferroni post 

hoc test ###p<0.001 vs KGFF09. 
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Supplemental Digital Content: 

Materials and Methods Supplemental Digital Content 1, which describes peptide 

characterization and synthesis of the arginine mimetics and ornithine mimetics. 

Table Supplemental Digital Content 2, which summarize affinity constant (Ki) values of KGFF 

compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R.  

Table Supplemental Digital Content 3, which summarize agonist activity constants (Ec50 and 

Emax) values of KGFF compounds for MOPr, NPFF1R, and NPFF2R. 

Figure Supplemental Digital Content 4, which shows in vitro characterization of KGFF03 and 

KGFF09 on NPFFRs.  

Table Supplemental Digital Content 5, which summarize binding affinity constant (Ki) values 

and agonist activity constant (Ec50 and Emax) values of KGFF compounds for human DOPr, 

KOPr, and NOPr. 

Figure Supplemental Digital Content 6, which shows in vitro characterization of KGOP01, 

KGFF03 and KGFF09 on opioid receptors.  

Table Supplemental Digital Content 7, which summarize affinity constant (Ki) values of KGFF 

compounds for GPR10, GPR54 and GPR103.  

Figure Supplemental Digital Content 8, which shows effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 

on naltrexone-precipitated withdrawal signs after chronic exposure in mice.  

Figure Supplemental Digital Content 9, which shows effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 

on gastro-intestinal motility and motor coordination. 

Figure Supplemental Digital Content 10, which shows acute antinociceptive time-course of 

KGOP01, KGFF03 and KGFF09 in CFA-induced pain model. 
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SDC Material and Methods 

Materials 

Naltrexone hydrochloride, forskolin, 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), [D-

Ala2,Me-Phe4,Gly-ol5]enkephalin (DAMGO), probenecid and Complete Freund’s Adjuvant 

(CFA) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Glass bead were 

purschased from SigmAldrich Chemicals (St; Louis, MO, USA). [D-Pen2, D-Pen5]enkephalin 

(DPDPE) and dynorphin were obtained from Abcam (Paris, France), nociception from 

Polypeptide (Strasbourg, France), morphine hydrochloride from Francopia (Paris, France) and 

the Fluo-4 acetoxymethyl ester from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). 

Human RF-amide peptides were obtained from Genecust (Luxembourg; Kp-10, NPFF, 

QRFP26 or 26RFa, PrRP-20 and RFRP-3). [125I]-1-DMe-NPFF (2200 Ci/mmol) and [3H]-

PrRP-20 (150 Ci/mmol) were obtained from Hartmann Analytic (Braunschweig, Germany). 

[35S]Guanosine 5’-O-[-thio] triphosphate ([35S]GTPS; 1250 Ci/mmol), [3H]-diprenorphine 

(42.3Ci/mmol), [3H]-nociceptine (114.7Ci/mmol), [125I]-Kp-10 (2200 Ci/mmol) and [125I]-

QRFP43 (2200 Ci/mmol) were purchased from Perkin Elmer Life and Analytical Sciences 

(Courtaboeuf, France) and Luciferin from Synchem UG & Co KG (Felsberg, Germany). All 

other chemicals were of analytical grade and obtained from standard commercial sources. 

 

Synthesis and compound characterization 

General 

 Thin-layer chromatography (TLC) was performed on glass plates precoated with silica 

gel 60F254 (Merck, Darmstadt, Germany) using the mentioned solvent systems. Mass 

Spectrometry (MS) was done on a Micromass Q-Tof Micro spectrometer with electrospray 

ionisation (ESI). Data collection and spectrum analysis was done with Masslynx software. 

Analytical RP-HPLC was performed using a Waters 717plus Autosampler, a Waters 1525 

Binary HPLC Pump and a Waters 2487 Dual Absorbance Wavelength Detector (Milford, MA), 

with a Grace (Deerfield, IL) Vydac RP C18 column (25 cm x 4.6 mm x 5 m) using UV 

detection at 215 nm. The mobile phase is a mixture of water and acetonitrile and contains 0.1% 

TFA. The used gradient runs from 3 to 100% acetonitrile in 20 minutes at a flow rate of 1 

mL/min. Preparative RP-HPLC purification was done on a Gilson (Middleton, WI) HPLC 

system with Gilson 322 pumps, controlled by the software package Unipoint, and a reversed 

phase C18 column (Discovery®BIO SUPELCO Wide Pore C18 column, 25 cm x 2.21 cm, 5 
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mm) with a linear gradient of 1%/min increase of acetonitrile in water (both having 0.1% TFA). 

After purification, the purity of all compounds was evaluated as being more than 95% by 

analytical RP-HPLC. All fractions were lyophilized using a Flexy-Dry lyophilizer (FTS 

Systems, Warminster, PA). 1H and 13C NMR spectra were recorded at 500 and 125 MHz on a 

Bruker Avance II 500 or at 400 and 100.62 MHz on a Bruker Avance 400 (Bruker Corp, 

Billerica, MA). Tetramethylsilane (TMS) or residual solvent signals are used as internal 

standard. The solvent used is mentioned in all cases, and the abbreviations used are as follows: 

s (singlet), d (doublet), dd (double doublet), t (triplet), q (quadruplet) and m (multiplet). 

 

Peptide characterization 

H-Dmt-D-Arg-Aba-Gly-Arg-Phe-NH2 (KGFF01). Preparative RP-HPLC yielded the desired 

compound (white powder, 15%). HPLC: tR = 9.9 min. TLC Rf 0.69 (EBAW). HRMS (ESP+) 

found m/z 884.4915 [M+ H]+, [C44H61N13O7 + H+] required 884.4890. 

H-Dmt-D-Arg-Aba-Gly-Arg-Phe-OH (KGFF02). Preparative RP-HPLC yielded the desired 

compound (white powder, 20%). HPLC: tR = 10.4 min. TLC Rf 0.65 (EBAW). HRMS (ESP+) 

found m/z 885.4764 [M + H ]+, [C44 H60 N12O8 + H +] required 885.4730. 

H-Dmt-D-Arg-Aba--Ala-Arg-Phe-NH2 (KGFF03). Preparative RP-HPLC yielded the 

desired compound (white powder, 18%). HPLC: tR = 10.0 min. TLC Rf 0.67 (EBAW). HRMS 

(ESP+) found m/z 898.5076 [M + H+], [C45H63N13O7 + H+] required 898.5046. 

H-Dmt-D-Arg-Aba-Gly-Orn-Phe-NH2 (KGFF04). Preparative RP-HPLC yielded the desired 

compound (white powder, 17%). HPLC: tR = 9.9 min. TLC Rf 0.67(EBAW). HRMS(ESP+) 

found m/z 842.4694 [M+ H]+, [C43H59N11O7 + H+] required 842.4672. 

H-Dmt-D-Arg-Phe-Orn-Phe-NH2 (KGFF05). Preparative RP-HPLC yielded the desired 

compound (white powder, 27%). HPLC: tR = 10.1 min. TLC Rf 0.67 (EBAW). HRMS (ESP+) 

found m/z 773.4477 [M + H]+, [C40H56N10O6 + H+] required 773.4457. 

H-Dmt-Arg-Phe-NH2 (KGFF06). Preparative RP-HPLC yielded the desired compound (white 

powder, 44%). HPLC: tR = 10.1 min. TLC Rf 0.68 (EBAW). HRMS (ESP+) found m/z 

512.2994 [M + H+], [C26H37N7O4 + H+] required 512.2980. 

H-Dmt-D-Arg-Phe-NH2 (KGFF07). Preparative RP-HPLC yielded the desired compound 

(white powder, 63%). HPLC: tR = 8.9 min. TLC Rf 0.71 (EBAW). HRMS (ESP+) found m/z 

512.2977 [M + H+], [C26H37N7O4 + H+] required 512.2980. 
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H-Dmt-D-Arg-Aba--Ala-Apa-Phe-NH2 (KGFF08). Preparative RP-HPLC yielded the 

desired compound (white powder, 20%). HPLC: tR = 10.2 min. TLC Rf 0.46 (EBAW). HRMS 

(ESP+) found m/z 924.5476 [M + H+], [C49H69N11O7 + H+] required 924.5454. 

