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« C’est le temps que tu as perdu pour ta rose, qui fait ta rose si importante. » 

Le Petit Prince, Antoine de Saint-Exupéry 

Le petit prince ?  

Alice au pays des merveilles ? 

Le seigneur des anneaux ? 
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I. Les récepteurs couplés aux protéines G dans la physiologie 

animale : présentation générale 
Pour pouvoir prendre en compte des stimuli extérieurs, des variations internes, 

physiologiques ou pathologiques, les cellules ont besoin d’être capables de percevoir des 

informations provenant de leur environnement et d’y répondre. Pour cela, des récepteurs, 

protéines transmembranaires sont présents à la surface de chaque cellule. Ils sont capables des 

se lier à des molécules, qui peuvent les activer, des agonistes, ou les bloquer, des antagonistes. 

Ces ligands peuvent être des molécules endogènes (peptides, hormones, …) ou exogènes 

(médicaments, …). On les nomme des agonistes s’ils activent le récepteur ou des antagonistes 

s’ils en empêchent l’activation. Parmi ces récepteurs, la plus grande des familles est celle des 

récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).  

A. Les RCPG 

Les récepteurs couplés aux protéines G sont une famille de protéines membranaires très 

représentée dans le règne animal. Ils sont 799 à être codés par le génome humain (Lagerström 

and Schiöth, 2008) et représentent le tiers des cibles thérapeutiques des médicaments possédant 

actuellement une autorisation de mise sur le marché (Hauser et al., 2017; Hill, 2006). 

Ils peuvent être activés par des ligands très variés, comme des peptides, des hormones 

glycoprotéiques, des ions Ca2+, des acides aminés ou des petites molécules (Lagerström and 

Schiöth, 2008) (Figure 1). 

Ce sont des récepteurs à 7 domaines transmembranaires, leur partie C-terminale est associée 

à une protéine G hétérotrimérique, effectrice. Il existe trois sous-catégories principales de 

protéines G : les Gas, stimulatrices qui vont activer la production d’Adénosine Mono Phosphate 

cyclique (AMPc) par la cellule et donc activer la cellule dans laquelle elles se trouvent, les 

protéines Gai/o, inhibitrices, qui au contraire vont inhiber le cycle de l’AMPc, et les protéines 

Gaq, dont l’effet est médié par la régulation de calcium intracellulaire. 

Les protéines G associées aux RCPG sont en configuration hétérotrimérique, composées de 

3 sous-unités, a, β et g. C’est la partie Ga qui va porter la propriété inhibitrice/activatrice de la 

cascade de cyclisation d’AMPc et de libération de calcium intracellulaire. Elle est liée à un 

Guanosyl Di-Phosphate (GDP) lorsqu’elle est en conformation inactive. Lors de la liaison d’un 

agoniste, le récepteur change de conformation, ce qui induit un changement de conformation 
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de la protéine G. Celle-ci échange alors le GDP auquel elle est liée contre un Guanosyl Tri-

Phosphate (GTP) et la sous-unité a liée au GTP se sépare de la sous-unité Gβ/g. La cascade 

cellulaire associée est alors activée. La réponse prend fin lorsque le GTP est hydrolysé en GDP 

par la partie catalytique de la protéine Ga, qui se réassocie ainsi à βγ et retrouve sa conformation 

inactive liée au récepteur (Hilger et al., 2018).  

L’activation de Gai cause l’inhibition de l’adénylate cyclase et module le potentiel 

membranaire par les canaux ioniques Ca2+et K+ (Sauriyal et al., 2011). 

 

Figure 1 Schéma d’un récepteurcouplé aux protéines G dans la bicouche lipidique. 

Les récepteurs couplés aux protéines G sont ancrés par 7 domaines transmembranaires dans 

la bicouche phospholipidique, principalement celle de la membrane plasmique. A la face 

extracellulaire, l’extrémité aminoterminale (Nter) et les boucles extracellulaires permettent la 

détection et la liaison avec des ligands provenant de l’environnement. A la face intracellulaire, 

le récepteur est couplé à la protéine G et son activation entrainera un changement de 

conformation qui déclenchera de multiples mécanismes de réponse. Adapté de Mobarec et 

Filizola, 2008 (Mobarec and Filizola, 2008) 

B. Les principaux RCPG jouant un rôle dans la douleur et son 

traitement : les opioïdes  

De nombreux RCPG sont impliqués dans la détection et la modulation endogène de la 

douleur (Figure 2). Parmi eux, on peut citer de manière non exhaustive les récepteurs à la 

prostaglandine EP2, les récepteurs de la substance P, NK1, les récepteurs cannabinoïdes CB1 

et CB2 et les récepteurs aux opioïdes (Figure 2). Les récepteurs opioïdes sont au nombre de 
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quatre, mu, delta et kappa (MOR, DOR, KOR) ainsi qu’orphanine FQ/nociceptine (NOP). Ils 

se trouvent en particulier dans les zones du système nerveux de transmission et de régulation 

de la douleur (Figure 3). 

 

Figure 2 Importance des RCPG dans les mécanismes de régulation de la douleur et de la 

génération des potentiels d’action par les neurones pré- et post-synaptiques. 

Les récepteurs et canaux impliqués dans la modulation du signal nociceptif sont nombreux 

et variés. Parmi eux, un grand nombre sont des RCPG, couplés à la protéine Gas Gai ou Gaq. 

	  activation/stimulation de la production	  inhibition/réduction de la production 
génère, mène à. D’après (Yam et al., 2018) 

Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 2164 10 of 23

8. Neurogenic-Induced Inflammation

The neurogenic inflammation is mediated by neuropeptides released from the sensory nerve endings.
This creates a “flare” reaction when there is a scratch injury. Generally, there are a few neuropeptides that
mediate this event, which include SP, NK and CGRP. These neuropeptides activities cause vasodilation and
plasma extravasation, hence facilitating the body’s immunity cell’s entry to the site of inflammation and
resulting in the development of oedema.

9. Major Types of Pain-Mediated Neurotransmitters

There are varieties of neurotransmitters involved in the pain sensation. All the major types of
neurotransmitters (inflammatory mediators: PGE2, PGI2, LTB4, NGF, proton, BK, ATP, adenosine, SP,
NKA, NKB, 5-HT, histamine, glutamate, NE and NO; non-inflammatory mediators: CGRP, GABA, opioid
peptides, glycine and cannabinoids), the second messenger production, their interaction with different
channel-linked receptors, and resulting pharmacological effects in the pre- and postsynaptic neurons
terminal are illustrated in Figure 3. Furthermore, the neurotransmitters’ releasing location in the body,
the location of their cognate receptors (either pre- or post-synaptical), and eventual pharmacological effects
on pain regulation are further elaborated in Tables 1 and 2.

Figure 3. The signaling mechanism pathways of pain-associated neurotransmitters and their cognate

receptors involved in pre- and post-synaptic locations for pain transmission. : Activate/Enhance

production; : Inhibit/Reduce production; : Generate/Lead to.
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Figure 3 Effet de l’activation des récepteurs opioïdes sur les neurones pré- et post-synaptiques. 

Les récepteurs opioïdes peuvent être présents à la surface du neurone pré- ou post-

synaptique. A gauche : le stimulus nociceptif génère un potentiel d’action le long des neurones 

nociceptifs. Une fois qu’il atteint la terminaison synaptique, les VGCC(jaune) s’ouvrent, 

favorisant la libération de neurotransmetteur, comme le glutamate. Leur présence dans la fente 

synaptique va entrainer l’ouverture des récepteurs AMPA et NMDA du neurone post-

synaptique, permettant la transmission du signal nociceptif. A droite : l’activation des 

récepteurs opioïdes (rouges) présents sur les neurones pré-synaptiques, par la dissociation de la 

sous-unité Ga de G β/g, va inhiber la production d’AMPc par l’adénylate cyclase par la 

première, et empêcher l’ouverture des canaux calciques voltage dépendant (VGCC) par la 

deuxième pour empêcher la libération des neurotransmetteurs dans la fente synaptique. 

Lorsqu’ils sont exprimés à la membrane du neurone post-synaptique, leur activation active les 

canaux potassiques pour hyperpolariser la cellule et inhibent la production d’AMPc pour limiter 

la génération d’un potentiel d’action. D’après (Corder et al., 2018). 

 

Les récepteurs opioïdes ont pour ligands endogènes des peptides de la famille des 

endorphines, endomorphines, enképhalines et dynorphines (Akil et al., 1998). Les 

enképhalines, Leu- et Met, ont été découvertes comme « morphine endogène » il y a une 

cinquantaine d’années par Hugues et collaborateurs (Hughes et al., 1975). A ces deux 

pentapeptides s’ajoutent les endorphines a et b (15 et 16 acides aminés) (Ling et al., 1976), 

décrites comme ayant une activité contractile sur les muscles lisses intestinaux inhibée par la 

naloxone. Une troisième famille de peptides activant le système opioïde a été décrite 3 ans plus 

tard, celle des dynorphines (Goldstein et al., 1979). La dernière catégorie de peptides connus 

pour être des agonistes endogènes des récepteurs opioïdes sont les endomorphines, deux 
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tétrapeptides dont le gène n’a jamais pu être identifié (Hackler et al., 1997; Harrison et al., 

1998).  

Les peptides ayant la meilleure affinité pour DOR sont les enképhalines, mais elles ne sont 

pas sélectives du récepteur ∂. La Leu- ainsi que la Met-enképhaline sont codées par le gène 

préproenképhaline (Noda et al., 1982), qui donne deux prohormones proenképhaline, la 

préproenképhaline A ainsi que la proenképhaline. Ces prépropeptides sont clivés et protéolysés 

pour donner leurs formes actives, la Leu- et la Met-enképhaline, qui partagent une séquence 

initiale commune : Tyrosine-glycine-glycine-phénylalanine (McLaughlin, 2013). Le gène 

préproenképhaline est exprimé chez l’Homme dans le système nerveux central, dans le nucleus 

accumbens, le caudame putamen, le cortex préfrontal, la moëlle épinière mais également dans 

les ganglions rachidiens dorsaux (GRD), les organes reproducteurs et les voies respiratoires.  

La Leu-enképhaline a un Ki (constante d’inhibition reflétant l’affinité de la liaison de la 

molécule pour le récepteur) estimé de 4nM sur DOR et 3,4nM sur MOR, la Met-enképhaline 

de 1,7 et 0,65nM respectivement, in vitro (cellules CHO-DG44 vs COS-7), suggérant l’absence 

de sélectivité entre les deux récepteurs (Raynor et al., 1994), quand l’ équipe de Mansour et 

collaborateur a observé une affinité légèrement supérieure pour DOR (Tableau 1).  

Tableau 1 Affinité des peptides opioïdes pour les différents récepteurs opioïdes  

 
Ki exprimés en nM ± erreur standard, étudié dans un modèle cellulaire COS-1. D’après 

(Mansour et al., 1995) 

 

MOR, DOR et KOR sont couplés à une protéine Gi, qui va donc inhiber le neurone qui les 

exprime, diminuant la transmission du message nociceptif. En situation douloureuse, la 

libération endogène de peptides opioïdes ou l’administration d’opioïdes exogènes, va activer 

ces récepteurs couplés à une protéine Gαi. Cette stimulation va provoquer l’inhibition indirecte 

de canaux calciques voltage dépendant, ainsi que l’inhibition de l’adénylate cyclase, donc 

indirectement la production d’AMPc, et bloquer la libération de neurotransmetteurs comme le 

glutamate et la substance P, ainsi qu’engendrer une hyperpolarisation membranaire.  

92 A. Mansour et aL / Brain Research 700 (1995) 89-98 

tor, mak ing  it difficult  to interpret the b ind ing  results. 
Second, the brain homogenates  used in receptor b ind ing  
assays and peripheral  tissue preparat ion employed in in 
vitro bioassays,  conta in  mult iple  opioid receptors, further 
compl ica t ing  the experimental  design and interpretation. 
Third,  peptide degradation,  which varies with tissue prepa- 
ration, may be another  factor contr ibut ing to the lack of a 
clear relat ionship be tween  the opioid peptides and their 
receptors. Whi le  several studies have used peptidase in- 
hibitors to min imize  peptidergic degradation,  complete  
inhibi t ion is difficult to ensure. 

The present  study, therefore, examines  the quest ion of  
opioid peptide selectivity by ana lyz ing  the b ind ing  affini- 
ties of the endogenous  opioid peptides to the cloned /z, 
and x receptors to determine which peptide or peptides are 
the specific l igands for the cloned opioid receptors. As 
peptide selectivity may  vary with cleavage product,  the 
b ind ing  of the majori ty  of the known  peptide products 
conta in ing  the Tyr -Gly -Gly -Phe -Met  or Leu sequence  of 
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Fig. 3. Competition curves comparing the binding affinities of selected 
ProDyn peptides to the cloned /z, (S and r receptors labeled by 
[3H]DAMGO (A), [SH]DPDPE (B) and [3H]U69,593 (C). 

Table 2 
Opioid peptide competition constants 

Mu Delta Kappa 
Proenkephalin peptides 
Leu-Enk 6.19 (1.00) 
Met-Enk 1.80 (0.15) 
Met-Enk-Arg-Phe 0.37 (0.12) 
Met-Enk-Arg-Gly-Leu 1.40 (0.35) 
Metorphamide 0.08 (0.02) 
Bam 12 1.05 (0.20) 
Bam 18 1.95 (0.54) 
Barn 22 0.86 (0.09) 
Peptide E 1.04 (0.30) 
Peptide F 55.57 (10.26) 
Prodynorphin peptides 
Dynl 6 1.88 (0.07) 
Dynl 7 1.80 (0.38) 
Dynl_ s 2.56 (0.19) 
Dyn 1 ,~ 2.62 (1.12) 
Dynl 13 4.14 (1.65) 
Dynl 17 2.64 (0.75) 
DynA 1 - 32 6.87 (0.90) 
DynBI 13 2.19 (0.48) 
Leumorphin 4.03 (1.60) 
a-neo End 1.14 (0.16) 
fl-neo End 5.34 (1.20) 
Proopiomelanocortin peptides 
fl-Endorphin( i _ 27 ) 5.3l (0.29) 
fl-Endorphin(l 31) 3.73 (0.76) 
Alkaloids 
Naloxone 0.92 (0.21) 
Morphinc 7.48 (0.59) 

0.37 (0.04) 93.65 (13.39) 
0.45 (0.03) 47.44 (11.99) 
0.57 (0.04) 0.34 (0.11) 
0.52 (0.18) 0.48 (0.14) 
1.07 (0.05) 0.04 (0.01) 
2.62 (1.08) 1.67 (0.49) 
5.15 (0.48) 5.04 (2.22) 
2.39 (0.23) 1.95 (0.27) 
2.80 (0.67) 1.55 (0.33) 
6.58 (1.11) > 1000.00 

1.04 (0.23) 2.88 (0.47) 
2.71 (0.75) 0.21 (0.06) 
1.17 (0.20) 0.45 (0.28) 
1.47 (0.58) 0.13 (0.06) 
5.56 (1.93) 0.23 (0.06) 
1.29 (0.23) 0.37 (0.05) 
3.34 (1.05) 3.08 (0.82) 
3.48 (0.70) 0.45 (0.12) 
3.89 (0.80) 0.48 (0.05) 
1.17 (0.13) 0.13 (0.03) 
1.14 (0.37) 0.48 (0.12) 

6.17 (0.13) 39.82 (5.34) 
5.02 (0.21) 32.70 (6.00) 

18.76 (0.68) 2.09 (0.39) 
302.15 (20.57) 52.65 (4.24) 

K i values (nM) are means and standard errors of at least three experi- 
ments. The cloned /z, 6 and x receptors were labeled with selective 
ligands [3H]DAMGO, [3H]DPDPE and [3H]U69,593, respectively. All 
assays were performed at 0°C and the same peptide dilution curves were 
used across the receptor types. The prototypical # agonist morphine and 
antagonist naloxone have also been added for comparison. 

each precursor family has been examined.  In addition, as 
there have been large differences reported be tween Leu-Enk 
and D y n A  in their affinity for the x receptor [3,7], system- 
atic C-terminal  extensions of the Leu-Enk  sequence have 
been examined  to determine which residues may confer x 
receptor selectivity. The prototypical  /z agonist  morphine  
and /.~ antagonists  na loxone  have also been included for 
compar ison to the endogenous  peptides. Previous studies 
examin ing  the b ind ing  properties of the cloned opioid 
receptor have focused on their non-pept ide  pharmacology 
[40], with no systematic  invest igat ion of the endogenous  
opioid peptide products.  

2. Materials  and methods  

2.1. Trans fec t ion  

COS-1 cells were grown in Dulbecco ' s  Modif ied Eagle 
Media  with 10% fetal calf  serum and subcul tured into 10 
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L’ensemble de ces phénomènes conduit à bloquer la transmission du message nerveux par 

le neurone présynaptique (Trescot et al., 2008). 

 

Un seul des trois récepteurs opioïdes est actuellement ciblé par les médicaments disponibles 

sur le marché pour le traitement de la douleur : MOR. Il est la cible principale de la classe 

médicamenteuse qu’on appelle les opioïdes, qui regroupe la morphine, le fentanyl, la codéine, 

l’oxycodone…(Kristensen et al., 1995) En absence de ce récepteur, la morphine comme le 

fentanyl perdent leur effet analgésique (Matthes et al., 1996). Leur importance et leurs 

implications dans la prise en charge de la douleur seront plus largement détaillées dans la partie 

II.D.4). 

II. La douleur chronique 

A. Définitions de la douleur 

1) Rôle physiologique de la douleur 

La douleur est définie par le Larousse comme une « sensation pénible, désagréable, 

ressentie dans une partie du corps », mais également comme un « sentiment pénible, affliction, 

souffrance morale » (Larousse, 2023). L’association internationale pour l’étude de la douleur 

en parle comme « expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée à une lésion tissulaire 

existante ou potentielle, ou décrite en termes évoquant une telle lésion »(“IASP Announces 

Revised Definition of Pain,” 2020). 

Dans ces deux cas, le concept de douleur prend en compte d’un côté un signal organique de 

danger, correspondant au signal d’alarme auquel est souvent apparentée la douleur aiguë, mais 

également un aspect psychoaffectif qui lui est associé. Ainsi la douleur est reconnue comme 

subjective, déplaisante et comportant des composantes multiples. Ces différents volets ont été 

décrits et rassemblés par Bernard Calvino en 2019 (Calvino, 2019). 

La douleur comprend dans un premier temps une composante sensori-discriminative, 

dépendant des mécanismes neurophysiologiques produits par un système nerveux dédié à sa 

détection, allant de la périphérie (terminaisons nerveuses dans la peau, les organes…) passant 

par leurs corps cellulaires regroupés en ganglions rachidiens dorsaux (dorsal root ganglia = 

GRD) aux abords de la colonne vertébrale, transitant par la moëlle épinière, où il entraine un 

réflexe de retrait, pour ensuite parvenir au cerveau. Cet influx nerveux est décodé pour donner 

les caractéristiques temporelles, de localisation, d’intensité et de « qualité » du stimulus détecté 
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comme nociceptif. Ce n’est qu’à cette étape qu’on passe de la nociception à la douleur, 

consciente. 

La douleur comprend également une composante affective et émotionnelle, qui associe le 

caractère désagréable voire insupportable à la perception sensori-discriminative. Elle est à 

l’origine des états émotionnels plus prononcés comme l’anxiété lorsqu’il y a un risque de 

reproduire cette douleur ou la dépression. Le stimulus nociceptif transite par le système 

limbique (= amygdale, hippocampe et cortex limbique), lequel est responsable de l’association 

de la douleur aux émotions négatives (Veinante et al., 2013).  