H-Dmt-D-Arg-Aba--Ala-Bpa-Phe-NH2 (KGFF09). Preparative RP-HPLC yielded the 

desired compound (white powder, 17%). HPLC: tR = 12.0 min. TLC Rf 0.67 (EBAW). HRMS 

(ESP+) found m/z 1014.5931 [M + H+], [C56H75N11O7 + H+] required 1014.5923. 

H-Dmt-Apa-Phe-NH2 (KGFF10). Preparative RP-HPLC yielded the desired powder, (25%). 

HPLC: tR = 10.0 min. TLC Rf 0.43 (EBAW). HRMS (ESP+) found m/z [C30H43N5O4 + H+] 

required 538.3388. 

H-Dmt-Bpa-Phe-NH2 (KGFF11). Preparative RP-HPLC yielded the desired powder, (9%). 

HPLC: tR = 12.0 min. TLC Rf 0.70 (EBAW). HRMS (ESP+) found m/z [C37H49N5O4 + H+] 

required 628.3857. 

H-Dmt-D-Arg-Aba-NH (KGFF12). Preparative RP-HPLC yielded the desired powder, (15%). 

HPLC: tR = 9.0 min. TLC Rf 0.66 (EBAW). HRMS (ESP+) found m/z [C27H37N7O4 + H+] 

required 524.2980. 

H-Dmt-D-Arg-Phe-NHMe (KGFF13). Preparative RP-HPLC yielded the desired compound 

(white powder, 8%). HPLC: tR = 9.0 min. TLC Rf 0.66 (EBAW). HRMS (ESP+) found m/z 

526.3140 [M + H+], [C31H39F6N7O6 + H+] required 526.3136. 

H-Dmt-D-Arg-Aba--Ala-Lys(Bim)-Phe-NH2 (KGFF14). Preparative RP-HPLC yielded the 

desired compound (white powder, 22%). HPLC: tR = 11.2 min. TLC Rf 0.69 (EBAW). HRMS 

(ESP+) found m/z 986.5317 [M + H+], [C52H67N13O7 + H+] required 986.5359. 

H-Dmt-D-Arg-Aba--Ala-Lys(Box)-Phe-NH2 (KGFF15). Preparative RP-HPLC yielded the 

desired compound (white powder, 43%). HPLC: tR = 11.3 min. TLC Rf 0.74 (EBAW). HRMS 

(ESP+) found m/z 987.5257 [M + H+], [C52H66N12O8 + H+] required 987.5200. 

H-Dmt-D-Arg-Aba--Ala-Lys(Bth)-Phe-NH2 (KGFF16). Preparative RP-HPLC yielded the 

desired compound (white powder, 39%). HPLC: tR = 11.4 min. TLC Rf 0.70 (EBAW). HRMS 

(ESP+) found m/z 1003.4985 [M + H+], [C52H66N12O7S + H+] required 1003.4970. 

Synthesis of the arginine mimetics  
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Synthesis of Boc-Lys(NC)-OMe 

Boc-Lys-OMe hydrochloride (3.00 g, 10.1 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in ethylformate 

(28.8 mL, 35.5 mmol, 35 equiv.). To this solution, triethylamine (1.4 mL, 10.1 mmol, 1.0 

equiv.) was added and stirred for 4 h at 80 °C. After cooling down to room temperature, the 

mixture was evaporated in vacuo. The crude formamide was obtained as a white solid and used 

without further purification. The formamide was dissolved in dry CH2Cl2 (20 mL) and 

triethylamine (7.0 mL, 50.5 mmol, 5.0 equiv.) was added to this solution. The solution was 

flushed with argon and cooled to 0 °C. Subsequently, phosphoryl chloride (1.4 mL, 15.2 mmol, 

1.5 equiv.) was added dropwise while stirring. After the addition, the ice bath was removed and 

the mixture was stirred for an additional 2.5 h at room temperature. The mixture was poured in 

cold water (30 mL) and extracted with CH2Cl2 (3 x 30 mL). The combined organic layers were 

washed with water and brine (2 x 30 mL) and dried over MgSO4. After concentration, the 

product was purified by flash chromatography using heptane/EtOAc (1/1) as eluent. (S)-methyl-

2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-6-isocyanohexanoate was obtained in 80 % yield. Yield: 80% 

(yellow oil, 3.64 g); Formula: C13H22N2O4; MW = 270.32 g/mol; TLC Rf: = 0.59 

(EtOAc/heptane 1/1); 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) in ppm  1.44 (s, 9H), 1.48-1.55 (m, 2H), 

1.63-1.72 (m, 3H), 1.82-1.89 (m, 1H), 3.39 (t, J =6.0 Hz, 2H), 3.75 (s, 3H), 4.31 (br s, 1H), 5.04 

(br s, 1H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) in ppm : 22.1, 28.3, 28.5, 32.0, 41.3 (t, J= 6.4 Hz), 

52.4, 53.0, 80.1, 155.4, 156.4, 172.9. 

 

Synthesis of Boc-Lys(Bim-PMB)-OMe 

A 25 mL Kjeldahl flask was flame dried under vacuum and refilled with argon. Subsequently, 

the vial was charged with Pd(OAc)2 (11 mg, 0.05 mmol, 0.05 equiv.), N-(p-methoxybenzyl)-o- 

phenylenediamine (228 mg, 1.00 mmol, 1.0 equiv.) and 4 Å molecular sieves (300 mg). The 

flask was equipped with a reflux condenser, evacuated and back filled with O2 (three times). 

(S)-methyl-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-6-isocyanohexanoate (324 mg, 1.20 mmol, 1.2 
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equiv.) was dissolved in 2-MeTHF (1 mL) in a separate vial under argon. This mixture was 

added to the Kjeldahl flask followed by 2-MeTHF (1.5 mL). The reaction mixture was stirred 

at 75 °C under O2 atmosphere for 21 h. After cooling down to room temperature, the solution 

was filtered through celite using EtOAc (50 mL) and concentrated in vacuo. The product was 

purified by automated flash chromatography applying a heptane/EtOAc gradient (from 100% 

heptane to 10% EtOAc, 25 mL/min). Methyl-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-6-((1-(4-

methoxybenzyl)-1H-benzoimidazol-2-yl)amino)hexanoate was obtained in 86% (425 mg) 

yield. Yield: 86% (brown oil, 425 mg); Formula: C27H36N4O5; MW = 496.60 g/mol; TLC Rf = 

0.61 (acetone/heptane 1/4); HPLC: tR = 14.8 min; HRMS (ES+): found 497.2744, calculated 

497.2758 [M+H]+; 1H-NMR (CDCl3, 400MHz) in ppm  1.23-1.40 (m,4H), 1.43(s,9H), 1.57-

1.67 (m,4H), 1.75-1.81 (m, 2H), 3.47 (q, J =6.5 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 4.01 (br s, 

1H), 4.25 (br s, 1H), 5.02 (br s, 3H), 6.85-6.88 (m, 2H), 7.01-7.14 (m, 5H), 7.51 (d, J =7.8 Hz, 

1H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) in ppm : 22.5, 28.2, 29.1, 32.2, 42.9, 45.0, 52.0, 53.2, 55.1, 

79.7, 107.1, 114.4, 116.2, 119.5, 121.1, 127.3, 127.7, 134.6, 142.1, 154.2, 155.3, 159.3, 173.1. 

 

Synthesis of Boc-Lys(Box)-OMe 

A 25 mL Kjeldahl flask was flame dried under vacuum and refilled with argon. Subsequently, 

the vial was charged with Pd(OAc)2 (11 mg, 0.05 mmol, 0.05 equiv.), 2-aminophenol (109 mg, 

1.0 mmol, 1.0 equiv.) and 4 Å molecular sieves (300 mg). The flask was equipped with a reflux 

condensor, evacuated and back filled with O2 (three times). (S)-methyl-2-((tert-

butoxycarbonyl)amino)-6- isocyanohexanoate (324 mg, 1.20 mmol, 1.2 equiv.) was dissolved 

in 2-MeTHF (1 mL) in a seperate vial under argon. This mixture was added to the Kjeldahl 

flask followed by 2-MeTHF (1.5 mL). The reaction mixture was stirred at 75 °C under O2 

atmosphere for 21 h. After cooling down to room temperature, the solution was filtered through 

celite using EtOAc (50 mL) and concentrated in vacuo. The product was purified by an 

automated flash chromatography applying a heptane/EtOAc gradient (from 100% heptane to 

10% EtOAc, 25 mL/min). Tert-butyl 6-(benzoxazol-2-ylamino)-2- 

((methoxycarbonyl)amino)hexanoate was obtained in 72% (270 mg) yield. Yield: 72% (brown 

solid, 270 mg); Formula: C19H27N3O5; MW = 377.43 g/mol; TLC Rf = 0.32 (EtOAc/heptane 

1/1); HPLC tR = 13.0 min; HRMS (ES+): found 378.2000, calculated 378.2023 [M+H]+; 1H-

NMR(CDCl3,400MHz) in ppm  =1.44-1.51(s,11H), 1.64-1.90(m,4H), 3.48(m,2H), 

4.73(s,3H), 4.32 (br s, 1H), 5.08 (s, 2H), 7.02 (td, J =7.8, 1.0 Hz, 1H), 7.15 (td, J =7.7, 0.8 Hz, 

1H), 7.22 (d, J =7.9 Hz, 1H), 7.36 (d, J =7.7 Hz, 1H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) in ppm  
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22.6, 28.5, 29.2, 32.8, 43.0, 52.5, 53.2, 80.2, 108.8, 116.5, 121.0, 124.0, 143.2, 148.7, 155.7, 

162.2, 173.3. 

 

Synthesis of Boc-Lys(Bth)-OMe 

A 25 mL Kjeldahl flask was flame dried under vacuum and refilled with argon. Subsequently, 

the vial was charged with Pd(OAc)2 (11 mg, 0.05 mmol, 0.05 equiv.), 2-aminothiophenol 

(107µl, 1.00 mmol, 1.0 equiv.) and 4 Å molecular sieves (300 mg). The flask was equipped 

with a reflux condensor, evacuated and back filled with O2 (three times). (S)-methyl-2-((tert-

butoxycarbonyl)amino)-6-isocyanohexanoate (324 mg, 1.20 mmol, 1.2 equiv.) was dissolved 

in 2-MeTHF (1 mL) in a seperate vial under argon. This mixture was added to the Kjeldahl 

flask followed by 2-MeTHF (1.5 mL). The reaction mixture was stirred at 75 °C under O2 

atmosphere for 21 h. After cooling down to room temperature, the solution was filtered through 

celite using EtOAc (50 mL) and concentrated in vacuo. The product was purified by an 

automated flash chromatography applying a heptane / EtOAc gradient (from 100% heptane to 

10% EtOAc, 25 mL/min). Tert-butyl 6-(benzothiazol-2-ylamino)-2- 

((methoxycarbonyl)amino)hexanoate was obtained in 80% yield. Yield: 80% (white solid, 316 

mg); Formula: C19H27N3O4S; MW: 393.50 g/mol; TLC Rf: = 0.61 (EtOAc/heptane 1/2); HPLC: 

tR = 13.1 min; HRMS (ES+): found 394.1779, calculated 394.1795 [M+H]+; 1H-NMR (CDCl3, 

400 MHz) in ppm  1.44-1.48 (m, 10H), 1.50-1.67 (m, 3H), 1.84-1.89 (m, 1H), 3.44 (t, J =6.8 

Hz, 2H), 3.73 (s, 3H), 4.32 (br s, 1H), 5.07 (br s, 1H), 5.41 (br s, 1H), 7.07 (td, J= 7.6, 0.9 Hz, 

1H), 7.26-7.30 (m, 1H), 7.53 (d, J =7.8 Hz, 1H), 7.57 (d, J =7.8 Hz, 1H); 13C-NMR (CDCl3, 

100 MHz) in ppm : 22.8, 28.5, 29.1, 31.0, 32.8, 45.3, 52.5, 53.2, 80.2, 119.1, 120.9, 121.7, 

126.1, 130.6, 152.7, 167.4, 173.3. 

 

Boc-Lys(Bim-PMB)-OH 

Boc-Lys(Bim,PMB)-OMe (250 mg, 0.50 mmol) was dissolved in a mixture of THF/H2O (7:1, 

total 3.2 mL). Lithium hydroxide monohydrate (148 mg, 3.52 mmol, 7 equiv.) was added and 

continuously stirred for 16 h at room temperature. The reaction mixture was concentrated by 

evaporation and resuspended in H2O (10 mL). The aqueous phase was washed with CH2Cl2 (2 

x 5 mL) and carefully acidified to pH = 3, as indicated by pH paper, with 1N HCl. The aqueous 

layer was extracted with CH2Cl2 (4 x 10 mL). The combined organic layers were collected, 

washed with brine (1x 20 mL) and dried over MgSO4, filtered and concentrated to obtain the 
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corresponding carboxylic acid as a pink solid in 87% yield. The building block was used in Boc 

-based SPPS without further purification. Yield: 87% (211 mg); HPLC: tR = 14.0 min; HRMS: 

(ES+): found 483.2580, calculated 493.2602 [M+H]+. 

 

Boc-Lys(Box)-OH 

Boc-Lys(Box)-OMe (190 mg, 0.50 mmol) was dissolved in a mixture of THF/H2O (7:1, total 

3.2 mL). Lithium hydroxide monohydrate (148 mg, 3.52 mmol, 7 equiv.) was added and 

continuously stirred for 16 h at room temperature. The reaction mixture was concentrated by 

evaporation and resuspended in H2O (10 mL). The aqueous phase was washed with CH2Cl2 (2 

x 5 mL) and carefully acidified to pH = 3, as indicated by pH paper, with 1N HCl. The aqueous 

layer was extracted with CH2Cl2 (4 x 10 mL). The combined organic layers were collected and 

washed with brine (1 x 20 mL) and dried over MgSO4, filtered and concentrated to obtain the 

corresponding carboxylic acid as a pink solid in 74% yield (135 mg). The building block was 

used in Boc-based SPPS without further purification. Yield: 74% (135 mg); HPLC: tR = 11.8 

min; HRMS (ES+): found 364.1867, calculated 364.1867 [M+H]+. 

 

Boc-Lys(Bth)-OH 

Boc-Lys(Bth)-OMe (198 mg, 0.50 mmol) was dissolved in a mixture of THF/H2O (7:1, total 

3.2 mL). Lithium hydroxide monohydrate (148 mg, 3.52 mmol, 7 equiv.) was added and 

continuously stirred for 16 h at room temperature. The reaction mixture was concentrated by 

evaporation and resuspended in H2O (10 mL). The aqueous phase was washed with CH2Cl2 (2 

x 5 mL) and carefully acidified to pH = 3, as indicated by pH paper, with 1N HCl. The aqueous 

layer was extracted with CH2Cl2 (4 x 10 mL). The combined organic layers were collected and 

washed with brine (1 x 20 mL) and dried over MgSO4, filtered and concentrated to obtain the 

corresponding carboxylic acid as a pink solid in 72% yield. The building block was used in 

Boc-based SPPS without further purification. Yield: 72% (13 8 mg); HPLC: tR = 12.1 min; 

HRMS (ES+): found 380.1617, calculated 380.1638 [M+H]+. 

 

Chiral derivatization of Boc-Lys(Bim,PMB)-OH, Boc-Lys(Box)-OH and Boc-Lys(Bth)-

OH with Marfey’s reagent (FDAA)  
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The chiral derivatization was performed starting from the N-Boc-deprotected substrates. 

Compounds (10 mg) are treated with a cocktail of TFA/CH2Cl2 (1:1) for 1 h and concentrated. 

The crude was redissolved in H2O with a minimal amount of AcN and lyophilized to obtain the 

deprotected mimetics as white to off-white solids in quantitative yields. The samples were 

analyzed via LC/MS and used without further purification.  