La douleur inclut ensuite une composante cognitive, qui concerne la perception consciente 

de la douleur, avec l’attention qui y est portée, l’anticipation et le souvenir de douleurs 

antérieures, mais également la valeur morale qui peut être associée à la douleur, dépendant des 

référentiels sociétaux, culturels ou religieux (Hampton et al., 2015).  

 

Figure 4 Échelle visuelle analogique d’évaluation de la douleur.  

L’échelle visuelle analogique (EVA) permet de chiffrer la douleur ressentie subjectivement 

par un patient et ainsi de décider de la mise en place d’un traitement antalgique, de suivre son 

efficacité et de l’adapter en fonction. Extrait de (“Je sais comment ma douleur chronique peut 

être évaluée,”2023) 

Dans un dernier temps, la composante comportementale regroupe les expressions de cette 

douleur, que ce soit par la parole, le gémissement, la posture ou les mimiques. C’est celle-ci qui 

est utilisée pour évaluer et diagnostiquer la douleur. C’est cette intégration de la douleur qui 

nous permet de l’exprimer, de la qualifier et de la quantifier. C’est sur cette évaluation que 

repose notre méthode principale de mesure de la douleur en clinique chez les patients adultes. 

A partir de 6 ans, on utilise une échelle visuelle de douleur (EVA) pour associer un chiffre 

(verso de l’échelle) à une intensité de douleur ressentie par le patient (recto de l’échelle Figure 
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4). De cette façon, on peut évaluer la nécessité de mettre en place un traitement antalgique et 

selon l’évolution du chiffre associé, suivre si le traitement a l’effet escompté. 

2) Voies neuronales de la douleur 

La douleur est donc une fonction sensorielle, qui a besoin d’un système neuronal dédié. Elle 

fonctionne sur un modèle récepteur – capteur/émetteur/transducteur - effecteur.  

Des récepteurs périphériques, présents aux terminaisons libres de neurones spécialisés 

appelés nocicepteurs, détectent des variations environnementales, comme des pressions, des 

substances chimiques, des changements de température ou de pH. C’est l’intensité du stimulus 

qui, lorsqu’elle atteint le seuil d’excitation du neurone, va déclencher l’apparition d’un potentiel 

d’action. Ce potentiel d’action correspond à une dépolarisation de la membrane qui génère un 

signal électrique parcourant l’axone et entrainant la libération de neurotransmetteur aux 

synapses. Le potentiel de membrane d’un neurone au repos est de -50mV. En condition 

physiologique, il faut qu’il atteigne 20mV pour générer le potentiel d’action. Les canaux 

sodiques voltage dépendant s’ouvrent pendant la phase de dépolarisation. Lorsque le potentiel 

d’action a été généré, les canaux sodiques se referment et c’est au tour des canaux potassiques 

de repolariser la membrane cellulaire, jusqu’à atteindre une hyperpolarisation transitoire, qui 

définit la période réfractaire pendant laquelle il sera plus difficile de déclencher un potentiel 

d’action.  

Les nocicepteurs sont constitués de deux sous-groupes de neurones de petits diamètres dont 

les fibres afférentes sont regroupées pour former, soit des fibres A∂, myélinisées, soit les fibres 

C amyéliniques (Figure 6). Ces nocicepteurs sont capables de détecter différents stimuli. Si le 

nocicepteur est spécialisé dans la détection des températures en dehors de la plage 10-43°C, 

c’est un thermonocicepteur. S’il est activé par des agents chimiques dits algogènes (générant 

de la douleur, exogènes acide chloridrique, phénols, soude caustique…, comme endogènes : 

acide lactique, sérotonine…) on parle d’un chémonocicepteur. Si son activation a lieu suite à 

des pressions/forces de cisaillements exercées sur le tissu, c’est un mécanonocicepteur. 

Certains sont sensibles à plusieurs sortes de stimulation, on parle alors de nocicepteurs 

polymodaux. Leurs corps cellulaires sont regroupés dans une structure bordant la face dorsale 

de la colonne vertébrale, appelée ganglion de la racine dorsale de la moëlle épinière (GRD). Ils 

vont être à l’origine de la douleur dite nociceptive.  
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Dans la majorité des cas, l’apparition d’une douleur aigüe est associée à une lésion tissulaire. 

Dans le cadre de cette lésion, les cellules lésées ainsi que les cellules immunitaires recrutées en 

réponse vont produire des molécules pro-inflammatoires, génériquement désignées comme 

« soupe inflammatoire » (Figure 5). Beaucoup des molécules émises en réponse à 

l’inflammation vont également être détectées par les nocicepteurs, grâce aux récepteurs présents 

sur les terminaisons nerveuses, augmentant le signal nociceptif. On a alors à faire à de la douleur 

de type inflammatoire.  

 

Figure 5 Soupe inflammatoire produite par le système immunitaire activant les nocicepteurs. 

L’inflammation générée lors d’un dommage tissulaire entraine le relargage de nombreuses 

molécules proinflammatoires par le tissu lésé et les cellules immunitaires. Parmi elles, un grand 

nombre sont des cytokines qui vont activer des récepteurs présents à la surface des nocicepteurs 

et les activer. ASIC : acid sensing ion channel ; ATP : adénosine triphosphate ; GPCR : G-

protein coupled receptor ; IL-1b : interleukine 1b ; IL-6 : interleukine 6 ; NGF : neuronal 

growth factor ; P2X : récepteur canal purinergique de type 2 ; PGE2 : prostaglandine E2 ; 

RTK : récepteur tyrosine kinase ; TNF-a	:	tumor	necrosis	factor	a	;	TRP	:	transient	receptor	
potential.	Extrait de (Basbaum et al., 2009). 

 

Le nocicepteur est un neurone de premier ordre, qui projette sur un neurone de deuxième 

ordre, au niveau de la corne dorsale de la moëlle épinière, un neurone nociceptif post 

synaptique. C’est lui qui constitue la voie ascendante de la douleur, le message est ainsi emmené 
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au tronc cérébral ainsi qu’aux aires corticales : noyau relais du tronc cérébral, thalamus et cortex 

somesthésique SI et SII (Figure 6).  

Les 4 principaux sites de traitement de la douleur au niveau supraspinal sont :  

- Le noyau ventro-postéro-latéral du thalamus, qui reçoit l’information en direct. Il 

projette sur les aires somesthésiques pour obtenir les informations de temporalité, 

intensité et localisation de la douleur.  

- Le noyau gigantocellulaire, qui est une projection bulbaire et mésencéphalique. Il 

permet un relais de l’information nociceptive jusqu’au thalamus médian non spécifique. 

Il est impliqué dans la mise en éveil des réflexes physiologiques au niveau 

cardiorespiratoire, moteur et émotionnel. Il est également responsable de la transmission 

vers les aires frontales et préfrontales, qui permettent les réactions élaborées, qu’elles 

soient cognitives ou émotionnelles.  

- L’hypothalamus, dans un second temps, contrôle les réactions végétatives et libère les 

hormones de contrôle du stress.  

- Le complexe amygdalien, qui appartient au système limbique, suit le noyau parabrachial 

dans la transmission de l’information et permet le contrôle des réactions affectives et 

émotionnelles.  

La fonction effectrice est remplie par des neurones des aires corticales où le message est 

traduit en information consciente et entraine une adaptation comportementale.  

En plus de l’intégration au niveau cérébral, lors de l’activation des neurones post 

synaptiques, des contrôles modulateurs vont également être activés (Figure 6c). Ce phénomène 

a lieu aussi bien au niveau de la corne dorsale de la moëlle épinière qu’en rétrocontrôle négatif 

généré par les centres supraspinaux (Zhuo and Gebhart, 1990). Originaires principalement du 

mésencéphale (substance grise périaqueducale) et de la région rostro-ventrale du bulbe, avec le 

raphe magnus nucleus, ils vont activer des interneurones inhibiteurs sérotoninergiques et 

inhiber les interneurones excitateurs présents dans la moëlle épinière et ainsi limiter la 

transmission du message généré par les nocicepteurs (Cathenaut et al., 2022).  

Des contrôles négatifs proviennent du locus coeruleus et subcoeruleus par des neurones 

adrénergiques et génèrent une analgésie spinale par l’intermédiaire des récepteurs a2-
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adrénergiques. Les agonistes a2-noradrénergiques pourraient donc représenter un intérêt dans 

la prise en charge de la douleur au niveau périphérique (Kremer et al., 2018)(Letellier et al., 

2021). 

          
Figure 6 Organisation des voies de transmission et de contrôle de la douleur.  

Les nocicepteurs détectent un dommage en périphérie (a) (c), ils transmettent le message 

nociceptif dans la corne dorsale de la moëlle épinière à un interneurone, qui va lui-même faire 

un relai avec un neurone de second ordre. A partir de là, le stimulus nociceptif remonte toute la 

colonne vertébrale pour être intégré au niveau supraspinal. Il fait de nombreux relais dans le 

thalamus pour être amené à différentes structures, permettant d’avoir une perception consciente, 

une réaction volontaire, une mémorisation et une intégration émotionnelle. En orange, les voies 

afférentes de génération du message nociceptif ; en bleu, les voies des contrôles descendants, 

permettant de moduler le message nociceptif à partir de la moëlle épinière. (b) Une intensité de 

stimulus est associée à un ressenti physiologique de douleur. Mais dans des cas pathologiques, 

les seuils nociceptifs entrainant une sensation de douleur vont être abaissés (allodynie) ou la 

douleur ressentie plus importante (hyperalgésie). Ce sont des situations pathologiques. D’après 

Kuner et al., 2010 et Martyn et al., 2019.  

c 
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Pour contrebalancer ce système, il y a également des contrôles positifs, facilitateurs, qui 

descendent du bulbe rostro-ventral vers la corne dorsale de la moëlle épinière (Figure 6c). 

Ainsi, le contrôle de la douleur est un mécanisme basé sur des équilibres de plusieurs systèmes, 

provenant de centres différents, centraux comme périphériques, qui permettent de maintenir 

une homéostasie. 

B. Distinction entre la douleur aiguë et la douleur chronique 

Parfois, la douleur perdure plus de 3 mois, et peut persister malgré la disparition de la cause 

organique. On parle alors de douleur chronique, qui est handicapante et reconnue comme une 

maladie par la classification internationale des maladies depuis 2023 (“CIM-11 pour les 

statistiques de mortalité et de morbidité,” 2022.). Si la douleur chronique se met en place 

lorsque la cause douloureuse perdure, on parle alors de sensibilisation périphérique. Elle 

provient d’un maintien de l’activation des nocicepteurs par la soupe inflammatoire, qui génèrent 

un abaissement du seuil de sensibilité à force de garder les canaux et récepteurs-cibles activés. 

Dans le cas d’une lésion nerveuse en revanche, le processus d’adaptation majoritaire est central, 

spino-cérébral.  

La douleur chronique est caractérisée par deux phénomènes d‘adaptation majeurs sous-

jacents, qui sont des mécanismes de neuroplasticité. Le premier type concerne des 

adaptations moléculaires qui modifient la nature ou la quantité des neurotransmetteurs, 

récepteurs et canaux ioniques exprimés par les voies de la douleur. En périphérie ce phénomène, 

appelé « switch phénotypique », est retrouvé lorsque les nocicepteurs baignent dans la « soupe 

inflammatoire » durablement et les modifications donnent lieu à une sensibilisation 

périphérique, particulièrement dans les cas d’inflammation chronique (type arthrite), qui 

facilitent l’excitabilité des fibres, le seuil de d’excitation des nocicepteurs est alors abaissé. Au 

niveau du système nerveux central, aux synapses dans la moëlle épinière, le type de 

neurotransmetteurs produits par un neurone est modifié par l’environnement généré par une 

douleur prolongée. La modification de leur libération dans la fente synaptique change donc la 

réponse post synaptique et la répétition de stimulation impacte également l’activation post 

synaptique. On appelle ce phénomène sensibilisation centrale. On retrouve en particulier une 

augmentation des neurones exprimant Fos, les dynorphines, les enképhalines et l’ acide γ-

aminobutirique (GABA).  



 

 

14 

Le deuxième type de modifications permis par la neuroplasticité concerne des adaptations 

structurales, plus fréquentes dans les cas de douleurs neuropathiques. On observe alors une 

modification de la physionomie des cellules, de leur taille, leur forme, du nombre et de 

l’expansion des neurites, de l’apparition de bourgeonnements… Les terminaisons Ab, 

sensorielles, peuvent envahir les couches superficielles de la corne dorsale de la moëlle 

épinière, normalement dédiées à la douleur. Des nerfs spécialisés dans la détection du toucher 

ou de la chaleur vont alors se projeter dans des zones faisant relais avec les aires d’intégration 

de la douleur. L’hypothèse que cela pourrait être à l’origine des sensation anormales ressenties 

par les patients souffrant de douleurs neuropathiques, comme l’allodynie (douleur provoquée) 

ou les fourmillements (sensation spontanée), a été émise (Calvino, 2019, chapitre 2). 

La douleur chronique est effectivement souvent associée avec une modification de perception 

de la douleur. On parle d’hyperalgésie lorsque pour un stimulus normalement douloureux, le 

seuil de ressenti douloureux est abaissé. L’allodynie est, elle, une situation où un stimulus 

indolore va être ressenti comme douloureux (Figure 6b).  

C. Prévalence de la douleur chronique et impact sociétal 

1) Causes principales de la douleur chronique 

Au fil des décennies et selon l’axe de réflexion, plusieurs classifications de la douleur ont 

été établies. La plus communément admise découpe la douleur en quatre grands sous-types 

(Basbaum et al., 2009)(Nicholas et al., 2019). 

(i) Les douleurs par excès de nociception, qui sont souvent associées à des inflammations ; 

(ii) Les douleurs neuropathiques, qui proviennent d’une lésion ou d’un dysfonctionnement 

du système nerveux somatosensoriel. Elles ont un tableau clinique particulier et peuvent être 

dépistées à l’aide du questionnaire dédié DN4 (Bouhassira et al., 2004) ;                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

(iii) Certaines douleurs sont mixtes, regroupent des caractéristiques d’excès de nociception et 

de neuropathie ; 

(iv) Une catégorie un peu différente regroupe les douleurs nociplastiques, anciennement 

appelées idiopathiques ou centralisées (Kosek et al., 2016). Elles proviennent d’une 

perturbation des cheminements de la douleur, un changement de fonction de neurones. Il y a 

une anomalie dans les centres de contrôle de la douleur au niveau central, se traduisant 

fréquemment par un ressenti anormalement douloureux comme de l’allodynie (ressenti 

douloureux d’une stimulation normalement indolore) ou une hyperalgie (exacerbation de la  
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Figure 7 Les cinq principales familles des causes de douleurs chroniques.  

La douleur est associée à de nombreuses pathologies chroniques et peut avoir des causes très 

variées au sein d’un même sous-type de douleur chronique (Nicholas et al., 2019). La douleur 

est souvent le premier niveau de diagnostic, le symptôme le plus visible, qui amène le patient à 

consulter un médecin et à rechercher la cause organique qui a généré cette douleur. Une entité 

peut faire partie de plusieurs groupes de diagnostic depuis l’ICD-11. Extrait de (Nicholas et al., 

2019). 

douleur ressentie pour une stimulation normalement douloureuse). Cela proviendrait d’une 

adaptation du réseau nerveux, d’une neuroplasticité sans origine identifiée. Certains patients en 

souffrant ne montrent ni physiopathologie précise, ni activation de nocicepteurs, ni lésion du 

système nerveux, son origine demeure inconnue. 

Les douleurs chroniques découlent de différentes pathologies (Nicholas et al., 2019) (Figure 

7). On y trouve les douleurs articulaires, causées par l’arthrite rhumatoïde par exemple, les 

secondary headache or orofacial pain,5 chronic secondary
visceral pain,2 and chronic secondary musculoskeletal pain.35

4.1. The general structure of the classification of chronic
primary pain

Chronic primary pain can occur in any body system (eg,
nervous, musculoskeletal, and gastrointestinal systems),
and in any body site (face, low-back, neck, upper-limb,
thorax, abdominal, pelvis, and urogenital region), or in
a combination of body sites (eg, widespread pain). This is
mirrored by the general structure of the classification.
Subtypes of CPP are listed in Figure 1. A complete overview
of all CPP conditions as implemented in the ICD-11
foundation layer is provided in the supplementary material
accompanying this article (available at http://links.lww.
com/PAIN/A658).

In the “frozen linearization” of ICD-11, CPP receives the
diagnostic code MG30.0. If, however, the subtype remains
unclear, the code “chronic primary pain unspecified” (MG30.0Z)
will be appropriate. We expect that the subtypes are more
informative and will often be identified easily.

4.2. The diagnostic codes in the classification of chronic
primary pain

All codes share the characteristics of CPP explained above.
Specifically, it is chronic pain in one or more anatomical regions
that persists or recurs for longer than 3 months and is associated
with significant emotional distress and/or significant functional
disability. The emotional distress can take many forms, such as
demoralization, depressed mood, anxiety, anger, or frustration.
Functional disability also covers a wide range of interference in
daily life, such as difficulties working, sleeping, or taking part in

Figure 1. The general structure of the classification of chronic primary pain. Level 1 and 2 are part of the 2018 frozen version of ICD-11; level 3 has been entered
into the foundation layer. According to the new concept of multiple parenting in ICD-11, an entity may belong to more than one group of diagnoses.

30 M. Nicholas et al.·160 (2019) 28–37 PAIN®

Copyright ! 2018 by the International Association for the Study of Pain. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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douleurs neuropathiques, causées par des lésions mécaniques comme les amputations mais 

également les dégénérescences nerveuses dues au diabète ou au virus du zona, les migraines, 

l’endométriose, les douleurs musculosquelettiques (catégorie regroupant aussi bien la goutte 

que les tendinites et la fibromyalgie), les syndromes douloureux régionaux complexes, les 

douleurs post-chirurgicales, la fibromyalgie et les douleurs cancéreuses, pouvant être 

causées par la tumeur aussi bien que par les traitements. 

2) Comorbidités et impact sociétal : de l’importance de prendre 

en charge la douleur de façon satisfaisante.  

a) Prévalence de la douleur chronique en Europe 

Puisqu’elle est le signe d’un dysfonctionnement organique et qu’elle est associée à une 

sensation désagréable, la douleur, qu’elle soit aigue ou chronique, est la première cause de 

consultation médicale en France (Queneau et al., 2018). En effet, si les causes de douleur 

chronique sont aussi variées, cela a comme conséquence inévitable que les patients en souffrant 

sont d’autant plus nombreux. Certaines études ont montré qu’elle concernait jusqu’au tiers de 

la population adulte en Europe et aux Etats-Unis (Bouhassira et al., 2008; Breivik et al., 2013, 

2006; Dahlhamer et al., 2018; Zelaya et al., 2020) et parmi cette large proportion, 32% des 

patients en souffriront pendant plus de 8 ans. L’âge moyen des patients se situe entre 45 et 

55ans avec une prépondérance féminine. Les coûts de prise en charge de ces patients, par les 

consultations médicales, paramédicales et les examens biologiques répétés associés à des 

traitements médicamenteux au long cours font qu’on estime le budget de la prise en charge de 

la douleur entre 1 et 10% du PIB des pays européens (Breivik et al., 2013). 

b) Comorbidités de la douleur chronique 

Les impacts de la douleur chronique sur la vie personnelle, professionnelle et sociale sont 

assez importants pour qu’elle ait été déclarée comme handicapante. Elle est source de baisse de 

productivité ou d’incapacité au travail, voire de licenciement. La limitation dans les 

mouvements entraine également une désociabilisation des personnes en souffrant. 