Subsequently, the enantiomeric purity was checked via chiral derivatization with Marfey’s 

reagent (FDAA). For this, a stock solution of 20.0 mM FDAA in acetone was prepared (5.44 

mg FDAA/1 mL acetone). The analyte (1 mg) was dissolved in 1 mL 1 M NaHCO3. Two equiv. 

of the stock solution were added to 100 µL of the analyte solution and the mixture was incubated 

at 40°C overnight. After quenching with 100 µL of a 1 M HCl solution, the sample was diluted 

to 1 mL with water and analyzed by LC-MS. Integration of the peak area (340 nm) gave an 

estimate of the enantiomeric excess. The derivatized product was obtained as a single peak, 

indicating that no epimerization took place during the synthesis. 

Further analysis of the enantiomeric excess was performed by coupling of Boc-Lys(Bim-PMB)-

OH to HCl.H- Ala-OMe by use of EDC/HOAt (1.6 equiv.) to yield the dipeptide. Analysis via 

HPLC showed only one single peak and NMR did not show any trace of the other diastereomer. 

 

Synthesis of 4-amino-tetrahydro-aminobenzazepinon (Aba)-NH 

N-Boc-ortho-aminomethyl-L-Phe (507 mg, 1.72 mmol, 1 equiv.), was submitted to an 

intramolecular cyclization [1]. The product was dissolved in 172 mL of CH2Cl2 (10 mM) and 

EDC.HCl (495 mg, 2.58 mmol, 1.5 equiv.), Et3N (601 µL, 4.31 mmol, 2.5 equiv.) and 

HOBt.H2O (396 mg, 2.58 mmol, 1.5 equiv.) were added. The reaction was stirred for 16 h and 

then the organic phase was washed with 20% citric acid and sat. NaHCO3-solution. The solvent 

was dried with MgSO4 and evaporated. The product was purified by flash chromatography 

using ethyl acetate/petroleum ether (4/6) to give a white solid in 19% yield. Yield: 19% (92.4 

mg); Formula: C15H20N2O3; MW = 276.15g/mol; TLC Rf = 0.34 (EtOAc/petroleum ether4/6); 

HPLC tR = 13.9 min; MS (ES+) : 277 [M + H]+, 299 [M + Na]+, 177 [M- Boc]+; Melting interval 

149.0-150.5°C; 1H-NMR (CDCl3, 500MHz) in ppm : 1.46 (9H, s, Boc), 2.97 (1H, dd, 

2J=16.7Hz, 3J=13.0Hz, H), 3.41 (1H, dd, 2J= 16.9 Hz, 3J= 3.2 Hz, H’) 3.96 (1H, dd, 2J= 16.7 

Hz, 3J= 7.1 Hz, H), 4.85 (1H, dd, 2J= 16.5 Hz, 3J= 3.8 Hz, H’), 5.86 (1H, d, 2J= 5.8 Hz, NH), 

7.01 (1H, d, 3J= 7.5 Hz, CH arom.), 7.10 (2H, m, CH arom.), 7.19 (1H, m, CH arom.); 13C-

NMR (CDCl3, 125 MHz) in ppm : 28.6 (Boc), 37.2 (-CH2), 46.0 (-CH2), 49.4 (-CH), 79.9 
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(Cq Boc), 126.5 (CH arom.), 128.0 (CH arom.), 128.4 (CH arom.), 131.3 (CH arom.), 134.2 

(Cq arom.), 135.7 (Cq arom.), 155.4 (C=O Boc), 174.4 (C=O Aba). 

The product could be deprotected with 50% TFA in CH2Cl2 for 2 h and directly coupled to 

the dipeptide. 
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Table SDC2: Binding affinity constant (Ki) values of KGFF compounds 

for human MOPr, NPFF1R and NPFF2R. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data are mean ± SEM of at least 2 independent experiments performed in duplicate. Ki values 

were determined from competition binding curves using [3H]-diprenorphine for MOPr, and 

[125I]-1-DMe-NPFF for NPFF1R and NPFF2R. 

Ki ± SEM (nM) 

compound MOPr NPFF1R NPFF2R 

DAMGO 14.6 ± 3.8 nd nd 

RFRP3 nd 0.053 ± 0.003 nd 

NPFF nd nd 0.28 ± 0.16 

KGOP01 0.12 ± 0.02 4,600 ± 1,300 4,500 ± 1,800 

KGFF01 0.59 ± 0.21 57 ± 10 1.2 ± 0.5 

KGFF02 0.59 ± 0.15 2,540 ± 460 251 ± 25 

KGFF03 0.24 ± 0.03 2.7 ± 0.3 0.077 ± 0.01 

KGFF04 0.67 ± 0.29 780 ± 90 45 ± 8 

KGFF05 3.2 ± 1.1 3,100 ± 1,100 360 ± 50 

KGFF06 46 ± 22 147 ± 20 15.9 ± 1.8 

KGFF07 0.29 ± 0.13 11.8 ± 3.6 84 ± 26 

KGFF08 0.94 ± 0.19 136 ± 26 3.9 ± 0.1 

KGFF09 2.43 ± 0.18 83 ± 21 3.2 ± 0.7 

KGFF10 68 ± 48 >10,000 2,100 ± 600 

KGFF11 >10,000 2,720 ± 760 406 ± 95 

KGFF12 0.17 ± 0.05 2,490 ± 1,170 375 ± 108 

KGFF13 0.11 ± 0.05 147 ± 16 206 ± 47 

KGFF14 1.6 ± 0.3 4.54 ± 0.01 4.15 ± 1.35 

KGFF15 1.8 ± 0.9 88 ± 8 9.6 ± 0.6 

KGFF16 2.6 ± 1.3 80 ± 13 10.4 ± 2.3 
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Table SDC3: Agonist activity constant (EC50 and Emax) values of KGFF compounds for human 

MOPr, NPFF1R and NPFF2R. 

compound 

MOPr 

(cAMP) 

MOPr 

(β-arrestin-2) 

NPFF1R 

(GTPS) 

NPFF2R 

(GTPS) 

EC50 

(nM) 

Emax 

(%) 

EC50 

(nM) 

Emax 

(%) 

EC50 

(nM) 

Emax 

(%) 

EC50 

(nM) 

Emax 

(%) 

DAMGO 
80.4 ± 23.2 

100 ± 

4 
240 ± 65 

100 ± 

2 
nd 

 
nd 

nd 

RFRP3 
nd 

   
10.1 ± 2.8 

100 ± 

10 
nd 

nd 

NPFF nd    nd nd 18.2 ± 6.4 100 ± 4 

KGOP01 0.204 ± 

0.05 

89 ± 2 
1.6 ± 0.1 

103 ± 

9 

> 10,000 nd > 10,000 nd 

KGFF01 
2.4 ± 1.0 

101 ± 

7 

  
155 ± 25 

44 ± 8 
128 ± 23 

95 ± 6 

KGFF02 1.5 ± 0.7 89 ± 2   nd nd nd nd 

KGFF03 
12.0 ± 2 

92 ± 1 
33.9 ± 8.8 

41 ± 

11 
84.8 ± 22.2 

88 ± 7 
11 ± 2 

111 ± 

17 

KGFF04 9.5 ± 1.5 70 ± 4   >10,000 25 ± 4 963 ± 168 67 ± 3 

KGFF05 59.3 ± 24.5 94 ± 2   nd nd nd nd 

KGFF06 2,300 ± 300 nd   nd nd nd nd 

KGFF07 
1.7 ± 0.4 

102 ± 

2 

  
87 ± 7 

84 ± 8 1,930 ± 

66 

87 ±2 

KGFF08 
9.9 ± 2.0 

102 ± 

3 

  
>10,000 

23± 1 
574 ± 129 

97 ±2 

KGFF09 
18.2 ± 6.1 

85 ± 2 56.4 ± 

26.5 

42 ± 2 
176 ± 66 

10 ± 2 
157 ± 49 

38 ± 14 

KGFF10 
598 ± 35 

91 ± 

10 

  
nd 

nd 
nd 

nd 

KGFF11 >10,000 nd   nd nd nd nd 

KGFF12 
2.7 ± 1.5 

103 ± 

4 

  
>10,000 

13 ± 3 
>10,000 

32 ± 17 

KGFF13 1.0 ± 0.4 97 ± 2   >10,000 39 ± 2 >10,000 68 ± 8 

KGFF14 5.9 ± 2.5 99 ± 4   76 ± 26 74 ± 1 89 ± 7 73 ± 18 

KGFF15 
4.1 ± 1.7 

92 ± 

13 

  1,020 ± 

610 

51 ± 5 
930 ± 210 

105 ± 

15 

KGFF16 6.2 ± 2.0 93 ± 6   273 ± 115 51 ± 7 526 ± 12 88 ± 12 
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Efficacy (Emax) is expressed as the percentage relative to the reference compound (DAMGO, 

RFRP3 and NPFF for MOPr, NPFF1R and NPFF2R, respectively). Values are mean ± SEM of 

at least 2 independent experiments performed in duplicate. nd, not determined. 
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Figure SDC 4: in vitro characterization of KGFF03 and KGFF09 on NPFFRs.  