De nombreuses affections psychologiques y sont associées, avec un syndrome 

anxiodépressif fréquent. Les pensées suicidaires et les passages à l’acte aboutis sont nettement 

plus fréquents chez les patients souffrant de douleur chronique (Hassett et al., 2014; Magni et 

al., 1998). Par conséquent, la douleur chronique a un impact non pas uniquement sur la qualité 

de vie, mais également sur l’espérance de vie et la mortalité (Kadam et al., 2005). 
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La douleur chronique est également associée au développement d’addictions. La prise de 

susbtances d’abus est plus élevée avec cette pathologie que dans la population générale. 

Cependant, les traitements principaux de douleur étant des sources d’addictions (addiction aux 

opioïdes, voir paragraphe II.D.5)f) de l’introduction) et les déclarations de patients étant 

souvent partielles sur le sujet des prises illicites, il est difficile d’estimer correctement 

l’importance de ce phénomène. La dépendance à une substance a été estimée entre 2 et 19% 

selon les critères d’études (Fishbain et al., 1992). 

Pour de nombreux patients souffrant de douleur chronique, la prise en charge et le 

soulagement de leur peine est une tâche compliquée, qui requiert une approche 

pluridisciplinaire, de la cause aussi bien que des symptômes, mais actuellement plus de la moitié 

des patients estiment leur soulagement insuffisant (Katon et al., 1991; Lim et al., 2015). 

D. Traitements de la douleur chronique disponibles sur le 

marché 

Les paragraphes suivants sont extraits du mémoire de diplôme d’état de docteur en 

pharmacie, « La douleur chronique et sa prise en charge thérapeutique : cas particulier de la 

morphine »,	défendu le 27 mai 2022 à la faculté de Pharmacie de l’Université de Strasbourg 

par Juliette Kaeffer. Ils sont reproduits en italique	
1) Généralités sur l’antalgie et les paliers 

 

« Les molécules spécialisées pour la limitation ou la suppression de la douleur sont appelées 

des antalgiques. L’antalgie consiste à réduire une sensation de douleur ; l’analgésie, elle, la 

supprime totalement.  

 

Les traitements contre la douleur sont classés par la communauté scientifique (Organisation 

mondiale de la santé) en trois paliers différents, du moins au plus puissant. 

Le palier I comprend des antalgiques non opioïdes, pour les douleurs d’intensité faible à 

modérée, avec par exemple le paracétamol, l’aspirine et les anti-inflammatoires non 

stéroïdiens (AINS). Ils agissent principalement via l’inhibition de cyclo-oxygénases centrales 

COX-1 et -2, ainsi que la synthèse de prostaglandines (Graham et al., 2013).  
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Le palier II vise lui les douleurs d’intensité modérée, avec des opioïdes faibles, dérivés de 

la morphine. On y trouve donc la codéine ou le dextropropoxyphène par exemple (retiré du 

marché européen en 2017). 

Pour les douleurs d’intensité forte à sévère, on a recours au palier III, on retrouve 

généralement la morphine et des dérivés aussi ou plus puissants, comme le fentanyl. Cela 

concerne 44% des patients souffrant de douleur chronique. 

 

Grâce à l’évaluation préalable de l’intensité de la douleur, on essaye d’adapter le palier de 

traitement à prescrire par rapport au niveau de douleur ressenti par le patient. Si le 

soulagement est insuffisant, on pourra alors soit changer de molécules (mécanisme d’action 

différent entre le paracétamol et les AINS), soit passer à un traitement du palier suivant. 

2) Les antalgiques de palier I 

Anciennement appelés antalgiques « périphériques », ils sont prescrits dans le traitement de 

la douleur faible à modérée, de type aiguë ou chronique par excès de nociception 

(“*Antalgiques non opiacés : Les points essentiels,” n.d.). On y regroupe 3 types de traitements, 

d’action antalgique mais également antipyrétique : le paracétamol, l’aspirine et les anti-

inflammatoires non stéroïdiens. Ils peuvent être dispensés sur prescription ou bien en 

automédication.  

a) Le paracétamol 

(i) Son mécanisme d’action 

Le paracétamol, ou acétaminophène, est une molécule centrale dans le traitement de la 

douleur aigue et prescrite à 1/3 des patients souffrant de douleur chronique. Mais bien qu’il 

soit largement utilisé depuis plus d’un siècle, son mécanisme d’action reste incomplètement 

élucidé (Ayoub, 2021). L’état de l’art décrit une action passant par la synthèse des 

prostaglandines par les cyclooxygénases, mais uniquement à une dose supra thérapeutique. 

Alors qu’in vitro, des concentrations faibles de paracétamol auront tendance à augmenter la 

production des prostaglandines (Bambai and Kulmacz, 2000; Swierkosz et al., 2002). 

 

Il y aurait deux enzymes responsables de la synthèse d’acide arachidonique, lequel sert de 

précurseur à une série de prostaglandines. Les prostaglandines font partie des molécules pro-
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inflammatoires qui vont également exciter les nocicepteurs et être responsables de l’apparition 

de la douleur. 

[…] 

 

La COX-2 a un lien étroit avec le système cannabinoïde : ils sont métabolisés par COX-2, 

tout comme le 2-arachidonoylglycérol, agoniste de CB1. Par conséquent, le blocage de la 

dégradation des endocannabinoïdes par la cyclooxygénase 2 par le paracétamol, ou 

l’inhibition de leurs transporteurs de recapture permet une augmentation de la concentration 

de cannabinoïdes dans la fente synaptique. Cela aboutit à l’activation plus longue de CB1 et 

CB2 dans le système nerveux central, qui possèdent des propriétés analgésiques.  

[…] 

(ii) Les recommandations dans la prise en charge 

de la douleur chronique 

 
Le paracétamol est antalgique de palier I classique. Il est recommandé en première intention 

dans les douleurs ostéoarthritiques. Il est également largement utilisé en association avec 

d’autres antalgiques dans le traitement des douleurs chroniques 

 

Les antalgiques classiques ne donnent pas ou peu de soulagement des douleurs 

neuropathiques (paracétamol, morphiniques à faible ou très forte dose). 

Aucun traitement médicamenteux n'a aujourd'hui d'indication spécifique dans la 

fibromyalgie. Toutefois, l'utilisation des antalgiques (paracétamol, opioïdes faibles), des 

antidépresseurs, de la prégabaline, ainsi que d'approches non pharmacologiques 

(kinésithérapie, thérapie cognitive ou comportementale, relaxation, hypnose, acupuncture) est 

conseillée. 

Les traitements non médicamenteux, pour certains experts, comprennent bains chauds, 

exercice, thérapie cognitive, relaxation. 

b) Les anti-inflammatoires non stéroïdiens  

(i) Leurs mécanismes d’action 

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) sont une large famille de molécules, 

composée de sept sous-familles de structures chimiques différentes dont le mécanisme d’action 

est défini en opposition aux anti-inflammatoires stéroïdiens (les corticoïdes). On retrouve une 
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vingtaine d’AINS, avec entre autres le diclofénac, l’ibuprofène et le kétoprofène parmi les 

arylcarboxyliques, le meloxicam parmi les oxicams et le célécoxib du groupe des inhibiteurs 

sélectifs de la cox-2 Tableau 2. 

Tableau 2 Les classes d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens et leurs indications 

thérapeutiques 

Molécules Indications 

AINS utilisés comme antalgiques-antipyrétiques : 

Ibuprofène, kétoprofène, diclofénac, naproxène, 

acide méfénamique 

Traitement symptomatique des affections 

douloureuses et/ou fébriles 

Traitement symptomatique des dysménorrhées 

essentielles. 

Classe des arylcarboxyliques (diclofénac, 

kétoprofène…) 

Classe des fénamates (acide niflumique) 

Classe des oxicams (piroxicam, meloxicam, 

ténoxicam) 

Classe des indoliques (indométacine, sulindac) 

Traitement symptomatique au long cours des 

rhumatismes inflammatoires chroniques et de 

certaines arthroses douloureuses et invalidantes. 

Traitement symptomatique de courte durée de 

poussées aiguës des rhumatismes articulaires, 

arthroses, arthrites, lombalgies. 

Douleurs post-opératoires, crises de coliques 

néphrétiques, traumatologie, traitement adjuvant des 

manifestations inflammatoires en stomatologie ou 

chirurgie dentaire ou ORL. 

Phénylbutazone Traitement symptomatique au long cours de la 

spondylarthrite ankylosante. 

Traitement de courte durée (moins de 7 jours) des 

poussées aiguës de rhumatismes abarticulaires, 

goutte et radiculalgie sévère. 

Nimésulide Traitement symptomatique des arthroses 

douloureuses et invalidantes. 

Célécoxib Traitement symptomatique des douleurs de 

l’arthrose et de la polyarthrite rhumatoïde. 

Parécoxib Traitement à court terme des douleurs post-

opératoires. 

D’après Pharmacomedicale.org (“Anti-inflammatoires non-stéroïdiens,”2022) 
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Comme le paracétamol, leur action passe par l’inhibition de cyclooxygénases. Cela va 

bloquer la synthèse de prostaglandines et de thromboxanes à partir de l’acide arachidonique 

(“Anti-inflammatoires non-stéroïdiens,” n.d.). L’inhibition de la COX-2, inductible en réponse 

à des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, est responsable de l’effet anti-

inflammatoire recherché. L’inhibition de la COX1 constitutive va elle déclencher les effets 

indésirables comme la toxicité rénale (maintien du flux sanguin par les prostaglandines), les 

troubles digestifs et ulcères gastroduodénaux ou la production de thromboxane A2.  

(ii) Les recommandations dans la prise en charge 

de la douleur chronique.  

Les AINS peuvent être utilisés comme antalgiques et antipyrétiques. Selon les sous-familles, 

on peut également les prescrire dans le traitement d’arthroses douloureuses et invalidantes, de 

poussées aigues de douleurs articulaires d’origine rhumatoïde, arthrite ou lombalgies, pour 

les douleurs post opératoires, de stomatologie et les coliques néphrétiques. 

 

La plupart des AINS ont un métabolisme hépatique et sont éliminés par voie rénale.  

Les traitements antalgiques sont choisis selon leur efficacité sur le patient.  

a) L’aspirine (acide acétyl-salicylique) 

L’aspirine possède des propriétés à la fois analgésiques, antipyrétiques, anti-inflammatoires 

ainsi qu’antiagrégant plaquettaire. 

Ses mécanismes 

(i) Mécanismes d’action 

L’aspirine est un dérivé de l’acide-salicylique. Comme les AINS, elle inhibe la synthèse des 

prostaglandines, pro-inflammatoires et pro-nociceptives, en agissant sur la COX-1 ainsi que 

la COX-2 au niveau périphérique. 

(ii) Les recommandations pour la prise en charge 

de la douleur  

Dans le cadre du traitement de la douleur, elle est prescrite en 3 prises de 1 gramme par 

jour. L’effet anti-agrégant plaquettaire est obtenu avec un dosage faible, inférieur à 300mg par 

jour, alors qu’on atteint l’effet anti-inflammatoire avec les posologies les plus élevées, pouvant 

être prescrites jusqu’à 6 grammes par jour maximum, en 4 prises espacées de 4 heures au 
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minimum. Les effets indésirables principaux sont des troubles digestifs pouvant aller jusqu’à 

l’hémorragie digestive. 

On la retrouve en association dans des spécialités avec plusieurs autres molécules : la 

caféine, la vitamine C ou le paracétamol principalement.  

[…] 

3) Les antalgiques de palier II ciblant entre autres MOR 

Leur objectif est de soulager les douleurs modérées à sévères. Ils sont représentés par les 

opioïdes faibles : la codéine, la dihydrocodéine et le tramadol.  

a) La codéine et la dihydrocodéine 

La codéine a une efficacité 10 fois plus faible que la morphine. Un dixième de la codéine en 

moyenne est métabolisé par le CYP2D6 en morphine, qui a un effet analgésique (voire le 

mécanisme d’action en II.D.4)b) (“Codéine,” 2013)). Par conséquent son efficacité va dépendre 

de la présence et du variant de CYP2D6 qui possède le patient. De même la dihydrocodéine 

devient de la dihyromorphine grâce au même cytochrome et c’est son métabolite qui est actif 

sur les récepteurs du système opioïde (“DICODIN L.P. 60 mg, comprimé à libération prolongée 

-Résumé des caractéristiques du produit - Base de données publique des médicaments,” 2022).  

b) Le tramadol 

Le tramadol possède un mécanisme d’action double : il a des propriétés agonistes sur le 

récepteur µ aux opioïdes (µ opoioid receptor, MOR), mais il inhibe également la recapture de 

la sérotonine et de la noradrénaline. Le tramadol est une prodrogue, c’est après la O-

déméthylation par les cytochromes 2D6 et 3A4 qu’on obtient un produit actif sur MOR 

(“Tramadol - an overview | ScienceDirect Topics,” n.d.). Mais son action antalgique n’est pas 

uniquement due au système opioïde : lorsqu’on en bloque l’effet par de la naloxone, un 

antagoniste de MOR, on garde un effet antalgique important. La majorité de l’action du 

tramadol passe donc par sa deuxième propriété pharmacologique : il inhibe les enzymes de 

recapture de la sérotonine et de la noradrénaline.  

4) Les antalgiques de palier III 

Les antalgiques de paliers III pour les douleurs sévères sont des opiacés ou opioïdes. Les 

opiacés sont dérivés de l’opium extrait du pavot Papaver somniferum. Ce sont donc des 

substances alcaloïdes d'origine naturelle, ou obtenues par hémisynthèse à partir des 
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composants de l’opium. Le terme opioïde regroupe également des molécules synthétiques ayant 

le même mécanisme d’action. 

a) Leur prescription 

La morphine par voie orale est considérée comme molécule de référence parmi les opioïdes, 

mais il en existe maintenant de nombreux, naturels ou synthétiques, dont la majorité a un 

pouvoir analgésique plus puissant Tableau 3. 

Le tableau 2 ci-dessous montre la puissance analgésique obtenue par les opioïdes les plus 

couramment utilisés en médecine, comparée à celle de 10mg de morphine. Seules deux 

molécules nécessitent un dosage plus important pour avoir un effet analgésique équivalent à 

celui de la morphine : le tramadol et la codéine, qui sont des antalgiques de palier II.  

 

La morphine par voie orale est la référence analgésique admise. D’autres voies 

d’administration ont un meilleur effet grâce à une plus grande biodisponibilité. D’autres 

agonistes de MOR ont été développés avec un pouvoir analgésique plus puissant, comme la 

buprénorphine ou le fentanyl.  

 

Tableau 3 Tableau d’équianalgésie des traitements opioïdes avec la morphine per os  

 
D’après (“Recommandations Douleur de l’adulte,” 2023) 

[…] 
 
Concernant les opioïdes faibles ou moyens, le tramadol ne peut être prescrit que 3 mois 

depuis 2020. Il faut adapter sa posologie au patient, selon le but de traitement recherché.  



 

 

24 

Les opioïdes forts sont mis en 3ème ligne des traitements des douleurs chroniques, qu’elles 

soient neuropathiques, cancéreuses. Il faut bien définir les objectifs de traitements et surveiller 

le développement d’addiction pour ces traitements (“Fréquence médicale,” 2021).  

b) Mécanismes d’action 

Le système opioïde endogène est composé de 4 récepteurs couplés aux protéines G, µ, ∂, k 

et orphanine FQ/nociceptine. Ils sont principalement distribués dans des cellules nerveuses.  

 

 
Figure 8 Mécanismes d’action de la morphine. 

Au niveau supraspinal, les analgésiques opioïdes stimulent MOR présent sur les 

interneurones GABAergiques, ce qui inhibe la libération de GABA dans le RVM. Le rôle du 

GABA est de bloquer le signal des cellules « OFF », de rétrocontrôle négatif, donc la 

diminution de sa libération va permettre au potentiel d’action d’être généré. Au niveau spinal, 

la morphine agit par l’intermédiaire de MOR présynaptique dans la corne dorsale de la moëlle 

épinière. L’activation du récepteur va bloquer la libération des neurotransmetteurs 

pronociceptifs (Glutamante, Substance P, CGRP) par le nocicepteur et donc empêcher la 

transmission du signal nociceptif aux neurones de second ordre. PAG : periaqueductal gray ; 

RVM : rostral ventromedial medulla ; GABA : g-aminobutyric acid ; SP : substance P ; 

CGRP : calcitonin gene-related peptide ; NMDA-R : N-methyl-D-aspartate receptor ; NK1 : 

R–neurokinin-1 receptor ; AMPA : R–α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid 

receptor. D’après (Listos et al., 2019) 
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[…] 

Le récepteur µ, à 7 domaines transmembranaires, est couplé à une protéine intracellulaire 

Gi, inhibitrice. L’activation du récepteur par un agoniste va donc bloquer la transmission du 

message intracellulaire. Les récepteurs µ aux opioïdes sont distribués sur les terminaisons 

nerveuses périphériques des fibres afférentes primaires mais également aux corps cellulaires 

des neurones de second ordre dans les lamina I et II de la corne dorsale de la moëlle épinière 

et dans le cerveau (Kohno et al., 1999). De cette façon, en les activant, la morphine va bloquer 

la génération du stimulus nociceptif à son origine, en périphérie, mais également lors de son 

relai dans la moëlle épinière et de son intégration consciente au niveau central (Figure 9). 

 
Figure 9 Modulation de l’influx nociceptif par l’action du récepteur aux opioïdes µ (MOR). 

L’extrémité périphérique du nocicepteur présente des récepteurs MOR qui peuvent être 

activés lors de la prise d’opioïdes exogènes ou par la libération d’opioïdes endogènes qui sont 

libérés par les cellules du système immunitaires. Des récepteurs MOR sont également retrouvés 

à la surface de l’extrémité centrale du nocicepteur ; leur activation se fait lors de la libération 

d’opioïdes endogènes par les neurones de la partie ventromédiale de la moëlle épinière 

(Rostral Ventromedial Medulla, RVM). Certains neurones libérant du GABA et des 

enképhalines diminuent la libération de neurotransmetteur dans la fente synaptique, ils sont 

dits « off ». Les neurones GABAergiques uniquement, sont activateurs, ils induisent une 

désinhibition des interneurones spinaux, lesquels abaissent la transmission du signal nerveux 

pas leur action pré et postsynaptique : ils causent une hyperpolarisation de la membrane. 

D’après (Corder et al., 2018). 

 

Figure 2. 
Opioid modulation of signaling and synaptic transmission. (a) Presynaptic and postsynaptic 
effects of opioids on nociception. (Left) Noxious stimuli trigger action potential firing along 
DRG nociceptors. Upon reaching the synaptic terminal, VGCCs (yellow) open, facilitating 
neurotransmitter release. These neurotransmitters (e.g., glutamate) then open postsynaptic 
AMPA and NMDA receptors, which continue the nociceptive signals along pain circuits. 
(Right) Activation of opioid receptors promotes dissociation of inhibitory Gα and Gβγ 
protein subunits. Gα subunits suppress adenylate cyclase, and Gβγ subunits presynaptically 
inhibit VGCC opening and postsynaptically activate GIRK channels, resulting in reduced 
neurotransmitter release and membrane hyperpolarization, respectively. (b) Biased signaling 
pathways. Agonist binding to opioid receptors causes conformational changes that promote 
distinct recruitment of G protein and arrestin effector signaling cascades. While G proteins 
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La morphine reste une substance de référence dans le traitement de la douleur, aigue mais 

également chronique. Pourtant des effets indésirables et paradoxaux, divers autant que 

nombreux, y sont associés. Un traitement par des opioïdes entraine des effets épigénétiques 

durables. Les gènes concernés sont impliqués dans la croissance cellulaire au niveau des 

gonades, dans la mort et la morphologie d’autres cellules comme les macrophages et dans 

l’excitabilité neuronale. 