Agonist (A) or antagonist (B) activity of KGFF03 and KGFF09 measured by inhibition of 

forskoline-induced cAMP accumulation (A, B) in HEK293-Glo20F cells stably expressing 

NPFF1R. Data are expressed as percentage of maximal cAMP levels. Agonist (C) or antagonist 

(D) activity of KGFF03 and KGFF09 measured by Ca2+ release (C, D) in HEK293-Glo20F 

cells stably expressing NPFF2R. Data are expressed as percentage of maximal digitonine-

induced Ca2+ response, relative to basal. Data are mean ± SEM of at least 2 independent 

experiments performed in duplicate.  
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Table SDC 5: Binding affinity constant (Ki) values and activity agonist constant (EC50 and 

Emax) values of KGFF compounds for human DOPr, KOPr and NOPr. 

Ki values were determined from competition binding curves using [3H]-diprenorphine for DOP 

and KOP receptor and [3H]-nociceptin for NOP receptor. Efficacy (Emax) is expressed as the 

percentage relative to the referent compound (DPDPE, dynorphin A and nociceptin respectively 

for DOP, KOP and NOP receptors). Data are mean ± SEM of at least two independent 

experiments performed in duplicate. nd, not determined. 

 

  

compound 
 DOPr 

(cAMP) 

 KOPr 

(cAMP) 

 NOPr 

(cAMP) 

 Ki (nM) EC50 (nM) Emax (%) Ki (nM) EC50 (nM) Emax (%) Ki (nM) EC50 (nM) Emax (%) 

Naloxone 15.9 ± 2.3   8.4 ± 4.3      

DPDPE 57.1 ± 18.8 0.8 ± 0.3 100 ± 11 nd nd nd nd nd nd 

Dynorphin A nd nd nd nd 1.0 ± 0.4 100 ± 14 nd nd nd 

Nociceptin nd nd nd nd nd nd 0.0013 ± 0.0002 0.568 ± 0.004 100 ± 3 

KGOP01 5.1 ± 0.5 0.16 ± 0.01 91 ± 2 37.3 ± 9.6 > 10,000 18 ± 1 > 10,000 nd nd 

KGFF03 9.1 ± 0.7 0.34 ± 0.12 89 ± 6 108 ± 28 95 ± 3 34 ± 11 289 ± 3 > 10,000 15 ± 2 

KGFF09 186 ± 77 0.78 ± 0.01 90 ± 3 3.2 ± 0.8 > 10,000 15 ± 1 209 ± 2 > 10,000 7 ± 3 



 149 

 

Figure SDC 6: In vitro characterization and selectivity of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 

for activity at DOPr, DOPr and NOPr. 

Agonist (A, B and E) or antagonist (C, D, F and G) activity of KGOP01, KGFF03 and 

KGFF09 measured by inhibition of forskoline-induced cAMP accumulation in HEK293-

Glo20F cells stably expressing human DOPr (A), KOPr (B, C and D) or NOPr (E, F and G). 

Data are expressed as percentage of maximal cAMP levels and shown as mean ± SEM of at 

least 2 independent experiments performed in duplicate.  
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Table SDC 7: Binding affinity constant (Ki) values 

of KGFF compounds for GPR10, GPR54 and 

GPR103. 

 

 

 

 

 

 

 

Data are mean ± SEM of at least two independent 

experiments performed in duplicate. Ki values were 

determined from competition binding curves using [3H]-

PrRP-20, [125I]-Kp-10 and [125I]-43RFa for GPR10, 

GPR54 and GPR103, respectively. nd, not determined. 

 

  

Ki ± SEM (nM) 

compound GPR10 GPR54 GPR103 

PrRP20 2.1 ± 0.4 nd nd 

Kp10 nd 0.062 ± 0.009 nd 

26RFa nd nd 2.04 ± 0.58 

KGOP01 > 10,000 > 10,000 > 10,000 

KGFF03 > 10,000 4,370 ± 960 > 10,000 

KGFF09 > 10,000 2,000 ± 300 1,200 ± 340 
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Figure SDC 8: Effect of KGOP01, KGFF03 or KGFF09 on naltrexone-precipitated 

withdrawal syndrome in C57BL/6 mice after chronic sc. treatment. 

The signs of withdrawal were measured over 30 min immediately after naltrexone sc. 

injection. Mice were treated with KGOP01 (1.8 µmol/kg, sc.), KGFF03 (1.2 µmol/kg, sc.), 

KGFF09 (7.4 µmol/kg, sc.) or saline (control) twice daily over a 7-days period. Data are mean 

± SEM, n = 6-8. One way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 as compared to saline, +p<0.05, +++p<0.001 as compared to KGOP01 and 

#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 as compared to KGFF03. 
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Figure SDC 9: Effect of KGOP01, KGFF03 or KGFF09 on gastro-intestinal motility and 

motor coordination. 

(A) The gastrointestinal motility was evaluated in CD1 mice by measuring the colonic bead 

expulsion time over 120 min, 30 min after administration of KGOP01 (1.8 µmol/kg, sc.), 

KGFF03 (1.2 µmol/kg, sc.), KGFF09 (7.4 µmol/kg, sc.) or saline (control) injection. Data are 

mean ± SEM, n = 5-6. One-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test ***p<0.001 compared 

to saline. (B) Motor coordination was evaluated in CD1 mice by measuring the time spent on 

the rotarod before and after KGOP01 (1.8 µmol/kg, sc.), KGFF03 (1.2 µmol/kg, sc.), KGFF09 

(7.4 µmol/kg, sc.) or saline (control). Data are mean ± SEM, n = 5-7. Two-way ANOVA with 

Bonferroni’s post hoc test *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to saline. 
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Figure SDC 10: Acute antinociceptive effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 in the CFA-

induced inflammatory pain model. 

Time-dependent antinociceptive effect of KGOP01, KGFF03 and KGFF09 sc. administration 

in C57BL/6 mice in the tail immersion test (A) and in the tail pressure test (B). KGOP01 (1.8 

µmol/kg/d, sc.), KGFF03 (1.2 µmol/kg/d, sc.), KGFF09 (7.4 µmol/kg/d, sc.) or saline 

(control) were administered 24 h after CFA (or saline) injection in the tail. Data are mean ± 

SEM, n = 9-10. 
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III. Résultats complémentaires et discussion 

Dans ce travail, nous avons identifié et caractérisé des ligands peptidomimétiques à pluralité 

d’action combinant un pharmacophore opioïde avec un pharmacophore NPFF. Nous avons pu 

combiner au sein d’une même molécule les propriétés analgésiques des opiacés et les propriétés 

d’antagonisme au NPFF afin de proposer une molécule analgésique plus sûr et plus efficace 

que les opiacés standards dans la prise en charge de douleurs chroniques. Certains résultats de 

ce travail sont repris et approfondis dans les paragraphes suivants. 

1. Caractérisation de l’activité antagoniste sur le récepteur NPFF2R 

La mesure de l’activité agoniste ou antagoniste des molécules KGFF sur le récepteur NPFF2R 

a nécessité une étape de mise au point. Dans un premier temps, nous avons utilisé le test mis au 

point sur NPFF1R de mesure cinétique de la production d’AMPc avec le système Glosensor. 

En effet ce test nous a permis d’établir le profil agoniste ou antagoniste des différents ligands 

KGFF sur NPFF1R avec une bonne sensibilité. Nous avons choisi d’utiliser le NPFF comme 

contrôle positif de l’activité agoniste et le RF9 comme contrôle positif de l’activité antagoniste 

(Simonin et al., 2006),.  

1.1. Mesure de la production d’AMPc 

Les composés KGFF testés en modalité agoniste sur NPFF2R montrent deux types de profils 

(Figure 35A) : certains composés, comme KGFF03, montrent une activité agoniste, tandis que 

d’autres, comme KGFF09, sont dépourvus d’activité agoniste. Le RF9 montre une légère 

activité agoniste à partir de 10 M (Figure 35A). Comme le composé KGFF09 présente une 

forte affinité pour le récepteur NPFF2R (Ki = 0,077 nM) mais pas d’activité agoniste, nous 

avons évalué sa capacité à bloquer l’activation de ce récepteur par son agoniste endogène, le 

NPFF (Figure 35B). Ni le RF9 à 10 M, ni le KGFF09 à 100 nM ne modifient la dose-réponse 

de NPFF, ces deux composés ne présentent donc pas d’activité antagoniste sur le récepteur 

NPFF2R dans ce test. L’absence d’effet antagoniste du RF9 est en contradiction avec la 

caractérisation in vitro publiée du RF9, qui montre qu’à une concentration de 7,5 M ce 

composé décale fortement la dose réponse de NPFF sur NPFF2R, mesuré par liaison de [35S]-

GTPS (Simonin et al., 2006). 
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Pour essayer de comprendre l’origine de cette différence, nous avons essayé de mesurer 

l’activité du récepteur NPFF2R à différents niveaux et dans des conditions expérimentales 

variées. Pour cela, nous avons mesuré l’activité de NPFF2R en cellule vivante en CHO de deux 

manières : en utilisant une protéine G chimérique Gqi5 et en mesurant directement la réponse 

calcique de faible amplitude dépendante de Gi/o (mis en évidence dans le Chapitre « Etude des 

interactions fonctionnelles entre récepteurs RF-amide »). Nous nous sommes également 

rapprochés des conditions de caractérisation du RF9 (Simonin et al., 2006) en mesurant la 

liaison de [35S]-GTPS sur des préparations membranaires de CHO surexprimant NPFF2R.  

1.2. Mesure de la réponse calcique par activation de Gqi5 

Pour visualiser l’activité de NPFF2R dans des cellules vivantes avec un système différent du 

Glosensor, nous avons utilisé une protéine G chimérique, Gqi5, qui permet de visualiser 

d’activité Gi/o sous la forme d’une réponse calcique de grande amplitude (Conklin et al., 1993). 

Dans des cellules CHO co-exprimant de manière stable NPFF2R et Gqi5, le NPFF donne une 

réponse calcique avec une EC50 de 7,4 nM (Figure 36A), cohérente avec les données de la 

littérature (Quillet et al., 2016). Dans cet essai, le RF9 donne une réponse agoniste de même 

amplitude que le NPFF avec une EC50 d’environ 2 M (Figure 36A). La pré-incubation de RF9 

avant l’ajout de NPFF en dose-réponse permet de bloquer la réponse calcique de manière dose 

dépendante (Figure 36B), un effet qui pourrait être attribué à la composante agoniste du RF9 

avec soit une épuisement des stock de calcium intracellulaire lors de la pré-incubation du RF9, 

soit une désensibilisation du récepteur. Cette action à la fois agoniste et antagoniste a déjà été 

observée avec le récepteur GPR103 (Figures 30H et 30I). Ce test nous a permis d’évaluer 

l’activité agoniste des différents composés KGFF par criblage en deux concentrations et de 

mettre en évidence le caractère agoniste de KGFF03 en particulier (Figure 36C). Nous n’avons 

pas pu évaluer proprement l’activité antagoniste des composés KGFF dans la mesure où les 

composés agonistes apparaissaient systématiquement antagoniste, à l’instar du RF9.  

1.3. Mesure de la liaison de [35S]-GTPS 

Les tests réalisés jusque là n’ayant pas permis de confirmer le caractère antagoniste du RF9, 

nous avons choisi de nous rapprocher des conditions de caractérisation de cette molécule en 

utilisant le test d’activité des protéines G par liaison du [35S]-GTPS. Sur les membranes de 

CHO exprimant NPFF2R, le NPFF provoque une liaison de [35S]-GTPS de manière dose-

dépendante avec une EC50 de 18,2 nM (Figure 37, Table SDC3), tandis que le RF9 provoque 

une réponse d’amplitude semblable au NPFF avec EC50 d’environ 420 nM (Figure 37). Le RF9 
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ayant été par trois fois trouvé agoniste du récepteur NPFF2R, nous avons décidé de ne pas 

chercher à l’utiliser comme contrôle positif dans la mesure de l’activité antagoniste sur ce 

récepteur, et de tester l’activité antagoniste des composés KGFF possédant une bonne affinité 

pour NPFF2R et ne présentant pas d’activité agoniste. L’activité des composés KGFF a été 

évaluée par ce test (Figure 2 de la publication), l’activité agoniste de KGFF03 a pu être 

confirmée et le composé KGFF09 a montré une activité agoniste partielle accompagnée d’une 

activité antagoniste (Figure 2 de la publication). 

1.4. Mesure de la réponse calcique sans Gqi5 

Avant de tester ce composé dans la modulation de la douleur in vivo chez la souris, nous avons 

souhaité consolider le profil pharmacologique de KGFF09 sur NPFF2R. En effet, ce composé 

a été mesuré une première fois sans activité agoniste ni antagoniste dans un essai d’AMPc, il 

n’a pas montré non plus d’activité dans les CHO-NPFF2R-Gqi5, et apparaît agoniste partiel et 

antagoniste en GTPS. En parallèle de ces travaux, nous avons pu observer que l’activation du 

récepteur NPFF2R était détectable en mesurant le calcium intracellulaire (Figure 27D) sans 

utiliser de protéine G chimérique. Nous avons pu montrer que dans ce test, le composé KGFF09 

ne présente pas d’activité agoniste, et nous avons pu confirmer son caractère antagoniste du 

récepteur NPFF2R (Figures SDC4C et 4D de la publication). 

1.5. Discussion sur la pharmacologie de NPFF2R 

Ce travail a permis de mettre en avant la difficulté de caractériser in vitro des molécules 

antagonistes pour le récepteur NPFF2R. Nous n’avons notamment pas pu reproduire les 

résultats connus et publiés par notre équipe avec le RF9 (Simonin et al., 2006), en particulier 

avec la mesure d’activité par GTPS dans laquelle le KGFF09 est antagoniste et le RF9 

agoniste. Cette contradiction est d’autant plus difficile à comprendre que la capacité du RF9 à 

bloquer l’effet du NPFF a été confirmée par plusieurs équipes et avec différentes techniques, 

aussi bien in vitro que in vivo (Buffel et al., 2015; Jhamandas et al., 2007; Sun et al., 2013; Yu 

et al., 2016). Une étude cependant rapporte une activité agoniste du RF9 sur le récepteur 

NPFF2R murin avec une EC50 de 1,7 M (Talmont et al., 2010).  