 

Associations de traitements :  

La morphine est le gold standard des douleurs de type cancéreuses, mais son efficacité peut 

être optimisée avec une association avec des anesthésiques locaux ou de la clonidine (Taira, 

2008). La clonidine est un dérivé alphasympathomimétique, c’est-à-dire un agoniste partiel des 

récepteurs adrénergiques a2. Son action sur les récepteurs localisés dans le bulbe rachidien 

lui donne des propriétés antihypertensives, mais elle est aussi reconnue pour avoir un effet 

sédatif et renforcer l’effet analgésique de la morphine. Le récepteur a2 adrénergique est 

présent dans la corne dorsale de la moëlle épinière, où transitent les messages nociceptifs. Le 

récepteur a2 adrénergique médie la régulation de la transmission nociceptive par son action 

sur le rétrocontrôle descendant exercé par la noradrénaline (Bahari and Meftahi, 2019). La 

seule autorisation de mise sur le marché de la clonidine est le traitement de l’hypertension 

artérielle, mais son efficacité en association avec des analgésiques commence à être mise en 

évidence dans plusieurs essais cliniques (Joshi et al., 2000). 

5) Les effets indésirables des opioïdes non liés à la douleur 

a) Les propriétés antitussives  

Les propriétés antitussives de certains opioïdes, comme la codéine et la dextrométorphane, 

proviennent de leur effet dépressif sur les centres respiratoires. Les mécanismes responsables 

sont l’activation des récepteurs MOR ou KOR et l’antagonisme du récepteur DOR. Il est 

probable que les propriétés antagonistes du récepteur NMDA participent également à la 

diminution des toux après la prise de codéine (Brown et al., 2004). 

b) Les propriétés émétiques 

La morphine est responsable de plusieurs effets indésirables de type gastro-intestinaux.  
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Il a été constaté depuis des décennies que la morphine par voie intra veineuse (10mg pour 

70kg) est responsable de nausées durant deux heures chez 70% des patients, allant jusqu’aux 

vomissements pour 60% des sujets sains (Thompson et al., 1995). 

Une autre étude a mis en avant des nausées et vomissements chez environ un tiers des 

patients après analgésie post chirurgicale. Cette fois-ci le traitement intraveineux était à 

hauteur de 0,12mg/kg, soit 8,4mg / 70kg (Cann et al., 2002). Ces deux études ont également 

conclu que contrairement aux théories en cours, cet effet n’était pas dû au métabolite actif de 

la morphine, la morphine-6-glucuronide. 

c) La constipation 

Le phénomène de constipation, induit lors de la prise d’opiacés, est un effet indésirable 

fréquent et sous-évalué. Sa prise en charge est donc d’autant plus retardée.  

Elle concerne 51 à 87% de patients cancéreux traités avec de la morphine, et la moitié des 

patients recevant chroniquement de la morphine pour une autre pathologie qu’un cancer 

(Bertrand, 2006). 

Cet effet provient de l’action du récepteur µ aux opioïdes, non pas dans les neurones 

sensoriels ou le cerveau mais de celui localisé dans la sous-muqueuse digestive. Son activation 

par la morphine bloque la libération de neurotransmetteur, ce qui entraine un manque du 

signal nécessaire à la stimulation motrice du péristaltisme et d’autres phénomènes moteurs du 

tube digestif. Elle s’accompagne d’une baisse des sécrétions digestives et d’une augmentation 

de la déshydratation du bol digestif ainsi qu’une contraction sphinctérienne (Farmer et al., 

2019). 

Pour pouvoir poser le diagnostic de constipation induite par l’usage d’opiacés, on a recourt 

à la grille de critères « Rome IV » (Aziz et al., 2020). 

Pour lutter contre cet effet indésirable, on peut utiliser des antagonistes des récepteurs 

opioïdes à effet périphérique ne passant pas la barrière hémato encéphalique. Dans ce cas, ils 

atteignent les récepteurs MOR du tube digestif empêchant la constipation, mais pas ceux du 

système nerveux central, permettant un maintien de l’effet analgésique recherché. On trouve 

par exemple la méthylnaltrexone par administration sous cutanée, le naloxégol par voie orale 

ou la naldémédine par voie orale.  

d) Les démangeaisons 

Cet effet indésirable provient d’une interaction entre la morphine et la production/sécrétion 

d’histamine au niveau cardiovasculaire (Liu et al., 2011).  
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e) La dépression respiratoire 

Le récepteur µ aux opioïdes est retrouvé dans les centres de contrôle de la respiration, où 

on détecte la concentration en CO2 et O2 dans le sang. L’action de la morphine va biaiser 

l’estimation faite de leurs taux et la surestimation va ralentir la respiration du patient jusqu’à 

l’arrêter. Ce mécanisme est responsable des décès par surdose aux opiacés. Le traitement de 

cet arrêt respiratoire, lorsqu’il est détecté à temps, est une administration de naloxone, 

l’antagoniste du récepteur MOR (0,4 à 2mg, en IV, par 0,1mg toutes les 2 minutes, jusqu’à 

obtenir un rétablissement suffisant de la fréquence respiratoire.(“Naloxone,” 2017))  

f) L’addiction 

En plus de leur tolérance, les opioïdes ont des capacités addictives importantes (Figure 10) 

et leur arrêt brutal est responsable d’un syndrome de sevrage physique important. On y trouve 

comme symptômes, 8 à 12h après la dernière prise : transpiration, insomnies, douleurs 

articulaires, musculaires et osseuses, agitation, anxiété, crampes abdominales, diarrhée et 

larmoiements. Ces symptômes sont majorés autour du 2ème jour et durent en moyenne 10 jours. 

En revanche, la recherche compulsive de la substance par le patient persiste bien plus 

longtemps. Une étude, menée grâce aux données Medicare, a montré que pour près de 50 000 

patients en rémission ayant pris des opioïdes pendant leur traitement, ont une consommation 

bien plus élevée d’opiacés que les sujets contrôle (2,5 fois supérieure chez les patients atteints 

de cancer colorectal) et cette différence de consommation met en moyenne 6 ans à s’égaliser 

(Salz et al., 2019). Cette observation met en avant le risque de prescrire des analgésiques 

opiacés pour soulager des douleurs aigues car il y a une probabilité non négligeable que cet 

usage perdure bien au-delà de la douleur initiale à cause des propriétés addictives des 

opioïdes. 

Il est possible que les symptômes d’addiction et de sevrage observés dans la dépendance 

aux opiacés soient liés à des mécanismes moléculaires similaires à ceux de la tolérance 

analgésique : il semble y avoir une suractivation de la voie AMPc / protéine Kinase A et de la 

réponse AMPc à la liaison d’un agoniste (Christie, 2008). Ces activations peuvent avoir un 

impact sur la plasticité neuronale, ce qui modifie durablement les voies neuronales activées en 

réponse aux opiacés. Le récepteur aux opioïdes µ, par sa localisation et les modifications 

entrainées par son activation, va stimuler les voies de la récompense, renforçant 

progressivement l’addiction. Les projections des neurones dopaminergiques de l’aire 

tegmentale ventrale (VTA) et sur le nucleus accumbens sont impliqués dans le développement 

des changements physiologiques et comportementaux observés dans les addictions. C’est le cas 
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particulièrement dans la dépendance aux opioïdes ou à l’alcool. Deux mécanismes permettent 

l’addiction : la stimulation des neurones dopaminergiques dans l’aire tegmentale ventrale, 

dont l’axone fait ses synapses dans le Nucleus Accumbens (NAc) ; et le blocage des neurones 

GABAergiques inhibiteurs, qui laissent donc le champ libre à l’activation des neurones 

dopaminergiques dans la VTA. Cela augmente la facilité et la fréquence d’activation des 

neurones dopaminergiques. 

Il a été montré que la libération de dopamine dans le NAc est corrélée avec des sensations 

d’euphorie chez les humains et l’inhibition des récepteurs à la dopamine chez le rongeur a 

montré leur importance dans les comportements d’auto-administration de drogue (Di Chiara 

et al., 2004). 

Beaucoup de ces neurones expriment également du glutamate. Il semble que la libération 

simultanée de dopamine et glutamate soit cruciale dans les comportements addictifs (Buck et 

al., 2021). Le glutamate semble avoir un rôle dans la génération de vésicules synaptiques 

dopaminergiques dans les neurones dans le nucleus accumbens. Lors de l’activation des 

neurones pas les opiacés, on pourra alors avoir une libération de dopamine plus importante 

par la stimulation.  

 

 
Figure 10 Voies d’activation du système de récompense par la morphine. 

La morphine active MOR localisé dans les neurones GABAergiques de l’aire tegmentale 

ventrale. L’activation de la protéine Gi du RCPG va empêcher la libération de GABA, 

neurotransmetteur inhibiteur, dans la fente synaptique. Les neurones dopaminergiques sont 

donc activables, ce qui stimule dans la libération de dopamine dans le nucleus accubens. PFC 

: prefrontal cortex ; Nac : nucleus accumbens ; HP : hypothalamus ; Amy : amygdala ; VTA : 

ventral tegmental area ; GABA :  g–aminobutyric acid ; DA : dopamine . Extrait de (Listos et 

al., 2019). 
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La méthadone, agoniste complet, la buprénorphine, agoniste partiel et la naltrexone, 

antagoniste de MOR, sont les molécules de référence recommandées par l’OMS (Abuse and 

Organization, 2009) pour soulager les patients souffrant de dépendance aux opioïdes et limiter 

les rechutes (Wang et al., 2019). 

g) Les troubles de l’humeur 

Les effets psychoactifs des opiacés sont nombreux et comportent une somnolence, une baisse 

de la vigilance mais également une euphorie intense et des hallucinations. Ces deux derniers 

points sont à l’origine de la prise récréative de certains dérivés opioïdes comme l’héroïne ou 

le fentanyl.  

D’un point de vue neurologique, il a été montré depuis longtemps que l’activation des 

récepteurs opioïdes a des conséquences sur le système dopaminergique, au niveau des corps 

cellulaires, des terminaisons nerveuses afférentes et efférentes. La production cérébrale 

d’enképhalines endogènes, les peptides agonistes des récepteurs opioïdes, est corrélée à celle 

de la dopamine. 

L’administration de morphine impacte l’activité des neurones dopaminergiques dans l’aire 

tegmentale ventrale : on constate une diminution de la libération de dopamine, de sa recapture 

et de son métabolisme (Schmauss and Emrich, 1985). 

 

Ensemble, ces effets indésirables ainsi que la prescription facilitée d’une forme à libération 

prolongée d’oxycodone (Oxycontin R) engendre depuis une dizaine d’année une explosion des 

morts par overdose d’opiacés aux États-Unis (Mattson et al., 2021). Depuis 2015, 50 000 

personnes par an y sont décédées par overdose aux opioïdes, qu’ils soient prescrits ou illicites. 

Ce nombre a atteint 92 000 morts en 2020. Cela provient grande partie d’un mésusage de ces 

composés. Une prescription facilitée par la loi américaine, avec des informations fallacieuses 

sur le faible caractère addictif de ces molécules a conduit à une surprescription d’opiacés aux 

Etats-Unis. Il est estimé qu’1,7 millions d’américains font un mésusage d’opioïdes prescrits et 

650 000 souffrent d’une addiction à l’héroïne, dont 80% ont initialement reçu une prescription 

médicale d’opiacés à visée antalgique (National Institute on Drug Abuse, 2021). 
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6) Les effets paradoxaux de la morphine 

a) La tolérance analgésique 

(i) Description du phénomène 

Parmi les effets indésirables des opiacés, la tolérance analgésique est problématique pour 

l’efficacité de l’analgésie recherchée par le traitement. 

La tolérance analgésique correspond à une baisse de l’analgésie obtenue par une même 

dose administrée, lors d’un traitement répété. Ainsi, il faudra augmenter la quantité de 

morphine administrée pour maintenir une analgésie similaire. Ce résultat a pu être mis en 

évidence à de nombreuses reprises dans des modèles murins où l’analgésie produite par la 

morphine est évaluée quotidiennement (Elhabazi et al., 2014).  

 

[…] NB : Les mécanismes supposés en sont décrits en III.D p.68  

b) L’hyperalgésie induite par les opiacés 

(i) Description du phénomène 

L’hyperalgésie, qui se traduit par une diminution du seuil de sensibilité à la douleur, est un 

phénomène qui parait assez contradictoire avec l’effet principal des opioïdes qui est de 

soulager la douleur. Pourtant, il est bien connu et de nombreuses fois décrit (Lee et al., 2011). 

On parle alors d’hyperalgésie induite par les opiacés (HIO). Son identification remonte à plus 

d’un siècle, par Abutt en 1870 qui parlait de la morphine en disant qu’elle « tend à encourager 

chaque douleur qu’elle prétend soulager ». Une décennie plus tard, un médecin allemand, 

Rossbach, décrivait dans un article ce phénomène observé sur des patients cancéreux “when 

dependence on opioids finally becomes an illness of itself, opposite effects like restlessness, 

sleep disturbance, hyperesthesia, neuralgia, and irritability become manifest.” (Rossbach, 

1880).  

Cette adaptation a été ensuite observée chez des rongeurs et cela même avec une dose de 

1mg/kg, trop faible pour obtenir une analgésie visible (Alizadeh et al., 2014; Bianchi et al., 

2011; Milne et al., 2013; Sanna et al., 2015). Des études cliniques ont également pu mettre en 

évidence l’apparition de cette hypersensibilité chez des patients traités par opioïdes (Hayhurst 

and Durieux, 2016). L’HIO a été décrite dans les cas de douleurs post chirurgicales, les 

douleurs lombaires, les douleurs cancéreuses et musculosquelettiques, chez les patients 
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souffrant de dépendance (Compton et al., 2001) mais également chez les sujets sains 

(Mauermann et al., 2016). 

(ii) Mécanismes supposés 

L’une des raisons évoquées pour expliquer le développement de cette hypersensibilité est 

l’existence d’un isoforme spécifique différent du récepteur.  

Ce variant de récepteur, à 6 domaines transmembranaires avec un résidu N terminal 

extracellulaire tronqué, serait couplé à une protéine Gs qui activerait les cellules au lieu de les 

inhiber, facilitant ainsi le développement des stimuli douloureux (Gris et al., 2010). 

[…] 

 

Il reste un autre mécanisme pouvant mener à une hypersensibilité. En effet, lors d’une 

inflammation systémique, on trouve également une réponse du système immunitaire présent 

autour du système nerveux central ; les astrocytes et la microglie vont entretenir l’excitation 

des neurones de second ordre en relarguant également des substances pro-inflammatoires de 

type chemokines, cytokines ou glutamate par exemple. Les opioïdes vont avoir une action sur 

cette production, en l’entretenant même en absence de blessure ou d’infection, exacerbant le 

message nociceptif (Martyn et al., 2019). 

 

Pour limiter le développement de l’HIO et préserver les patients, on recommande d’avoir 

recours à des changements de traitement au bout de quelques mois. Les effets indésirables des 

différentes molécules ne sont pas aussi intenses selon le traitement et le patient (Mercadante 

and Bruera, 2016; Ramasubbu and Gupta, 2011). 

 

Pour limiter l’apparition de ces effets contre productifs, on peut recommander l’utilisation 

de la buprénorphine associée à la naloxone (antagoniste du récepteur MOR) dans le traitement 

de la douleur de patients dépendant aux opiacés : il semble y avoir un effet bénéfique qui 

passerait par une réduction de l’hyperalgésie induite par les opiacés, bloquée par la présence 

d’un antagoniste MOR dans le mélange (Chen et al., 2014). » 

 

Suite à la limitation qu’elle représente dans la prise en charge de la douleur, la tolérance 

analgesiques aux agonistes MOR est le sujet de nombreuses études. Elle dépendrait à la fois de 

mécanismes de tolérance cellulaire, incluant la diminution de MOR fonctionnels par 

désensibilisation et internalisation par les bêta-arrestines et du renforcement de la signalisation 
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contraire, comme la suractivation de l'adénylate cyclase, et des modifications adaptatives des 

circuits de la douleur du système nerveux, y compris le développement de l'hyperalgésie induite 

par les opioïdes (Cahill et al., 2016 ; Khan et Mehan, 2021 ; Roeckel et al., 2016). 

 

D’autres mécanismes sont étudiés pour expliquer le développement de la tolérance 

analgésique, comme l’activation de systèmes anti-opioïdes, pro-nociceptifs, qui 

contrebalanceraient l’inhibition des voies nerveuses par les peptides opioïdes endogènes. 

Plusieurs systèmes présentent des propriétés anti-opioïdes y compris les récepteurs à peptides 

RFamides, dont les propriétés pronociceptives sont très étudiées au sein de notre équipe de 

recherche (Drieu la Rochelle et al., 2018; Quillet et al., 2016; Roeckel et al., 2016).  

La tolérance analgésique à l'agoniste MOR dépend du ligand et récemment les recherches se 

sont penchées sur le développement d’agonistes biaisés vers la protéine G, qui vont favoriser 

l’activation de cette voie de signalisation uniquement, au lieu de ligands activant à la fois la 

protéine G et les voies des bêta-arrestines (Kelly et al., 2023). Face aux limitations 

thérapeutiques actuelles dans la prise en charge de la douleur chronique, nous nous sommes 

penchés sur un autre récepteur aux opioïdes, le récepteur aux opioïdes delta (DOR), qui présente 

des propriétés anti-nociceptives intéressantes et dont l’activation produit moins d’effets 

indésirables que l’activation de MOR.  

III. Le récepteur opioïde delta : état de l’art et potentiel 

thérapeutique  

A. Description générale de DOR 

Des récepteurs du système nerveux liant la naloxone, molécule antagoniste de l’effet des 

opiacés, ont été décrits pour la première fois en 1973 (Pert and Snyder, 1973). Depuis, trois 

récepteurs opioïdes ont été différenciés, avec l’identification de leurs séquences ainsi que de 

leurs structures. 

Le récepteur opioïde delta est un récepteur de 371 acides aminés (Kieffer et al., 1992). Plus 

de 90% des aminoacides de la séquence primaire de DOR sont conservés entre la souris, le rat, 

le singe et l’humain (Gendron et al., 2019). Le gène oprd1 qui code pour DOR (Kieffer et al., 

1992) se trouve sur le chromosome 4 chez la souris, 5 chez le rat et 1 chez l’humain (Befort et 

al., 1994; Bzdega et al., 1993; Kaufman et al., 1994). 
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1) Les agonistes modèles utilisés pour l’étude de DOR 

En trente ans, le nombre de ligands sélectifs du récepteur delta opioïde qui ont été développés 

est non négligeable (Figure 11). 

  

Figure 11 Structure des ligands sélectifs DOR. 

Les ligands de DOR ont été développés sur le modèle de plusieurs structures. Le 

ARM1000390, le SNC80 et l’AZD2327 ont le même pharmacophore. De même le TAN-67 et 

le JNJ-2°788560 ont une structure cyclique commune. Certains agonistes et antagonistes sont 

des peptides. D’après (van Rijn et al., 2013) 

Ils ont été plus ou moins caractérisés in vitro et dans des modèles précliniques, en particulier 

chez le rongeur. Certains ont atteint les premières phases des essais cliniques. Leur 
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développement est majoritairement axé sur le traitement de la douleur chronique, en particulier 

migraineuse, mais également comme anxiolytique et antidépresseur. 