Ensemble, ces observations laissent penser que la pharmacologie du récepteur NPFF2R pourrait 

être complexe, et il serait intéressant pour mieux comprendre ce récepteur de développer des 

outils robustes pour mesurer les différentes voies de signalisation intracellulaire de ce récepteur 

afin de pouvoir détecter de possibles biais de signalisation selon le ligand utilisé (Kenakin and 
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Christopoulos, 2013). Nous avons utilisé plusieurs tests pour évaluer l’activité de nos composés 

et les résultats obtenus pour certains composés, comme KGFF09, sont variables d’un essai à 

l’autre sans que nous ne puissions l’expliquer au niveau mécanistique. En diversifiant les 

paramètres mesurés pour évaluer l’activité de NPFF2R (recrutement de la -arrestine, 

phosphorylation de kinases, réponse cellulaire globale) nous pourrions peut être mieux 

comprendre l’activité pharmacologique de composés tels que KGFF09 ou RF9. Il serait d’autre 

part important de prendre en compte les cinétiques de liaison de ces différents composés, et 

d’adapter le type de test d’activité en fonction (Herenbrink et al., 2016). De plus, il serait 

intéressant d’évaluer la pharmacologie de NPFF2R dans un contexte plus physiologique en 

utilisant dans des lignées cellulaires présentant une expression endogène de ce récepteur. 

Plusieurs lignées ont ainsi été décrites dans la littérature comme la lignée J774A.1 dérivée de 

macrophages (Waqas et al., 2017), la lignée neurale Neuro2A (Yu et al., 2016) ou la lignée 

RAW264.7 également dérivée de macrophage (Sun et al., 2013). 

2. Mise au point de la mesure de la dépression respiratoire induite par 

les opiacés chez la souris 

La dépression respiratoire est un effet indésirable associé aux antalgiques opioïdes de survenue 

rare avec une incidence estimée inférieure à 1% (Cashman and Dolin, 2004) mais 

potentiellement létale. L’étude de souris KO a permis de mettre en évidence l’implication du 

récepteur MOR (Dahan et al., 2001) ainsi que celle de la -arrestine (Raehal et al., 2005) dans 

la dépression respiratoire associée aux opiacés. Le développement d’agonistes biaisés du 

récepteur MOR pour la voie de signalisation Gi/o aux dépends du recrutement de la -arrestine 

a confirmé le rôle de l’activation de la -arrestine par le récepteur MOR dans la survenue de 

cette dépression respiratoire (DeWire et al., 2013; Schmid et al., 2017).  

2.1. Pléthysmographie sur animal entier 

Nous avons pu mesuré in vitro que les composés KGFF03 et KGFF09 présentaient une activité 

d’agoniste partiel, comparé au DAMGO et à KGOP01, sur le recrutement de la -arrestine par 

le récepteur MOR tout en conservant une activité d’agoniste entier sur la voie Gi/o. Il nous a 

donc paru intéressant de comparer la capacité de ces composés à provoquer une dépression 

respiratoire, comparé à KGOP01. Nous avons donc développé une collaboration avec le Pr. 

Nelly Frossard et Dr. François Daubeuf (UMR7200, Université de Strasbourg) pour mesurer la 

fonction respiratoire chez la souris à l’aide d’un pléthysmographe sur animal entier (whole-
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body plethysmography). Nous allons dans ce paragraphe détailler la mise au point qui nous a 

permis d’obtenir les résultats décrit dans cette publication. 

En effet, le pléthysmographe est un appareil de mesure qui permet d’enregistrer et de calculer 

de nombreux paramètres :  

- le temps d’inspiration (Ti, exprimé en ms),  

- le temps d’expiration (Te, ms),  

- le pic de flux d’air à l’inspiration (PIF, mL/s),  

- le pic de flux d’air à l’expiration (PEF, mL/s),  

- le volume courant ou volume tidal (TV, mL), qui correspond au volume d’air déplacé 

entre une inspiration et une expiration dans un cycle respiratoire normal 

- le volume d’air expiré (EV, mL),  

- le temps de relaxation (RT, msec), correspond au temps nécessaire pour expirer 36% du 

volume courant 

- le volume minute (MV, mL), correspond au volume total respiré pendant 1 minute, 

calculé partir du volume courant et de la fréquence de respiration 

- la fréquence respiratoire (f, resp/min), calculée à partir de Ti et Te, 

- le temps de pause augmenté (penh) paramètre sans unité calculé à partir de l’équation 

suivante (Te/RT – 1)*(PEF/PIF) avec (Te/RT – 1) le temps de pause 

- la résistance respiratoire spécifique (Sr, kPa/s) indique le travail de respiration 

nécessaire pour générer un flux d’air respiré de 1L/s. 

2.2. Mesure de l’effet du composé KGOP01 

La dépression respiratoire induite par les opiacés est le plus souvent décrite dans la littérature 

(Tableau 14) par une diminution de la fréquence respiratoire et du volume minute, mais des 

changements sont également mesurés sur le temps d’inspiration ou d’expiration, le volume 

tidale, ainsi que sur le PIF, le PEF et la résistance respiratoire spécifique. 

En l’absence de consensus, nous avons réalisés une expérience préliminaire visant à déterminer 

les paramètres les plus adaptés pour visualiser l’effet de nos composés sur la fonction 

respiratoire. Pour cela nous avons choisi d’utiliser KGOP01 comme molécule de référence, car 

bien que ce composé n’ai pas encore été caractérisé sur la fonction respiratoire il s’agit de la 

molécule la plus proche de KGFF03 et KGFF09 qui ait une activité MOR non biaisée. Nous 
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avons confronté les résultats obtenus avec les données de la littérature, résumé après une 

recherche non exhaustive dans le tableau 14. 

La mesure du temps d’inspiration sur les deux heures qui suivent l’administration de KGOP01 

à une dose analgésique (s.c., 1,8 mol/kg) montre un allongement du temps d’inspiration 

(Figure 38A), en accord avec la littérature (Tableau 14). Cependant, le temps d’inspiration des 

souris traitées avec de la saline n’est pas stable, ce qui conduit à ne pas observer de différences 

entre les deux groupes. En détaillant le temps d’inspiration de chaque souris, il apparaît que 

celui des souris traitées au KGOP01 évolue de manière relativement stable alors que chez les 

souris salines ce temps d’inspiration fluctue de manière abrupte, avec soit des valeurs similaires 

au seuil basal, soit des valeurs élevées (Figure 38B). Ce phénomène est corrélé avec un 

assoupissement des souris du groupe saline, qui conduit à un ralentissement de la fonction 

respiratoire et qui mime une dépression respiratoire. Les mesures réalisées au pléthysmographe 

sont sensibles à l’état d’éveil des animaux (Bastianini et al., 2017), ce qui semble cohérent avec 

les variations observées chez les souris salines (Figure 38B). Les souris traitées avec le composé 

KGOP01 ne sont pas sujettes à ces phases de sommeil, probablement à cause de la composante 

psychostimulante opioïde. On observe donc une augmentation du temps d’inspiration dans les 

deux groupes mais vraisemblablement pour des raisons différentes.  

L’administration de KGOP01 augmente également le temps d’expiration et le volume tidale 

(Figures 38C et 38D), tandis que le volume minute et la fréquence respiratoire semblent 

diminuer (Figures 38E et 38F). Les tendances observées en Ti, MV et f sont en accord avec les 

résultats décrits dans la littérature avec la morphine (Tableau 14).  

D’autres paramètres de la fonction respiratoire qui ne sont habituellement pas ou peu associés 

à la dépression respiratoire induite par les opiacés sont modifiés suite à l’administration de 

KGOP01. On peut observer un effet biphasique du KGOP01 sur le temps de relaxation avec 

une diminution pendant les 30 premières minutes après administration suivi d’une 

augmentation (Figure 39A), ainsi qu’une augmentation du temps de pause augmenté (penh) et 

de la résistance spécifique respiratoire dans les 30 minutes qui suivent l’administration de 

KGOP01 (Figures 39B et 39C). Les variations de ces trois paramètres sont distinctes au niveau 

cinétique des effets observés sur la fréquence respiratoire, le Ti, et le MV qui voient leur effet 

être maximum à partir de 30 min et durer jusqu’à 2 h après l’administration de KGOP01, ce qui 

semble plus correspondre à la dépression respiratoire induite par les opiacés (Manglik et al., 
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2016; Raehal et al., 2005). Pour ces raisons, ces paramètres n’ont pas été utilisés par la suite 

pour évaluer la dépression respiratoire induite par les opiacés. 

2.3. Optimisation et amélioration de l’état d’éveil 

Pour maintenir les souris du groupe saline dans un état éveillé nous avons choisi d’actionner le 

nébulisateur (sans diffusion de composé) pendant 30 secondes toutes les 20 minutes. Ce procédé 

a donné des résultats mitigés en améliorant les données pour le temps d’inspiration (Figure 

40A) et la fréquence respiratoire (Figure 40B), mais ne modifie pas le volume minute (Figure 

40C). Compte tenu de l’utilisation prédominante de la fréquence respiratoire par rapport au 

temps d’inspiration pour évaluer la dépression respiratoire induite par les opiacés dans la 

littérature (Tableau 14), nous avons décidé d’utiliser ce paramètre pour comparer l’effet des 

différents composés KGFF (voir Figure 4E de la publication). La préservation de la fonction 

respiratoire avec les composés KGFF03 et KGFF09 comparée à KGOP01, qui est observée 

avec la fréquence respiratoire, est retrouvée avec l’analyse des temps d’inspiration (Figure 41A) 

et d’expiration (Figure 41B).  

2.4. Discussion 

Nous avons pu montrer que KGOP01 provoquait une perturbation des paramètres respiratoires 

semblable à aux effets décrits de la morphine (Tableau 14) avec une inhibition de la respiration 

qui se traduit par une diminution de la fréquence respiratoire, du volume minute et une 

augmentation du temps d’inspiration et du volume tidale. KGOP01 semble avoir une action 

distincte sur le temps la résistance spécifique respiratoire et le temps de relaxation avec un effet 

d’apparition précoce et qui ne dure pas dans le temps. Afin de mieux comprendre cette réponse 

transitoire il aurait été intéressant de mesurer en parallèle l’effet de la morphine, et d’utiliser un 

antagoniste opioïde comme la naloxone, pour confirmer l’implication des récepteurs opioïdes 

dans l’effet du KGOP01 sur le temps de relaxation et la résistance spécifique respiratoire.  

La principale limite que nous avons rencontrée dans l’utilisation de la pléthysmographie sur 

animal entier pour évaluer la fonction respiratoire aura été la détermination des paramètres 

respiratoires à l’état basal avec notre groupe contrôle. La grande variabilité observée dans le 

groupe des souris salines diminue la précision des observations et limite l’interprétation des 

données. Ainsi, il est difficile déterminer si les composés KGFF03 et KGFF09 ont une action 

sur la fréquence respiratoire ou le temps d’inspiration, car bien qu’entrainant une augmentation 

de ces deux paramètres, nous ne mesurons pas de différences significatives avec le groupe 
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saline. Il serait intéressant d’évaluer la fonction respiratoire à travers des paramètres moins 

dépendants de l’état d’éveil des souris, comme la saturation artérielle en oxygène. La mesure 

de la saturation pulsée en oxygène (SpO2) est réalisée par un examen non invasif d’oxymétrie 

colorimétrique et permet une bonne estimation de la saturation artérielle en oxygène. Une étude 

a mesuré ce paramètre conjointement à la fréquence respiratoire pour évaluer la dépression 

respiratoire induite par les opiacés comme la morphine et le fentanyl (Schmid et al., 2017). Les 

résultats de cette étude montre que les souris salines ne présentent pas une fréquence respiratoire 

stable, contrairement à la saturation en oxygène qui reste constante. La mesure de la saturation 

en oxygène dans le sang apparaît donc comme une alternative intéressante aux mesures de 

pléthysmographie. 

IV. Conclusion 

Cette étude nous a permis d’identifier un composé bifonctionnel agoniste du récepteur MOR et 

antagoniste des récepteurs NPFF qui présente des propriétés prometteuses notamment au regard 

de plusieurs effets secondaires indésirables associés aux opiacés. En particulier, 

l’administration chronique de ce composé induit beaucoup moins de tolérance analgésique et 

d’hyperalgésie ainsi qu’un syndrome de sevrage atténué.  

Cette approche polypharmacologique pourrait donc présenter une alternative tout à fait 

intéressante aux ligands MOR biaisés dont on sait finalement assez peu de choses aujourd’hui 

quant aux effets indésirables associés à leu administration prolongée. De manière encore plus 

intéressante, la combinaison des deux stratégies, agoniste MOR biaisé et composés 

bifonctionnels, pourrait s’avérer dans le futur comme une stratégie gagnante pour accéder au 

développement d’un analgésique opioïde ne présentant pas ou peu d’effets secondaires aigus et 

chroniques. 

Il faut néanmoins rester prudent quant à la portée de ces premiers résultats. En effet, la recherche 

de nouveaux analgésiques opiacés dépourvus d’effets indésirables est jalonnée depuis des 

décennies d’espoirs déçus.   
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Armand DRIEU LA ROCHELLE 

Interactions fonctionnelles entre récepteurs à 
peptide RF-amide et caractérisation de ligands 

bifonctionnels des récepteurs mu opioïde et NPFF. 

 

Résumé 

Les opiacés demeurent des molécules incontournables dans le traitement des douleurs 
moyennes à sévères. Si leur efficacité dans le traitement de la douleur aiguë est incontestable, leur 
utilisation chronique est responsable de nombreux effets indésirables comprenant une hypersensibilité 
à la douleur et une tolérance à leurs effets analgésiques. Une partie de ces effets secondaires 
résulteraient de l’activation de systèmes anti-opioïdes endogènes, comme les neuropeptides RF-
amide, dont des études précédentes suggèrent une complémentarité de fonctionnement dans la 
modulation de la douleur. Le premier axe de travail de cette thèse fut de développer les outils 
moléculaires afin d’étudier la possibilité d’interactions fonctionnelles et d’hétérodimérisation de ces 
récepteurs, en particulier GPR103 et NPFF1R. Nous avons ainsi pu générer et caractériser des lignées 
cellulaires exprimant les différents récepteurs à peptide RF-amide avec un fluorophore fusionné à leur 
extrémité amino-terminale.  

En parallèle, nous avons pu développer au cours d’une collaboration fructueuse avec deux 
équipes de chimistes un ligand à dualité d’action, agoniste opioïdergique et antagoniste des 
récepteurs NPFF1R et NPFF2R. Chez la souris, nous avons montré que l’administration sous-cutanée 
de ce composé produit une analgésie longue durée, qui n’est pas atténuée par le développement de 
tolérance analgésique ou d’hyperalgésie après une semaine d’administration quotidienne. Le 
syndrome de sevrage, précipité par la naltrexone est plus faible après l’administration chronique de 
ce composé qu’avec l’agoniste opioïdergique de référence. De plus, grâce à ses caractéristiques 
d’agoniste biaisé sur le récepteur MOR, cette molécule induit une plus faible dépression respiratoire 
chez la souris.  

Mot-clefs : RCPG, récepteurs RF-amide, récepteurs opioïdes, interaction fonctionnelle, douleur, 
tolérance analgésique 

 

Résumé en anglais 

Opioid analgesics continue to be the cornerstones for treating moderate to severe pain. However, 
upon chronic administration, their efficiency is limited because of prominent side effects, such as 
tolerance and dependence. One hypothesis for the occurrence of these side effects is that the chronic 
stimulation of the opioid system may trigger its endogenous counterparts, anti-opioid systems, 
producing hyperalgesia and analgesic tolerance. Previous data from our lab and others suggest that 
RF-amide peptide receptors can modulate pain signalling through cross-interactions. We developed 
cell lines expressing fluorescent RF-amide receptors for the study of functional crosstalk and 
heterodimerization between RF-amide peptide receptors, i.e. GPR103 and NPFF1R.  

Through a productive collaboration with two teams of chemists, we identified and characterized 
multitarget peptidomimetic compounds that combined G protein-biased agonism and NPFFR 
antagonism. In accordance with in vitro results, we observed that acute subcutaneous administration 
of this compound produced long-lasting antinociceptive effects with less respiratory depression in 
mice. No hypersensitivity nor analgesic tolerance developed after chronic administration. Altogether, 
this molecule showed potent antinociceptive effect with limited side effects upon acute and chronic 
administration. 

Keywords : GPCR, RF-amide receptors, functional cross-talk, opioid receptors, pain, analgesic 
tolerance.  
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