Les deux petites molécules qui ont été utilisées au cours de cette thèse comme modèles 

d’agonistes entrainant une tolérance ou non sont le SNC80 et le ARM1000390 (ou ARM390). 

Leur structure est très proche, seules des « chaines latérales » sont ajoutées sur le SNC80. Ces 

variations suffisent néanmoins à différencier les effets obtenus sur plusieurs aspects, aussi bien 

la tolérance analgésique observée que le comportement du récepteur subcellulaire ou les effets 

indésirables associés. Le naltrindole est l’antagoniste sélectif de référence de DOR qui a été 

utilisé au cours de cette thèse pour vérifier la sélectivité d’action des agonistes.  

a) Le SNC80 

Le SNC80 est la plus ancienne petite molécule sélective de DOR, synthétisée pour la 

première fois en 1994 par Calderon. Sa formule	((+)-4-[(αR)-α-((2S,5R)-4-allyl-2,5- dimethyl-

1-piperazinyl)-3-methoxybenzyl]-N,N-diethyl benzamide se synthétise en C28H39N3O2,, ce qui lui 

donne un poids moléculaires de 450 g/mol (Figure 11). Son affinité pour les récepteurs opioïdes 

a été déterminée par liaison de radioligand sur des membranes de cerveau par Bilsky en 1995. 

Une valeur d’affinité (Ki) de 1,78nM a été obtenue pour DOR, contre 881nM pour MOR et 

441nM pour KOR (Bilsky et al., 1995). Plus récemment, Pradhan et collaborateurs (Pradhan et 

al., 2009) ont déterminé une valeur de Ki de 9,1nM en compétition avec du naltrindole 

radiomarqué, cette valeur est associée à une concentration efficace pour activer 50% de la 

protéine G associée à DOR de 121nM en test de liaison du [35S]GTPγS, sur des membranes de 

cerveaux de souris DOR-eGFP. Il a depuis été utilisé comme référence pour l’étude de DOR 

dans de nombreux articles (Tableau 6).  

(i) Effet in vivo 

Le SNC80 est communément administré par injection intrapéritonéale (i.p.), pour un 

traitement systémique, à une concentration de 10mg/kg. Dans la majorité des cas, son effet 

analgésique est évalué 45min après cette administration.  

b) Le ARM390 

(i) Généralités 

Le AR-M1000390 ou ARM390 est un agoniste dérivé du SNC80, développé par Astra 

Zeneca, qui a été beaucoup moins étudié. Le ARM390 n’occupe que partiellement le domaine  
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Tableau 4 Modèles animaux génétiquement modifiés pour permettre l’étude de DOR 

 

Adapté de (Vicente-Sanchez et al., 2016) 

de liaison du SNC80 (Wei et al., 2000). Pourtant, son Ki pour le récepteur DOR sur des 

membranes de cerveau est de 2,3nM, soit une affinité équivalente à celle du SNC80, mais une 
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EC50 de 169nM par test de liaison de [35S]GTPgS après activation de la protéine G (Pradhan et 

al., 2010). 

(i) Utilisation in vivo 

Lors de ses quelques utilisations in vivo dans la littérature, le ARM390 est administré par 

voie orale (p.o.) pour éviter le développement d’inflammations au site d’injection (Pradhan et 

al., 2009). Mais la quantité utilisée est souvent de 60mg/kg au lieu de 10mg/kg comme le 

SNC80 (Blaine and van Rijn, 2023; Chu Sin Chung et al., 2015a).  

2) Les outils génétiques disponibles pour l’étude du rôle de DOR 

Il existe de multiples modèles de souris génétiquement modifiées permettant d’étudier le 

rôle physiologique de DOR. Ils sont résumés dans le Tableau 4. 

a) Les souris déficientes pour le récepteur delta opioïde  

Dans un premier temps, pour déterminer les mécanismes de douleur et d’analgésie dans 

lesquels DOR est requis, des animaux génétiquement modifiés pour être Knock-out (KO) pour 

le gène codant pour DOR, ont été créés. 

(i) Les KO constitutifs DOR 

Il existe 3 modèles décrits de KO totaux de DOR. L’un est déficient pour l’exon 1 (Filliol et 

al., 2000), l’autre est déficient pour l’exon 2 (Zhu et al., 1999) et un troisième est généré par 

croisement avec une délétion sous la dépendance du promoteur CMV (Gaveriaux-Ruff et al., 

2011). 

(ii) Les KO conditionnels  

Plusieurs KO conditionnels ont également été créés pour étudier le rôle de DOR dans des 

sous familles de populations cellulaires. Des souris Oprd1fl/fl , dont le gène DOR est flanqué de 

sites LoxP, ont été utilisées. Parmi elles se trouve le DORNaV1.8 cKO spécifiquement inactivé 

grâce à la Cre recombinase dans les neurones exprimant le canal sodique Nav1.8 (Weibel et al., 

2013) déficient dans les neurones sensoriels périphériques Ab et A∂ (Bennett et al., 2019), ou 

dans les neurones GABAergiques du proencéphale, grâce à un croisement avec des souris 

exprimant la Cre recombinase sous la dépendance du promoteur Dlx5/6 (Chu Sin Chung et al., 

2015b). Le gène Oprd1 floxé a été utilisé également pour que, croisé avec des animaux GFAP-

Cre, le récepteur DOR soit excisé du génome spécifiquement dans les astrocytes (Reiss et al., 

2021). 
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b) Les souris knock-in  

Les RCPG sont des cibles contre lesquelles il est difficile d’obtenir des anticorps spécifiques. 

Ils sont dans l’ensemble profondément enchâssés dans la membrane plasmique et la zone 

pouvant servir d’épitope est limitée à leur extrémité N-ter, C-ter et aux boucles intra- ou 

extracellulaires. De plus, bien qu’ils soient impliqués dans la régulation de mécanismes fins, 

nombreux et variés, les RCPG sont des protéines très faiblement exprimées de façon endogène, 

il est donc complexe de détecter leur présence spécifiquement et de les différencier du bruit de 

fond (Bardoni et al., 2014). Plusieurs équipes ont donc généré des lignées de souris exprimant 

le récepteur DOR fusionné à une protéine rapportrice, de sorte à pouvoir suivre cette protéine 

rapportrice plutôt que le récepteur lui-même, particulièrement dans des études de biochimie et 

d’imagerie. 

(i) Les souris DOR-eGFP 

Décrites par Grégory Scherrer et collaborateurs en 2006 (Scherrer et al., 2006), ces souris 

ont fait l’objet de nombreuses études et ont été utilisées au cours des travaux décrits dans ce 

manuscrit de thèse. La enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) a été insérée dans l’exon 3 

du gène codant pour DOR de manière à être exprimée en fusion avec la partie carboxyl 

terminale (C-ter) intracellulaire du récepteur.  

Les souris DOR-eGFP présentent un niveau d’expression de DOR connu comme étant 1,5 

fois plus élevé que le nombre de récepteur présent dans les souris sauvages. La distribution de 

DOR-eGFP est similaire aux animaux sauvages. Il a été vérifié en particulier que DOR-eGFP 

était bien exprimé dans les mêmes régions cérébrales, mais également que sa distribution était 

équivalente chez les mâles et les femelles, avec une co-expression dans les neurones positifs 

pour la parvalbumine, la calbindine et la somatostatine (Erbs et al., 2012). On observe un peu 

plus de DOR-eGFP à la membrane plasmique et le SNC80 entraine son endocytose dans le 

caudate putamen. Elles ont un fond génétique C57Bl6/J ; 129SvPas (50/50). Ces souris ont été 

utilisées pour les travaux présentés dans cette thèse. 

(ii) HA-DOR 

Des souris HA-DOR (ou HA-DOPr) portant une protéine étiquette dérivée de 

l’hémaglutinine de la grippe (HA) en N-ter de l’exon 1 ont été générées par Su et collaborateurs 

en 2017 (Su et al., 2017). Ces souris ont permis le suivi de HA-DOR par immunohistochimie à 
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l’aide d’anticorps anti-HA. La distribution de HA-DOR est similaire à celle attendue, il est 

présent dans le bulbe olfactif, le cortex et l’hippocampe. 

(iii) FLAG-DOR 

Les souris FLAG-DOR (ou FLAG-DOPr) ont été décrites pour la première fois en 2020 par 

l’équipe de Louis Gendron (Degrandmaison et al., 2020). L’insertion de l’étiquette FLAG en 

N-ter de DOR leur a permis d’immunoprécipiter le récepteur et de déterminer le premier 

interactome de DOR in vivo. 

3) Structure et distribution de DOR 

a) Structure de DOR 

La structure tertiaire de DOR a été élucidée par cristallographie pour la première fois en 

2012 par l’équipe de Kobilka (Granier et al., 2012). Depuis, sa conformation en association 

avec deux ligands, le peptide agoniste KGCHM07 et la petite molécule agoniste DPI-287, est 

connue grâce à Claff et collaborateurs (Claff et al., 2019). Le docking de dérivés de ces ligands,  

 

 

Figure 12 Schéma de la structure de DOR et de ses sites de phosphorylation 

(A) structure générale du RCPG humain et potentiels sites de phosphorylation , grisés, à la 

surface intracellulaire. Les anticorps connus ciblés contre un site de phosphorylation sont 

représentés. (B) Sites potentiels de phosphorylation de l’extrémité C-ter de DOR, chez l’homme 

et chez la souris, en grisés. D’après (Mann et al., 2020) 
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Figure 1. Characterization of phosphosite-speci!c DOP receptor antibodies using λ-phosphatase and 
receptor mutants. (A) Schematic representation of the human DOP receptor (hDOP). Potential intracellular 
phosphorylation sites are depicted in gray. T361 was targeted for the generation of the phosphosite-speci!c 
anti-pT361 antibody and anti-pS363 antibody was acquired commercially. (B) Characterization of phosphosite-
speci!c antibodies directed against T361 and S363 using λ-phosphatase. Stably HA-tagged hDOP-receptor 
expressing HEK293 cells were either not treated (−) or treated (+) with 10 µM DADLE for 10 min. Lysates 
were then either not incubated (−) or incubated (+) with λ-phosphatase and immunoblotted with the 
phosphosite-speci!c antibodies anti-pT361 {5038} or anti-pS363. Blots were stripped and reprobed with 
the anti-HA antibody {2238} as a loading control. Blots are representative, n = 3. Molecular mass markers 
(kDA) are indicated, le". (C) Sequence of the carboxyl-terminal tail of hDOP receptor showing all potential 
phosphorylation sites. Serine (S) and threonine (T) residues indicated were exchanged to alanine. (D) HEK293 
cells stably expressing HA-hDOP receptor, T361A/S363A or 7 S/TA were not treated (−) or treated (+) with 
1 µM DPDPE for 10 min and lysates were immunoblotted with the antibodies to pT361 or pS363. Blots were 
stripped and reprobed with the anti-HA antibody. Blots are representative, n = 5. (E) Cells described in (D) 
were preincubated with antibody to HA-tag and subsequently exposed to 10 µM DPDPE or vehicle for 30 min at 
37 °C. Cells were !xed, permeabilized, immuno#uorescently stained and examined using confocal microscopy. 
Images are representative from one of three independent experiments. Scale bar, 20 µm. (F) Receptor 
internalization was quanti!ed by ELISA. Cells described in (D) were preincubated with antibody to HA-tag and 
stimulated with 10 µM DPDPE or vehicle at 37 °C for 30 min. Cells were !xed and labeled with a peroxidase-
conjugated secondary antibody. Receptor internalization was measured by enzyme-linked immunosorbent 
assay and quanti!ed as the percentage of internalized receptors in DPDPE-treated cells. Data are mean ± 
SEM of !ve independent experiments performed in quadruplicate. Results were analyzed by one-way ANOVA 
followed by Bonferroni’s post-hoc test (*p < 0.05).
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PP4, and PP5, but has little e!ect on PP1 activity108–114. Both inhibitors are not able to reduce the activity of PP3. 
When cells stably expressing DOP receptor were exposed to escalating concentrations of calyculin A or okadaic 
acid, DOP receptor dephosphorylation was inhibited in a concentration-dependent manner only by calyculin A 
(Fig. 9A,B). #us, the present results strongly suggest that PP1 activity is required for DOP receptor dephospho-
rylation at T361 and S363.

We next performed siRNA knockdown experiments to con$rm these results and to evaluate the contribution 
of the catalytic subunits PP1α, PP1β and PP1γ to DOP receptor dephosphorylation. Simultaneous knockdown of 
all three PP1 catalytical subunits nearly completely blocked DOP receptor dephosphorylation in DPDPE-treated 
cells (Fig. 10A). Only inhibition of PP1α and PP1β expression resulted in a robust reduction of dephospho-
rylation at T361 and S363 (Fig. 10B). In contrast, PP1γ siRNA knockdown did not attenuate T361 and S363 
dephosphorylation (Fig. 10B). Moreover, inhibition of PP2α and PP2β had no e!ect on DOP receptor dephos-
phorylation (data not shown). #ese results con$rmed that PP1 activity was required for e%cient DOP receptor 
dephosphorylation, most likely mediated by PP1α and/or PP1β.

Figure 7. Agonist-induced DOP receptor phosphorylation in mouse brain. (A) Schematic representation of 
the human (h) and mouse (m) DOP receptor C-terminal tail. All potential phosphate acceptor sites are depicted 
in gray. (B) A&er injection of 0.9% NaCl (i.p.), 10 mg/kg SNC80 (i.p.), 100 mg/kg ADL5859 (p.o.) or 60 mg/kg 
AR-M1000390 (p.o.) for 15 min, DOP-eGFP knock-in mice. were euthanized and brains were removed. DOP 
receptor was immunoprecipitated with anti-GFP protein agarose beads and immunoblotted with antibodies 
to pT361 or pS363. Blots were stripped and reprobed for GFP. Blots are representative, n = 3. (C) As in (B), but 
mice were treated with SNC80 (i.p.) at the indicated doses for 15 min. Blots are representative, n = 3. (D) As in 
(B), but mice were treated with 10 mg/kg naltrexone or SNC80 alone or pretreated with naltrexone for 15 min 
followed by SNC80 (10 mg/kg, i.p.). Blots are representative, n = 3. Positions of molecular mass markers are 
indicated on the le& (in kDa).

Figure 8. Time-course of DOP receptor dephosphorylation. (A–C) Stably HA-hDOP receptor expressing 
HEK293 cells were treated with 1 µM DPDPE for 10 min at 37 °C, three times washed with(A) PBS, (B) citrate 
bu!er or (C) citrate bu!er containing naltrindole and then incubated in the absence of DPDPE in serum-free 
medium for the indicated times at 37 °C. Lysates were immunoblotted with antibody to pT361 or pS363. Blots 
were stripped and reprobed with the anti-HA antibody. Blots are representative, n = 3.
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dont l’agoniste SNC80, ont également été comparés (Claff et al., 2019; Wang et al., 2023; 

Zhuang et al., 2022).Il a également été observé que DOR était sujet aux modifications post 

translationnelles, comme la N-glycosylation des résidus N18, N33, S6 , S25 et S29 à son 

extrémité N-terminale (Lackman et al., 2014), ainsi qu’une palmitoylation en C328 et C333 de 

sa partie C-terminale (Merkouris et al., 1996), impliquant des interactions protéines-protéines, 

des hétéromérisations, avec MOR en particulier (DiCello et al., 2020; Dietis et al., 2011; Erbs 

et al., 2015). 

b) Distribution de DOR 

(i) Distribution anatomique de DOR 

(a) Expression de DOR dans les neurones du 

système nerveux central 

Dans le système nerveux central, le récepteur DOR est exprimé dans des structures 

cérébrales qui ont un rôle dans la réponse émotionnelle, comme l’anxiété ou la dépression, mais 

aussi la mémoire spatiale comme l’hippocampe dorsal. Il est également présent dans de 

nombreuses structures impliquées dans la régulation de la douleur, comme dans le cortex 

cérébral, le striatum, l’amygdale, la moëlle épinière (Figure 13) (Pradhan et al., 2011). 

Au niveau cellulaire, DOR a été observé dans des neurones exprimant GAD65 et GAD67, il 

est donc synthétisé par des interneurones GABAergiques, inhibiteurs. Il n’est pas présent dans 

des neurones positifs pour VGLUT1 ou VGLU2, et n’est donc pas exprimé par les 

interneurones excitateurs. On le retrouve co-exprimé avec la somatostatine et les 

proenképhalines dans la couche granuleuse et le gyrus denté ainsi qu’avec le neuropeptide Y 

au niveau de l’hippocampe (Williams et al., 2011)(Erbs et al., 2012).  

Chez l’homme, au niveau cérébral, la distribution est comparable à la souris : on retrouve le 

récepteur delta de la couche II à la VI du cortex préfrontal, occipital, dans l’hippocampe et dans 

le striatum. En revanche, il ne serait pas trouvé dans la moëlle épinière (Peckys and 

Landwehrmeyer, 1999). 

(b) Expression de DOR dans les neurones du 

système nerveux périphérique 

Lors des premières expériences, Peckys et Landwehrmeyr n’ont pas observé DOR dans les 

GRD (Peckys and Landwehrmeyer, 1999). Depuis, il y a été mis en évidence à de multiples  
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Figure 13 Distribution de DOR dans le système nerveux de la souris 

(A) Représentation schématique des zones de liaison de ligands radioactifs avec DOR. Les 

zones où DOR est le plus abondant sont (carrés noirs) le bulbe olfactif, l’amygdale et le 

striatum. L’expression de DOR est modérée dans les zones indiquées d’un carré gris 

(interpeduncular and pontine nuclei, hippocampe, moëlle épinière et GRD) et faiblement 

exprimée dans l’hypothalamus, le thalamus, le mésencephale, et le brain stem (carré ouverts). 

Ces aires sont impliquées dans la douleur, la génération d’émotions et les systèmes de 

récompenses, de mémorisation et d’apprentissage. (B) La distribution de DOR a été visualisée 

en coupe sagittale par autoradiographie après liaison de [3H]-deltorphine I ainsi qu’en coupe 

coronale à l’aide de récepteur fluorescent d’animaux knock-in DOR-eGFP. Abbreviations: 

Amg: amygdala; Cpu: Caudate putamen; Cx, cortex; DRG: dorsal root ganglia; FC: frontal 

cortex; Hip: hippocampus; Hyp: hypothalamus; IP, interpeduncular nucleus; LC: locus 

coeruleus; NAc: nucleus accumbens; OB: olfactory bulb = bulbes olfactifs; PN, pontine 

nucleus; PAG: periaqueductal gray = substance grise périaqueducale; RN: raphe nucleus; SC: 

spinal cord = moëlle épinière; Ssc: somatosensorial cortex; Th: thalamus; Tu: olfactory 

tubercle; VTA: ventral tegmental area. Extrait de (Pradhan et al., 2011). 
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reprises, souvent à l’aide de récepteurs DOR-eGFP (Mennicken et al., 2003; Bardoni et al., 

2014; Ceredig et al., 2020) (Figure 13 A).  

Une différence de distribution a été constatée entre humain et murin, dans le type cellulaire 

exprimant DOR dans les GRD. Seuls des neurones de petit et moyen diamètre expriment DOR 

chez l’homme, avec des projections dans la laminae I et II de la moëlle épinière, alors que tous 

les types de neurones seraient positifs dans les ganglions de souris (Mennicken et al., 2003).  

Dans le système nerveux périphérique, on le retrouve également dans des neurones des 

ganglions rachidiens et des organes mécanosenseurs formant les corpuscules de Meissner, 

impliqués dans le développement d’une hypersensibilité mécanique (Bardoni et al., 2014).  

(c) Expression de DOR par d’autres types 

cellulaires 

Dans l’ensemble DOR est décrit comme étant exclusivement neuronal (Erbs et al., 2012), 

mais l’équipe de Claire Gavériaux-Ruff a réalisé des animaux KO conditionnels de DOR dans 

les astrocytes (Reiss et al., 2021) et a pu observer un effet sur l’analgésie suggérant que 

l’expression y est présente et a un rôle dans la régulation de la douleur, avec des adaptations 

analgésiques différentes entre mâles et femelles. 

DOR est exprimé dans des cellules du système immunitaire comme les macrophages, 

(Stratton et al., 2018)(Pirzgalska et al., 2017). Chez la souris, son ARNm a également été 

détecté dans les lymphocytes CD8+, dans le pancréas et dans le cœur (“Oprd1 (opioid receptor, 

delta 1) | Gene Report | BioGPS,” 2023). Chez l’humain, Human Protein Atlas indique qu’en 

plus du système nerveux, DOR est enrichi dans les cellules entéroendocrines du colon, dans les 

cellules tubulaires proximales du rein, dans les cardiomyocytes, dans le foie et les lymphocytes 

T, dans les cellules endocrines pancréatiques a et b, les myocytes des muscles squelettiques et 

les spermatogonies. (“Tissue Cell Type - OPRD1 - The Human Protein Atlas,” 2023) 

4) Fonction de DOR et de ses agonistes 

a) Antihyperalgésie 

Le récepteur opioïde delta faisant partie de la famille des opioïdes, son implication dans le 

système de régulation de la douleur a été démontrée à de nombreuses reprises.  

Des agonistes peptidiques soit synthétiques , le DPDPE analogue des enképhalines (Mosberg 

et al., 1983) soit naturels, la deltorphine extraite de la peau de l’amphibien américain 
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Phyllomedusa sauvagii (Kreil et al., 1989), ont été les premiers outils pharmacologiques pour 

étudier le rôle de DOR dans la douleur. Puis de petites molécules chimiques ayant une bonne 

affinité et sélectivité pour DOR ont été développées, des agonistes (BW373U86 et son 

énantiomère le SNC80 (Bilsky et al., 1995)) et un antagoniste, le naltrindole, découvert en 1988 

par Portoghese (Portoghese et al., 1988). Le rôle de DOR dans la douleur chronique a été 

largement décrit dans de nombreux modèles animaux (Gaveriaux-Ruff et al., 2011) (Tableau 

5, Tableau 6).  

Tableau 5 Modèles de douleur expérimentaux dans lesquels des agonistes de DOR ont été 
évalués  

Agoniste Modèle de douleur Espèce Modalité de 
douleur Références 

DPDPE/ 
DSLET 

Formaline Rat  (Obara et al., 2009) 
Capsaicine Rat Mécanique (Saloman et al., 2011) 

Inflammatoire 
Rat Mécanique 

(Stein et al., 1989; Zhou 
et al., 1998)27/10/2023 
15:25:00 

Souris Chaud (Hervera et al., 2009) 

Neuropathique 

Rat Chaud et 
mécanique 

(Obara et al., 2009) 

Souris 
 

Chaud, froid et 
mécanique (Hervera et ak., 2010) 

Froid (Mika et al., 2001) 
Cancer Souris Chaud (Baamonde et al., 2005) 

Deltorphine 

Formaline 

Souris  (Morinville et al., 2003) 

Rat  
(Bilsky et al., 1995; 
Cahill et al., 2001; 
Pradhan et al., 2006) 

Inflammatoire 
Rat 

Mécanique (Otis et al., 2011)  

Chaud 

(Beaudry et al., 2009) 
(Cahill et al., 2003; 
Fraser et al., 2000; Mika 
et al., 2001)  

Souris Chaud (Gendront et al., 2007) 

Neuropathique Rat 

Mécanique (Kabli and Cahill, 2007) 
Froid et 
mécanique 

(Holdridge & Cahill, 
2007) 

Froid (Mika et al., 2001) 
Cancer Souris Chaud (Otis et al., 2011) 

D’après (Gavériaux-Ruff and Kieffer, 2011). 
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Tableau 6 Modèles de douleurs persistantes utilisés pour l’évaluation du SNC80  

Agoniste Modèle de douleur Espèce Modalité de 
douleur Références 

SNC80 

Formaline 
Souris  (Barn et al., 2001) 
Rat  (Obara et al., 2009) 

Hyperalgésie par GDNF Rat Mécanique (Joseph and Levine, 2010) 
Hyperalgésie par NGF Rat Mécanique (Joseph and Levine, 2010) 

Hyperalgésie par PGE2 
Singe Chaud (Brandt et al., 2001) 
Rat Mécanique (Pacheco et al., 2005) 

Allodynie par 
dynorphine A Rat Mécanique (Kawaraguchi et al., 2004) 

Inflammatoire 

Singe  (Brandt et al., 2001) 

Rat 
Chaud (Gallantine and Meert, 2005)  

Mécanique (Cao et al., 2001) 

Souris 

Chaud (Gendron et al., 2007) 

Chaud et 
mécanique 

(Pradhan et al., 2010, 2009) 
(Gavériaux-Ruff et al., 
2008)27/10/2023 15:25:00 

Neuropathique 

Singe Chaud (Brandt et al., 2001) 

Rat Chaud et 
mécainque (Obara et al., 2009) 

Souris 
Mécanique (Scherrer et al., 2009)s 
Chaud et 
mécanique (Gaveriaux-Ruff et al., 2011) 

GDNF : facteur neurotrophique dérivé de la glie, NGF : facteur de croissance neuronale, 

PGE2 : prostaglandines E2. D’après (Gavériaux-Ruff and Kieffer, 2011). 

Il a été mis en évidence à de nombreuses reprises, chez les rongeurs (rat et souris) mais 

également chez le singe rhésus, aussi bien dans des modèles de douleurs persistantes d’origine 

inflammatoire, neuropathique que cancéreuse, que les agonistes DOR, qu’ils soient peptides 

endogènes ou exogènes ou petites molécules, ont un effet anti-hyperalgésiant. Cette conclusion 

a été confirmée dans les modalités thermiques au chaud et au froid, ainsi qu’en hyperalgésie et 

allodynie mécanique. De nombreuses voies d’administration des agonistes ont été empruntées 

pour étudier le rôle central et périphérique de DOR, avec des injections intrathécales ou 

intracérébroventriculaires de peptides, permettant d’avoir un effet central malgré la barrière 

hématoencéphalique (Figure 14). L’antagoniste sélectif de DOR, le naltrindole, a été utilisé 

pour mettre en évidence le rôle de DOR dans ces observations. Le blocage pharmacologique 

par le naltrindole ainsi que le blocage génétique chez les animaux KO-DOR montrent que DOR 

est responsable de l’analgésie observée lors de l’administration de SNC80, aussi bien dans la  
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Figure 14 Voies d’administration d’agonistes empruntées pour évaluer l’analgésie due à DOR.  

Le schéma résume les voies d’administration par lesquelles l’activation de DOR donne une 

réponse analgésique. Abréviations : NRM : noyau du raphe magnus, RVM : moëlle rostro-

ventrale. Extrait de (Gavériaux-Ruff and Kieffer, 2011) Références : 1 (Obara et al., 2009) ; 3 

(Bilsky et al., 1995; Kabli and Cahill, 2007) ; 4 (Pacheco et al., 2005) (Obara et al., 2009) 

(Joseph and Levine, 2010) (Gavériaux-Ruff et al., 2008) ; 5 (Stein et al., 1989) (Hervera et al., 

2009; Zhou et al., 1998) ; 6 (Beaudry et al., 2009; Bilsky et al., 1996; Cahill et al., 2001; Dubois 

and Gendron, 2010; Gendron et al., 2007; Holdridge et al., 2007; Mika et al., 2001; Otis et al., 

2011; Pradhan et al., 2006) ; 7 (Pacheco et al., 2005; Scherrer et al., 2009) ; 8 (Fraser et al., 

2000) ; 9 (Hurley and Hammond, 2000) ; 10 (Kawaraguchi et al., 2004) ; 11 (Baamonde et al., 

2005; Mika et al., 2001) ; 12 (Ma et al., 2006) ; 13(Kamei et al., 1997) ; 14 (Barn et al., 2001; 

Brandt et al., 2001; Gallantine and Meert, 2005; Gavériaux-Ruff et al., 2008; Pradhan et al., 

2009) ; 15 (Barn et al., 2001) ; 16(Beaudry et al., 2009; Petrillo et al., 2003) ; 17 (Brainin-

Mattos et al., 2006) ; 18 (Pradhan et al., 2010, 2009) ; 19 (Aceto et al., 2007) ; 20 (Bourdonnec 

et al., 2008) ; 21 (Bourdonnec et al., 2008) ; 22 (Codd et al., 2010) ; 23 (Jones et al., 2009). 

modalité mécanique que thermique, en douleur inflammatoire, neuropathique et migraineuse 

(Gavériaux-Ruff et al., 2008; Pradhan et al., 2014). 

En 1983, l’effet des agonistes de DOR a été évalué chez l’humain, par administration 

intrathécale de DADLE. Le patient avait déclaré un soulagement de la douleur cancéreuse 

persistante lors des premières administrations de l’agoniste, puis une diminution de l’effet, 

reflétant la tolérance analgésique (Onofrio and Yaksh, 1983).  

 

 

 

Figure 1.
Sites for delta opioid analgesia. This scheme summarizes sites where delta agonist
administration induces analgesia in animal models of chronic pain (see table1).
*Abbreviations: DPDPE, (D-Pen2, D-Pen5)-enkephalin; DSLET, (D-Ser2,Leu5)-
enkephalin; NRM, Nucleus Raphe Magnus ; RVM, Rostroventral medulla

Gavériaux-Ruff and Kieffer Page 17
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(i) Effet antihyperalgésique du SNC80 

(a) Effet du SNC80 sur la douleur persistante 

inflammatoire 

Aminah Pradhan et ses collaborateurs ont montré en 2010, dans un modèle de douleur 

chronique inflammatoire, générée par administration d’adjuvant complet de Freund (CFA) en 

sous-cutané (s.c.), aussi bien dans la queue pour une évaluation thermique, que dans la patte 

pour une évaluation mécanique, que cette molécule provoque une réversion de l’hyperalgésie 

lors de sa première administration (Pradhan et al., 2010). Après 3h, un quart de l’analgésie 

maximale est encore présente (Vicente‐Sanchez et al., 2018).  

(b) Effet du SNC80 sur la douleur persistante 

neuropathique 

L’effet du SNC80 a été étudié en modèle de neuropathie diabétique. Elle est générée par 

administration à des rats de 65mg/kg (i.p.) de streptozotocine, une nitrosurée très toxique pour 

les ilots de Langerhans, qui par leur destruction va mimer un diabète de type I en l’espace d’une 

semaine. L’administration du SNC80 par voie intrathécale permet au jour 1 d’observer une 

analgésie mesurée par le test de von Frey.  

Dans un modèle de douleur neuropathique induite par la ligature partielle du nerf sciatique 

(pSNL) le SNC80 a un effet analgésique, mais celui-ci est aboli dans les animaux cKO-Nav1.8 

DOR, suggérant un rôle de DOR présent dans les nocicepteurs primaires dans l’analgésie due 

au SNC80 observée chez les animaux sauvages (Gavériaux-Ruff and Kieffer, 2011). 

(c) Effet sur la douleur persistante 

migraineuse 

La nitroglycérine en injection intrapéritonéale est un modèle utilisé pour mimer le 

mécanisme des migraines. Le SNC80 dans ce modèle présente un effet anti-hyperalgésique, 

aussi bien dans les modèles de douleur migraineuse aigüe que chronique. Dans ce cadre, 

l’administration de SNC80 tous les deux jours permet également de limiter le développement 

de mécanismes aversifs induits par la douleur, comme la préférence de place conditionnée 

(Pradhan et al., 2014). 
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(ii) Effet analgésique du ARM390 

L’analgésie initiale aigüe obtenue dans des modèles de douleur inflammatoire (CFA) ou 

migraineuse (NTG) est identique à celle du SNC80 : pour une dose de 10mg/kg, 45min après 

l’administration per os (p.o.), on constate un retour au seuil nociceptif basal, le ARM390 

estompe donc l’hyperalgésie produite par l’inflammation de même que celle générée par la 

nitroglycérine. En revanche, cette analgésie dure moins de 3h (Vicente‐Sanchez et al., 2018). 

b) Propriétés antidépressives et anxiolytiques 

Le récepteur opioïde delta, en plus de son rôle dans la douleur, module d’autres fonctions, 

dont la régulation de certaines réponses émotionnelles. Les animaux déficients pour le gène 

oprd1, n’exprimant pas DOR, présentent un phénotype dépressif et une réponse anxieuse plus 

élevée que les animaux sauvages. Cette particularité n’est pas retrouvée chez les souris 

déficientes pour MOR ou KOR, différenciant les effets des récepteurs opioïdes (Filliol et al., 

2000). Cette observation a été corrélée avec celle faite sur les animaux KO pour le propeptide 

des agonistes endogènes principaux de DOR, la proenképhaline. Cette fois encore, le niveau 

d’anxiété observé était anormalement élevé, confirmant l’implication du couple 

DOR/enképhalines dans la régulation du niveau de stress (König et al., 1996), suggérant ainsi 

que l’activation de DOR pourrait entrainer un effet anxiolytique. Cela a été confirmé par 

l’utilisation de dérivés de la deltorphine-II (Kotlinska et al., 2010). Par ailleurs, l’administration 

d’un inhibiteur de l’enkephalinase, en maintenant la concentration d’enképhalines à un niveau 

élevé, produit un effet antidépresseur à deux reprises (Tejedor-Real et al., 1998). Chez le rat, 

cette augmentation en enképhalines circulantes a permis de mettre en évidence une plus grande 

persistance de la nage dans le test de nage forcée, mais également une augmentation de la 

transcription de l’ARNm du BDNF (brain derived neurotrophic factor), qui serait impliquée 

dans l’efficacité clinique des antidépresseurs (Jutkiewicz et al., 2006). 

c) Apprentissage et mémorisation 

DOR est exprimé dans des aires cérébrales importantes pour la mémorisation, comme 

l’hippocampe et les études comportementales ont montré que les animaux KO-DOR ont un 

déficit à l’apprentissage et pour les tâches motrices mettant en jeu l’hippocampe et le striatum 

(Le Merrer et al., 2013). Les résultats de déficience d’apprentissage sont également obtenus 

lors de l’administration de l’antagoniste sélectif naltrindole (Le Merrer et al., 2013). DOR 

semble également impliqué dans la prise de décision liée à une expérience préalable, en 
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particulier via des interneurones cholinergiques du striatum ventral (Bertran-Gonzalez et al., 

2013).  

d) Peu d’effets indésirables opioïdes classiques provoqués 

par les agonistes de DOR 

La morphine est bien connue pour ses nombreux effets indésirables comme la constipation 

et la dépression respiratoire, pouvant mener au décès du patient en cas de surdosage, accrus par 

le risque de développement d’une addiction II.D.5)f).  

L’effet de la morphine est obtenu majoritairement par stimulation du récepteur mu aux 

opioïdes. Il est aussi celui responsable des effets indésirables majeurs. En revanche, la 

stimulation de DOR par ses agonistes, bien qu’ayant un rôle dans le système émotionnel comme 

le montre l’apparition d’un effet anxiolytique et antidépresseur, ne produit pas les effets les plus 

pernicieux de la morphine.  

En effet, ni la dépression respiratoire ni la constipation ne semblent se développer chez les 

animaux traités par un agoniste DOR, contrairement à la morphine (Gallantine and Meert, 

2005), rendant son usage potentiellement moins dangereux pour le patient. 

Bien que DOR soit exprimé dans le système limbique, l’effet addictif des agonistes de DOR 

est peu documenté. Dikshtein a mis en évidence le rôle de DOR dans les symptômes d’addiction 

à la cocaïne et la recherche de la substance, car après le développement d’une addiction par 

administration répétée de cocaïne, l’autoadministration de cocaïne lors d’une phase de sevrage 

d’animaux dépendants est inhibée par l’ajout d’un antagoniste sélectif de DOR.  

Dans plusieurs études sur la dépendance à l’alcool, DOR a été montré comme jouant un rôle 

protecteur des sujets. Il est suggéré que cet effet serait dû aux propriétés anxiolytiques des 

agonistes de DOR par action indirecte et non à un effet sur l’addiction. Cet effet est observé 

chez les souris déficientes DOR sur la prise d’éthanol, alors que celle de nicotine est augmentée, 

et le tétrahydrocannabinol et la morphine non impactés (Lutz and Kieffer, 2013). 

5) Effets indésirables connus de l’activation de DOR par un 

agoniste 

a) Hyperlocomotion  
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L’activation de DOR par certains agonistes va être responsable d’une hyperlocomotion. Elle 

peut également amplifier l’hyperlocomotion générée par la prise de cocaïne (Kotlinska et al., 

2010). Une hyperlocomotion a également été observée chez les animaux constitutivement 

déficients pour DOR (Filliol et al., 2000).  

b) Convulsions 

Certains agonistes de DOR ont montré des propriétés convulsivantes. Elles sont de courtes 

durées et limitées par le développement d’une tolérance dès la deuxième administration 

d’agonistes. Elles seraient dues à la production de monoxyde d’azote (Khavandgar et al., 2002) 

et d’un mécanisme indépendant des effets anti-dépresseurs ou analgésiques (E. M. Jutkiewicz 

et al., 2005).  

(i) Convulsions générées par le SNC80 

Un effet inattendu de l’activation de DOR par le SNC80 est le développement de crises de 

convulsions à la première administration, avec modification du tracé de 

l’électroencéphalogramme (Chu Sin Chung et al., 2015a). Il s’observe de manière dose-

dépendante et une tolérance rapide se développe, dès la deuxième administration (Vicente‐

Sanchez et al., 2018). Ces convulsions sont inhibées par la coadministration de SNC80 avec 

l’antagoniste sélectif naltrindole (Blaine and van Rijn, 2023) et absente chez des KO totaux de 

DOR (Chu Sin Chung et al., 2015a), indiquant qu’elles proviennent d’une activité de DOR, 

mais l’utilisation de souris déficientes pour DOR dans les neurones GABAergiques suggère 

que ce serait par l’activation de DOR dans l’hippocampe et le striatum que l’épilepsie serait 

générée (Chu Sin Chung et al., 2015a). 

(ii) Convulsions générées par ARM390 

Les effets épileptiques d’ARM390 ne sont pas inexistants, mais environ 6 fois moindres que 

ceux du SNC80, les rendant exceptionnels plutôt que fréquents (Blaine and van Rijn, 2023).  

c) Tolérance aux agonistes de DOR 

Dans les effets analgésiques comme dans les effets convulsivants, l’activation répétée de 

DOR est décrite comme conduisant au développement d’une tolérance à certains de ses 

agonistes. La tolérance correspond à une diminution de l’effet obtenu pour une même dose 

d’agoniste administrée. Elle est également observée chez d’autres RCPG, comme la réponse 

analgésique liée à l’activation des récepteurs MOR ou cannabinoïdes (voir II.D.6)a) et III.D.)  
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(i) Tolérance analgésique au SNC80 

Si le SNC80 permet d’obtenir une analgésie dans de multiples modèles de douleur 

chronique, une limitation à son utilisation est importante : lors d’administrations quotidiennes, 

chez la souris, dès le jour 3, le SNC80 a perdu la majorité de son effet et la tolérance analgésique 

s’approfondit jusqu’à la 6ème administration (Bagheri Tudashki et al., 2020). 

Une différence importante a été observée à la suite d’une seconde administration de SNC80 

12 ou 24h après la première. En effet, si les deux injections d’agoniste sont espacées de 12h, 

l’effet antihyperalgésique est perdu lors de la deuxième administration, on parle alors de 

tolérance analgésique aigue, alors que si elles sont espacées de 24h, on retrouve une efficacité 

maximale de la molécule, dans la modalité thermique (Pradhan et al., 2010). Mais malgré cette 

nuance, un traitement quotidien avec le SNC80 par voie parentérale donne lieu à une perte 

complète de son effet après 5 jours, signant le développement complet de la tolérance 

analgésique chronique. Celle-ci est observée chez les animaux DOR sauvages aussi bien en 

modalité thermique que mécanique ainsi que chez les souris DOR-eGFP, confirmant qu’en 

réponse comportementale le récepteur en fusion avec la GFP réagit de la même manière aux 

stimulations. Pour l’étude de son mécanisme, un protocole avec une réadministration du SNC80 

à 10mg/kg seulement 4h après la première injection a été établi pour précipiter l’apparition de 

la tolérance analgésique. Dans ces conditions, aucune analgésie n’est observée consécutivement 

à la deuxième administration (Pradhan et al., 2016).  

(ii) Tolérance analgésique au ARM390 

Dans ces modèles, il développe une tolérance analgésiquen chronique similaire au SNC80 

en administration quotidienne dans les modèles de douleurs migraineuses (Pradhan et al., 2014). 

Lors de la précipitation de la tolérance par 2 administrations en 4h, l’ARM390 montre 

toujours un effet maximal lors de la deuxième administration (Pradhan et al., 2016). Le 

ARM390 n’entraine pas de tolérance analgésique aigue.  

En traitement croisé, ARM390 n’a pas d’effet après le SNC80 mais le SNC80 a un effet 

maximal conservé après le ARM390, indiquant que le mécanisme sous-jacent de la tolérance 

analgésique a un impact sur les agonistes DOR ne développant pas de tolérance, et que 

l’absence de tolérance visible avec ARM390 reflète bien une absence de mise en place de ce 

processus adaptatif (Pradhan et al., 2009). 

Les mécanismes supposés sont détaillés p.68 en III.D de l’introduction. 
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B. Fonctionnement de DOR 

1) Couplage aux protéines G hétérotrimériques de DOR 

Des souris rendues déficientes pour différentes sous-unités α de protéines G, à l’aide 

d’oligonucléotides antisens, ont été utilisées pour montrer l’importance de DOR dans la 

nociception spinale et supra-spinale (Standifer et al., 1996) (Sánchez-Blázquez and Garzón, 

1998). Standifer a inhibé la synthèse de Gαi1, Gαi2, Gαi3, Gαo, Gαs, Gαq et Gax/z. Sánchez-

Blázquez and Garzón ont eux ciblé Gαi2, Gαi3, Gαo1, Gαo2, Gαq, Gα11 et Gαq/11. 

L’effet d’un agoniste peptidique de DOR, le [2-D-penicillamin,5-D-penicillamin]-

enkephalin) (DPDPE) sur la nociception est inhibé par l’administration spinale 

d’oligonucléotides anti-Gαi1, Gαi2, Gαi3, Gao, Gαs et Gαq (Standifer et al., 1996). Seul Gax/z 

n’interagit pas avec DOR. L’inhibition la plus profonde de l’antihyperalgésie est celle 

provoquée par l’absence de Gai1 (Standifer et al., 1996). Dans les expériences de Sánchez-

Blázquez and Garzón, des oligonucléotides antisens de Gαi2, Gαi3, Gαo2 et Gα11 ont été 

administrés par injection intracerebroventriculaire (i.c.v.) aux souris et chacun a montré un 

impact sur la réponse aux agonistes de DOR selon les conditions évaluées (Sánchez-Blázquez 

and Garzón, 1998). Les délétions en Gαi2 et Gαi3 sont celles qui inhibent le plus profondément 

la réponse anti-nociceptive du DPDPE ainsi que celle de la deltorphine-II. L’association de 

DOR avec les protéines G semble pléiotropique selon la méthode utilisée pour l’évaluer 

(Piñeyro and Archer-Lahlou, 2007)(Tableau 7).  

En cellules transfectées de récepteur DOR humain, une plus grande affinité de DOR pour Gαi1 

que pour Gαo a été montrée (Moon et al., 2001). DOR semble donc majoritairement associé à 

Gαi, mais différents variants de la sous-unité α peuvent également lui être associés ou participer 

indirectement à son effet dans la régulation de la douleur. En BRET, une réponse aux agonsites 

DOR a été observée pour Gαi1, Gαi2, Gαz et GαOA (Mansour et al., 2021). 

2) Les cascades intracellulaires modulées par la protéine G 

a) Voie activée par la sous-unité a de la protéine Gi 

De l’activation de la protéine Gi associée à DOR va découler l’activation ou l’inhibition de 

nombreux processus cellulaires (illustrés Figure 15).  

La voie canonique des protéines Gi est l’inhibition de l’adénylate cyclase (AC) par la sous-

unité a. Ce processus est majoritaire dans le striatum, en présence de l’adénylate cyclase 5, où 
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une inhibition de la synthèse d’AMPc est corrélée à une activation de la locomotion (Kim et 

al., 2006)(Olianas et al., 2012a).  

 

Tableau 7 Associations majoritaires de DOR avec les sous-unités Ga selon les conditions 

expérimentales 

 
Références : 25 (Alves et al., 2004) ; 26 (Allouche et al., 1999) ; 36 (Standifer et al., 1996) ; 

130 (Law and Reisine, 1997) ; 131 (Garzón et al., 1997) ; 132 (McKenzie and Milligan, 1990); 

133(Offermanns et al., 1991) ; 134 (Prather et al., 1994) ; 135 (Laugwitz et al., 1993) ; 136 

(Prather et al., 1994) ; 137 (Prather et al., 2000) ; 138 (Moon et al., 2001) ; 139 (Sánchez-

Blázquez et al., 1995) ; 140 (Sánchez-Blázquez and Garzón, 1998). Extrait de (Piñeyro and 

Archer-Lahlou, 2007) 

 

 



 

 

53 

b) Voies activées par la sous-unité Gβ/γ de la protéine Gi 

Dans le cortex préfrontal et l’hippocampe, c’est particulièrement la sous-unité Gβ/γ, 

induisant l’activation des AC 1 et les 2 et 4 dans le bulbe olfactif, conduisant à une 

augmentation de l’AMPc, générant une plasticité par l’action de la PKA, qui serait responsable 

des effets anti-dépresseurs des agonistes de DOR (Olianas et al., 2012b) (Ujčíková et al., 2014). 

Cette idée est renforcée par la présence de troubles de la mémoire chez les animaux KO 

conditionnels DOR dans l’hippocampes (Pellissier et al., 2018).  

L’activation de DOR va aussi se répercuter sur la voie des MAP kinases, qui contrôle la 

réponse aux stimuli stressants. Lors d’un stress métabolique, la sous-unité Gβ/γ de DOR active 

ERK, qui conduit à une augmentation du facteur anti-apoptotique Bcl2 parallèlement à une 

diminution de la caspase 3, de BAD et finalement de l’apoptose. Ce phénomène entraîne une 

augmentation de la survie des neurones exprimant DOR en cas de stress, soit une 

neuroprotection et une cardioprotection (Zheng et al., 2012).  

Une autre voie activée par la sous-unité b/g est la voie PLCbII/III. La phospholipase C 

(PLC) hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate en diacylglycerol (DAG) et inositol 

triphosphate (IP3). Cette voie va générer une analgésie périphérique (Gong et al., 2015), spinale 

(Overland et al., 2009) et supraspinale (Ohsawa et al., 1998) par différents intermédiaires, 

comme la libération de calcium par les compartiments intracellulaires et l’activation de PKC 

(Dortch-Carnes and Potter, 2003).  

DOR va également être l’acteur de sa propre internalisation par l’activation de la 

phospholipase D2 (Yang et al., 2010). 

D’autres cibles des protéines Gb/g sont les canaux « G protein-coupled inward rectifier 

potassium channels » (GIRK) , ou Kir3 (K+ Inwardly Rectifying). C’est une interaction 

directe, des sous-unités β/γ de la protéine G consécutive à la stimulation de DOR qui conduit à 

leur activation (Nagi and Pineyro, 2014). L’ouverture du canal cause un efflux de potassium 

qui hyperpolarise la membrane neuronale, ce qui a pour effet de diminuer l’excitabilité 

neuronale et donc limiter la propagation du message nociceptif (Bruehl et al., 2013)(Nagi and 

Pineyro, 2014). Par ailleurs, DOR interagit de manière constitutive avec ces canaux, ce qui 

permet une réponse rapide lors de la libération des sous-unités de la protéine G et une détection 

de la conformation du récepteur, dépendant du ligand qui s’y est fixé (Richard-Lalonde et al., 

2013).  
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Figure 15 Cascades intracellulaires activées par la stimulation de DOR.  

L’action du récepteur ∂-opioïde est médiée par les nombreux effecteurs activés par la sous-

unité a mais également b/g. Abréviations utilisées—AC: adenylyl cyclase, cAMP: adenosine 

monophosphate cyclique: , Cav: canal calcique voltage-dépendant, PI3K: phosphoinositide 3-

kinase, PLCβ: phospholipase Cβ, Src: proto-oncogene tyrosine-protéine kinase, RTK: 

récepteur tyrosine kinase, ERK: extracellular signal-regulated kinase, Akt : protéine kinase B, 

FADD: Fas-Associated Death Domain, Bcl2: B-cell	 lymphoma	2,	Casp3:	Caspase-3, BAD: 

Bcl-2 associated agonist of cell death, PKA: Protéine Kinase A AMPc dépendante, Kir3: G 

protein-coupled inward rectifier potassium channels, GABA: g-aminobutyric acid, PV: 

parvalbumine, SST: somatostatine, CaMKII: Ca2+/calmodulin- dependent protein kinase II, 

nNOS: nitric-oxide synthase neuronale, cGMP: guanosine monophosphate cyclique, PKG: 

cGMP-dependent protein	kinase G, pKATP: canal potassique sensible à l’ATP phosphorylé, 

PKC: protéine	kinase	C,	PLA2:	phospholipase	A2,	AA: acide arachidonique, HPETE: acide 

hydroperoxyeicosatetraenoique. Extrait de (Gendron et al., 2019). 

Nagi et collaborateurs ont montré que Kir3 participe à l’activité analgésique des opioïdes 

chez le rongeur aussi bien que chez l’Homme (Nagi and Pineyro, 2014) ; en effet ce canal est 

en partie responsable de variabilités de réponses aux opiacés en clinique (Hibino et al., 2010). 

Fig. 6 Molecular mechanisms of DOP signaling. Abbreviations—AC: adenylyl cyclase, cAMP: cyclic adenosine monophosphate, Cav: voltage-
dependent calcium channels, PI3K: phosphoinositide 3-kinase, PLCβ: phospholipase Cβ, Src: proto-oncogene tyrosine-protein kinase, RTK:
receptor tyrosine kinase, ERK: extracellular signal-regulated kinase, Akt: protein kinase B, FADD, Fas-associated death domain, Bcl2: B-cell lym-
phoma 2, Casp3: Caspase-3, BAD: Bcl-2 associated agonist of cell death, PKA: cAMP-dependent protein kinase A, Kir3: G protein-coupled
inward rectifier potassium channels, GABA: gamma-aminobutyric acid, PV: parvalbumin, SST: somatostatin, CaMKII: Ca2+/calmodulin-
dependent protein kinase II, nNOS: neuronal nitric oxide synthase, cGMP: cyclic guanosine monophosphate, PKG: cGMP-dependent protein
kinase G, pKATP: phosphorylated ATP-sensitive potassium channel, PKC: protein kinase C, PLA2: phospholipase A2, AA: arachidonic acid, HPETE:
hydroperoxyeicosatetraenoic acid.
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La dernière voie régulée par la sous-unité Gβ/γ est celle des canaux calciques voltage 

dépendants CaV2. La sous-unité Gβ/γ va se fixer sur le segment intracellulaire du canal, ce qui 

empêche son ouverture. Ainsi on inhibe la fusion des vésicules synaptiques et la libération de 

neurotransmetteurs, en particulier à la projection centrale des nocicepteurs, au niveau 

présynaptique (Tejedor-Real et al., 1998).  

c) Régulation de l’activité des protéines G hétérotrimériques  

Une famille de protéines appelées Regulators of G protein signaling (RGS) est impliquée 

dans la modulation de la réponse cellulaire de DOR. La protéine RGS4 se lie à l’extrémité C-

ter de DOR et accélère l’activité ATPase de la sous-unité Ga, de sorte à mettre fin à l’activation 

du récepteur par un retour de la liaison au GDP, comme cela a été montré dans les cellules SH-

SY5Y suite à l’administration de SNC80 (Georgoussi et al., 2006)(Wang et al., 2009).	 

In vivo, des animaux déficients pour RGS4 ont permis de montrer que ce régulateur est 

impliqué dans la fin de la réponse analgésique et antidépressive du SNC80, augmentant sa durée 

d’action dans ces deux paramètres en absence de RGS4 (Dripps et al., 2017). 

C. Activabilité du DOR avant stimulation (préactivation) et 

après stimulation (tolérance), rôle du trafic membranaire 

complexe de DOR 

1) Localisation subcellulaire de DOR 

Chez l’animal, la localisation basale de DOR peut être décrite principalement membranaire, 

ou concentré dans des vésicules cytoplasmiques denses, qui adresseraient le récepteur à la 

membrane plasmique lors d’une stimulation extérieure de la cellule. Dans les neurones 

périphériques, à l’état basal, DOR est localisé principalement dans des vésicules 

intracellulaires. Son interaction forte avec le complexe protéique du coatamère 1 (COPI), 

responsable du transport des protéines de l’appareil de Golgi vers le réticulum endoplasmique, 

renforce l’idée que DOR est principalement présent dans des vésicules intracellulaires à l’état 

basal. 

Il y a deux hypothèses à cette pré-activation fonctionnelle, celle liée au trafic membranaire 

et celle liée à une séquestration de DOR sous une forme inactive. 
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2) Trafic membranaire de DOR : exocytose, endocytose, 

adressage au lysosome et recyclage 

a) Adressage à la membrane plasmique et protéines 

impliquées 

Comme toute protéine membranaire, les RCPG ont besoin d’être maturés puis dirigés vers 

leur localisation intracellulaire correcte. Pour cela, après leur maturation dans l’appareil de 

Golgi, la machinerie du cytosquelette est requise. Parmi elle, les filaments d’actine, l’actin 

severing protein, la cofiline et la Lim Domaine Kinase (LIMK) sont mises en jeu pour le 

transport de DOR (Salvarezza et al., 2009) (Tableau 8). Pour	 parvenir	 à	 la	 membrane	
plasmique,	les	récepteurs	sont	pris	en	charge	par	le	système	de	régulation	des	voies	de	sécrétion	

(Figure 16).	

Les facteurs de recrutement à la membrane liés à des mécanismes inflammatoires décrits 

comprennent la bradykinin (Patwardhan et al., 2006) ou l’agent inflammatoire CFA (Cahill et 

al., 2003). Une exposition prolongée à des agonistes MOR comme la morphine ou des stress 

physiologiques peuvent aussi mener à sa présentation à la membrane plasmique (Gendron et 

al., 2016) (Tableau 9 ). La paroxetine, un inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine, a 

récemment été démontrée capable de rendre DOR compétent dans les neurones périphériques 

dans un modèle de douleur neuropathique, en absence de situation pathologique ou de stress 

(Brackley and Jeske, 2022).  

(i) In vitro 

Concernant	 DOR,	 l’adressage	 à	 la	membrane	 plasmique	 est	 complexe.	 DOR	 a	 été	 décrit	 de	

nombreuses	 fois	comme	étant	majoritairement	 intracellulaire	à	 l’état	basal,	dans	des	vésicules	

denses	(Gendron	et	al.,	2019).		

(ii) In vivo 

Certaines	 études	 ont	 été	 réalisées	 à	 l’aide	 d’un	 anticorps	 anti-DOR	 montré	 non	 sélectif	

ultérieurement,	mais	depuis	des	données	ont	été	obtenues	grâce	au	récepteur	étiqueté	DOR-eGFP	

(Pettinger	et	al.,	2013).	Elles	confirment	un	recrutement	de	DOR	à	la	membrane	plasmique	lors	

d’une	préactivation	(Tableau 9). 
	

	



 

 

57 

Tableau 8 Protéines et chaperonnes interagissant avec DOR pour son adressage à la membrane 

plasmique. 

Nom de la protéine Rôle Références 

Cofiline Activation de la cofiline 
augmente l’adressage de DOR à 
la membrane plasmique 

(Mittal et al., 2013) 

Complexe COPI COPI interagit avec DOR et 
diminue son expression à la 
membrane plasmique 

(St-Louis et al., 2017)  

Na+/H+ exchange regulatory 
factor-1 (NHERF-1) 

NHERF-1 est une protéine de 
scaffording qui par son 
interaction avec DOR augmente 
son expression à la surface de la 
cellule 

(Bie et al., 2010) 

Kinase dépendante de la cycline 
5 (Cdk5) 

Cdk5 phosphoryle DOR en 
Thr161 et augmente 
l’expression membranaire de 
DOR ainsi que l’analgésie 
obtenue 

(Xie et al., 2009) 
(Beaudry et al., 2015)  

SERCA2b Participe au repliage et à la 
maturation de DOR 

(Tuusa et al., 2010)  

Calnexine Se lie au récepteur DOR 
nouvellement synthétisé non 
replié 

(Leskelaö et al., 2007)  

Protéine de transport de 
recepteur 4 (TRP4) 

Régule l’expression 
membranaire de MOR et DOR 

(Décaillot et al., 2008) 

Chaperonine contenant une 
sous-unité ETA de TCP-1 
(CCT7) 

Inconnu (Génier et al., 2016) 

GPCR-associated sotring 
protein 1 (GPRASP1) 

Maintient DOR dans les 
endosomes 

(Whistler et al., 2002)  

D’après (Gendron et al., 2019) 
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Tableau 9 Stimuli entrainant un adressage à la membrane plasmique ou une préactivation de 

DOR. 

Adapté d’après (Gendron et al., 2019) 

b) Internalisation de DOR après activation et mécanismes 

Après la stimulation d’un RCPG par un agoniste, il peut être internalisé dans des puits de 

clathrine. Lors de l’activation de DOR par un agoniste, il a été démontré que DOR peut être 

rapidement et fortement internalisé, selon l’agoniste (Tableau 10)(Figure 16).  

Stimulus Cible Action Références 

2-MeSADP P2Y1 Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane plasmique  

(Bao et al., 2003) 

Bradykinine B1 ou B2 Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane plasmique  
Induit une compétence fonctionelle de 
DOR 

(Patwardhan et al., 2006; 
Pettinger et al., 2013) 

Exposition chronique 
à l’alcool 

n/d Induit une fonctionnalisation de DOR 
dans la moëlle épinière 

(van Rijn et al., 2012) 

Inflammation 
chronique 

variée Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane plasmique  
Augmente la réponse analgésique 
obtenue par stimulation de DOR  

(Cahill et al., 2003; Cao et 
al., 2001; Fraser et al., 2000; 
Gendron et al., 2007, 2006; 
Hurley and Hammond, 
2000) 

Deltorphine DOR Redistribution de DOR, adressage à la 
membrane plasmique 

(Bao et al., 2003) (Mittal et 
al., 2013) 

Le test de narge 
forcée 

n/d Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane 

(Commons, 2003) 

Hypoxic 
preconditioning 

n/d Induit l’expression de DOR et de Leu-
enkephaline 

(Gao et al., 2012) 

Morphine MOR Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane 

 

(Gendron et al., 2006; 
Morinville et al., 2004; 
Walwyn et al., 2005)  

NGF TrkA Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane plasmique 

(Bie et al., 2010) 

Apprentissage 
prédictif 

n/d Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane plasmique 

(Bertran-Gonzalez et al., 
2013) 

Substance P TRPV1 Augmente l’insertion de DOR à la 
membrane plasmique 

(Gendron et al., 2006)  

Trypsine PAR-2 Induit une fonctionnalisation de DOR (Patwardhan et al., 2006) 

Privation d’eau n/d Induit une synthèse de DOR (Stein et al., 1992) 
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Figure 16 Différentes régulations des récepteurs opioïdes selon le bas ou haut potentiel 

d’internalisation des agonistes. 

(1) L’adressage et la relocalisation de DOR de la membrane vers le compartiment 

intracellulaire. La liaison d’un agoniste, suite à la phosphorylation du récepteur par les GRKs, 

recrute les b-arrestines. La signalisation par la protéine G est arrêtée lorsque la boncle des b-

arrestines déloge la protéine Ga de sa conformation « core ». (2) La conformation « tail » des 

arrestines favorise l’internalisation du récepteur et la formation de magacomplexes qui 

supportent la signalisation par DOR-lié à l’agoniste pendant qu’ils traversent l’endosome. (3) 

Des ligands non peptidiques (SNC80) restent liés au récepteur pendant que la machinerie 

GASP1 et ESCRT le mènent comme vésicule intraluminale (ILV) vers le (4) MVB et (5) le 

lysosome pour dégrader le récepteur. (6) Les ligands peptidiques vont se dissocier du récepteur 

lors de l’internalisation à cause du pH acide de l’endosome et être dégradés dans les ILVs. (7) 

Ainsi, le récepteur non lié est exporté vers l’appareil de Golgi (TGN) et est réadressé à la 

membrane, recyclé. Adapté avec Biorender.com d’après (Gendron et al., 2019). 
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(i) L’internalisation in vitro 

Dans un modèle de culture primaire de neurones de striatum et d’hippocampe, il a été 

observé que le SNC80 provoque une endocytose de 50% de DOR en 10 à 15min exposés à une 

concentration de 10nM et en moins de 4min lorsqu’on met les cellules en présence de 1µM de 

SNC80 (Pradhan et al., 2009). Les agonistes provoquant l’internalisation du récepteur dans des 

cellules HEK293 transfectées sont principalement le DADLE, DPDPE, SN80, Deltorphine I et 

II, la met et la Leu-enléképhaline, légèrement moins l’ADL5859, ARM390, la buprénorphine, 

le SB238563 et quasiment pas les agonistes de MOR (Tableau 10) (Mann et al., 2020).  

Tableau 10 Évaluation in vitro des agonistes DOR sur la phosphorylation et l’internalisation 

du récepteur  

Agoniste Internalisa
tion à 
10µM 
(estimatio
ns %) 

pT361-DOR pS363-
DOR 

EC50 G- 
protein 
signalling 
(nM) 

Durée 
d'effet 
(min) 

Toléran
ce max 
(jours) 

Toléran
ce 
hétérol
ogue 

DADLE 751 oui 1µM1 oui 
10nM1 

O,161 
   

DPDPE 751 

753 
1µM 

env 10min1  
100nM < 
2min1  

0,391 
   

SNC80 751 - 652 - 
803 

1µM1 100nM1 5,621 752 J32 oui2 

ADL5859 701 10µM1 1µM1 571 
   

ARM390 701 10µM1 1µM1 36, 41 
   

Deltorphine I  751 10nM1 ++ à 
10nM1 

0,361 
   

Deltorphine II 751 - 202 10nM1 10nM1 0,111 752 /2 non2 
Met-
enképhaline 

751 100nM ++1 100nM 
++1 

0,781 
   

Leu-
enképhaline 

751 100nM ++1 100nM 
++1 

0,771 
   

Fentanyl 201 / 10µM1 3851 
   

Méthadone 301 / 10µM1   
   

Morphine 151 - 353 / / 491 
   

M6G 251 / 10µM1 12001 
   

BUP 151 / / / 
   

norBUP 401 10µM1 1µM1 431 
   

SB236853 651 
   

1202 J42 oui2 
TIPP 301 - 353 

   
>1202 / non2 

D’après : 1 : Mann et al. 2020, 2 : Baghera Tudaski et al. 2020, 3 : Charfi et al. 2014 
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Les propriétés d’internalisation, de phosphorylation et d’activation du récepteur de divers 

ligands agonistes de DOR ont été évaluées en modèles cellulaires par plusieurs équipes 

(Tableau 10). Lors de l’évaluation de l’internalisation provoquée par l’ARM390 in vitro, il y a 

eu besoin qu’il soit 100x plus concentré que le SNC80 pour obtenir une endocytose similaire 

dans les neurones d’hippocampe et striatum en culture primaire. On ne peut plus observer 

d’endocytose dès 100nM de ARM390 (Pradhan et al., 2009). 

 

Figure 17 Transduction du signal après activation d’un RCPG.  

Les récepteurs régulent des cascades de signalisation cellulaire multiples. Certaines 

dépendent de la protéine G, d’autres non. La liaison d’un agoniste active le récepteur, ce qui 

produit un changement conformationnel des différents domaines qui composent ce récepteur, 

extracellulaires, transmembranaires et intracellulaires. En particulier, le domaines 

transmembranaires 6 (TM6). La protéine G intracellulaire va alors échanger le GDP contre un 

GTP, et la sous-unité a se sépare de b/g. Chaque sous-unité va activer ses effecteurs. Ga module 

l’adénylate cyclase enchassée dans la membrane, et b/g, libérées dans le cytoplasme ont une 

action sur le canal GIRK (G-protein-coupled inwardly rectifying potassium channels). Cette 

signalisation se termine lorsque la sous-unité Ga hydrolyse le GTP en GDP et se réassocie à 

b/g pour former une protéine G hétérotrimérique, qui se couple à nouveau au récepteur. Pendant 

que le récepteur est activé, il peut également être phosphorylé par les GRKs, ce qui va causer 

le recrutement des b-arrestines. La liaison des b-arrestines entraine l’internalisation du 

récepteur vers l’endosome, qui est suivie soit par une dégradation, soit par un recyclage. Extrait 

de (Hilger et al., 2018). 
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regulators of G-protein signaling (RGS) proteins, can interact with 
activated Gα  subunits to increase their intrinsic GTP hydrolysis rate 
up to more than 2,000-fold and thus represent important modula-
tors of the intensity and duration of GPCR-mediated signaling (see 
refs. 28,29 for reviews).

Structural insights into receptor-mediated nucleotide release. 
One of the most fundamental questions in understanding GPCR sig-
naling is how receptors catalyze nucleotide exchange in G proteins. 
Structural studies have revealed that the nucleotide-binding site in 
G proteins is located between the two domains of Gα : the α -helical 
domain (AHD) and the Ras-like (Ras) GTPase domain (for reviews 
see refs. 30,31)(Fig. 2a). The majority of contacts involved in the bind-
ing of GDP are provided by the Ras domain, which is structurally 
homologous to monomeric G proteins and elongation factors like 
p21ras and EF-Tu. It is composed of a six-stranded β -sheet (β 1–β 6)  
and five α -helices (α 1–α 5). Several loops within the Ras domain 
play important roles in nucleotide binding. In particular, the β 1–α 1  
loop that links the β 1 strand and the α 1 helix—also known as the 
diphosphate-binding or P loop—coordinates the nucleotide phos-
phates together with the adjacent α 1 helix, while the β 5–α 4 and the 
β 6–α 5 loops engage the guanine ring of GDP. Another part of the 
nucleotide-binding pocket is formed by the AHD, which is unique 
to heterotrimeric G proteins and contains six α -helices (α A–α F) 
that are inserted between α 1 and β 2 of the Ras domain. By packing 
against the Ras domain, the AHD buries the bound nucleotide in 
the interface between the two domains.

The tight apposition of the AHD and the Ras domain first 
observed in the crystal structure of the Gα  subunit of transducin 

(Gα t) led to the hypothesis that G-protein coupling to receptors 
may result in domain separation followed by GDP dissociation 
through the created exit pathway32. This was later confirmed in the 
crystal structure of the β 2-adrenergic receptor (β 2AR) in complex 
with the Gs heterotrimer that shows a large displacement of the 
AHD relative to the Ras domain upon nucleotide release14(Fig. 2a). 
Furthermore, double electron–electron resonance (DEER) spec-
troscopy33, hydrogen/deuterium exchange (HDX) measurements34, 
single-particle EM35, mutagenesis36–38 and molecular dynamics 
(MD) simulations39,40 on multiple G-protein isotypes have provided 
evidence that domain separation is of general importance for nucle-
otide release in all heterotrimeric G proteins. Although the AHD 
in the complex structure of β 2AR–Gs is stabilized in one position, 
owing to its involvement in crystal-lattice contacts, single-parti-
cle EM analysis of β 2AR–Gs as well as recent cryo-EM structures 
of the calcitonin and glucagon-like peptide 1 receptor in complex 
with Gs demonstrate that the delocalized AHD is highly dynamic 
and adopts variable conformations with respect to the Ras domain. 
Because the AHD is known to promote tight binding of the nucleo-
tide to the Ras domain41, it is possible that modulation of the AHD 
dynamics might influence GTP loading to the nucleotide-free com-
plex. Therefore, we speculate that interactions between the AHD 
and other signaling proteins could stabilize the open conformation 
of the AHD and might slow down GTP-mediated dissociation and 
activation of the G protein.

Although domain separation seems essential for rapid nucleo-
tide release, outward movement of AHD alone appears to be insuf-
ficient to induce GDP dissociation from the Ras domain. This has 
been shown by deletions of the AHD resulting in an isolated Ras 
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Fig. 1 | G-protein-coupled receptor signal transduction. Receptors regulate multiple intracellular signaling cascades including G-protein-dependent 
and G-protein-independent pathways. Agonist binding activates the receptor by inducing conformational changes that involve an outward shift of the 
transmembrane domain (TM6, blue). The activated receptor can bind to a diverse set of intracellular signaling proteins including G proteins (orange), 
GRKs (red) and arrestins (green, inactive arrestin; blue-green, active arrestin). Coupling of heterotrimeric G proteins to the receptor triggers nucleotide 
exchange followed by dissociation of the G protein into the Gα  and Gβ γ  subunits. Both subunits can regulate different downstream effector proteins. 
GTP-bound Gα  subunits can modulate the activity of adenylyl cyclase (AC, yellow), while Gβ γ  can interact with G-protein-coupled inwardly rectifying 
potassium channels (GIRK, cylindrical TM representation, gray). G-protein-mediated signaling is terminated by hydrolysis of GTP and reassociation of 
Gα  with Gβ γ  to form the inactive heterotrimer. Activation of the receptor can also lead to phosphorylation by GRKs and subsequent coupling to arrestin. 
Arrestin coupling to the receptor leads to desensitization and arrestin-mediated activation of downstream effector proteins like mitogen-activated 
protein kinases (MAPKs) or SRC kinases. Arrestin activation also promotes the internalization of the receptor into endosomes followed by degradation or 
recycling of the receptor to the plasma membrane. NL, N lobe of arrestin; CL, C lobe of arrestin.
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(ii) L’internalisation in vivo 

•  Internalisation par le SNC80 

Lors d’une injection aigue de SNC80, 20 minutes après, le récepteur DOR-eGFP est 

fortement internalisé dans le striatum, l’hippocampe, mais également la moëlle épinière et en 

périphérie dans les GRD (Pradhan et al., 2009). Les mêmes observations ont été faites à 45min 

après l’administration, au moment où l’analgésie maximale est étudiée par Nozaki et 

collaborateurs (Nozaki et al., 2012). Cette internalisation est maintenue à 4h, mais le récepteur 

est de retour à la membrane au bout de 24h.  

Lors d’un traitement répété aigu, si la deuxième administration de SNC80 est réalisée 24h 

après la première, aucune internalisation du récepteur n’a été observée dans l’hippocampe ni 

dans les GRD. En revanche, si les deux administrations sont espacées de seulement 12h, une 

internalisation de DOR commence à se développer (Pradhan et al., 2010). Dans un modèle de 

traitement chronique, après 6 jours de traitement consécutifs, sur des coupes de tissu de cerveau 

ainsi que de GRD, il a été mis en évidence que le SNC80 provoque une internalisation durable 

du récepteur DOR-eGFP (Pradhan et al., 2010).  

• Internalisation par ARM390 

Dans des modèles tissulaires, in vivo, lors d’une administration unique d’ARM390, le 

récepteur n’est pas internalisé 20minutes après, ni dans le système nerveux central, ni dans le 

système nerveux périphérique (Pradhan et al., 2009). Après traitement aigu (2 injections 

espacées de 12 ou 24h) ou chronique (6 administrations quotidiennes) l’ARM390 ne provoque 

aucune internalisation de DOR sur des coupes de GRD et d’hippocampe (Pradhan et al., 2010). 

(iii) Phosphorylation 

Que ce soit après recrutement à la membrane dû à des facteurs extérieurs ou par stimulation 

directe par un agoniste, il a été démontré à de nombreuses reprises que DOR est fortement 

internalisé après son activation par le SNC80 ou le DPDPE. Cette internalisation découlerait de 

la phosphorylation du récepteur. 

• Les phosphorylations de DOR in vitro 

Plusieurs sites de phosphorylation sont connus sur l’extrémité Cter intracellulaire de DOR 

par des GPCR kinase (GRK) connues pour phosphoryler un très grand nombre de RCPG suite 

à leur activation. GRK2 et GRK3 phosphorylent en particulier les acides aminés thréonine Thr 
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358, Thr 361 et sérine Ser363. Cette phosphorylation intervient en quelques minutes ((Mann et 

al., 2020; Pei et al., 1995). 

En mutant les 2 principaux sites de phosphorylation de DOR, Thr361 et Ser363 remplacés 

par des alanines, des anticorps ciblant ces résidus phosphorylés ont permis de confirmer la perte 

de cette phosphorylation. Cela a pour conséquence une diminution de l’internalisation à la suite 

de la stimulation par le DPDPE (Mann et al., 2020).  

 

GRK2 et GRK3 fonctionnent en synergie pour phosphoryler dans un premier temps S363, 

en 2 minutes, puis dans un second temps pT361 après 5 minutes d’activation de HEK293 par 

du DPDPE (Mann et al., 2020). Dans le Tableau 10, nous pouvons constater qu’in vitro, il 

semble y avoir un lien entre la phosphorylation des deux sites S363 et T361 et l’internalisation 

du récepteur, qui suit une corrélation linéaire (Mann et al., 2020). Toutes les internalisations 

sont bloquées par la naloxone, ainsi que les phosphorylations (Mann et al., 2020).  

 

La phosphorylation participe à la désensibilisation du récepteur, il ne peut alors plus être 

activé. La proportion de phosphorylation est relative à la désensibilisation de la réponse DOR, 

y compris la voie de l’adénylate cyclase et de l’inhibition des canaux Cav2 (Mann et al., 2020). 

La déphosphorylation est assurée par PP1, une protéine phosphatase ciblant spécifiquement 

les serines et thréonines.  

 

Mais il a été récemment montré en modèle de culture primaire de neurones par Jullié et 

collaborateurs que la phosphorylation de l’extrémité C-ter de DOR n’est pas nécessaire à son 

internalisation ni à la tolérance de sa réponse inhibitrice (Jullié et al., 2022). 

Un autre rôle de GRK2, qui a été proposé par l’équipe de Brackley suite à des résultats en 

culture de neurones de GRD, est que la phosphorylation de GRK2 par AKAP-PKA maintient 

la kinase associée au récepteur, ce qui est décrit comme une cause de désensibilisation du 

récepteur (Brackley et al., 2017, 2016).	 Il est également intéressant de remarquer que le 

recrutement des b-arrestines est modulé par la localisation subcellulaire du récepteur, entre la 

membrane plasmique et l’appareil de Golgi (Crilly et al., 2021). 	

• Les phosphorylations de DOR in vivo 

Pradhan et ses collaborateurs n’ont pas observé de phosphorylation de la Serine S363 après 

traitement in vivo 20 minutes après l’administration d’ARM390, contrairement au SNC80 
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(Pradhan et al., 2009). Les expériences de Mann et collaborateurs montrent que dans le cerveau 

de souris, 15 minutes après l’administration de SNC80 à 10mg/kg une forte phosphorylation de 

S363 se développe, ainsi qu’une moins intense de T361. Quant au ARM390, cette fois encore , 

à 60mg/kg p.o. il produit une phosphorylation bien moindre de ces deux sites, quasiment nulle 

pour T361 (Mann et al., 2020). Dans ce modèle animal comme en modèle cellulaire, 

l’antagoniste opioïde naltrexone inhibe la phosphorylation de T361 et de S363 

(iv) Recrutement des b-arrestines 

Les b-arrestines interagissent avec un très grand nombre de RCPG, dont DOR. Leur nom 

vient de leur fonction première : l’arrêt de la réponse de la protéine G. Suite à ces interactions 

et modifications du récepteur, la membrane va s’invaginer pour former des puits de clathrine, 

jusqu’à se refermer sur elle-même, devenant un endosome précoce. L’endosome précoce 

mature dans la cellule et évolue en endosome de tri. De là, deux devenirs sont possibles pour 

son contenu : le recyclage pour lequel le récepteur est déphosphorylé et retourne à la membrane, 

ou l’évolution vers l’endosome tardif qui deviendra le lysosome. Par cette voie, les protéines 

seront dégradées (Hilger et al., 2018; Moore et al., 2007). Des modèles cellulaires de 

recrutement des b-arrestines (BRET) ou animaux (KO b-arrestine 1, KO b-arrestine 2) ont été 

mis au point pour étudier leur rôle (Tableau 11).  

• In vitro 

L’association entre DOR et les b-arrestines est connue, il peut recruter les deux b-arrestines 

selon la façon dont il est activé. Cela dépendrait en partie de la phosphorylation qui est associée 

à son activation. En présence du récepteur non phosphorylé, la b-arrestine 2 serait 

principalement recrutée, alors qu’après phosphorylation on observerait aussi le recrutement de 

la b-arrestine 1 (Charfi et al., 2014; Qiu et al., 2007). Cette nuance a été proposée comme 

explication des vitesses d’internalisation différentes pour les récepteurs (Gendron et al., 2019). 

Les b-arrestines impactent l’internalisation des récepteurs aussi bien si ils sont fortement que 

faiblement internalisants dans des cultures de neurones transfectées par siRNA b-arrestines 1 

et 2 (Charfi et al., 2014). 

• In vivo 

La b-arrestine 1 agirait comme une chaperonne associée au récepteur, qui contrôle le taux 

d’export de récepteur à la membrane et s’adapterait en fonction du ligand qui l’active (Cahill et 

al., 2016). Globalement, l’analyse des effets dus à la protéine G (activation des GIRK) et des  
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Tableau 11 Effets de la délétion de b-arrestine 1 et 2 sur l’internalisation et la tolérance des 

récepteurs opioïdes. 

 

Agonistes utilisés : DOR fortement internalisant : SNC80 ; Faiblement internalisant : 

ARM390, JNJ20788560. MOR, fortement internalisant : fentanyl, DAMGO ; faiblement 

internalisant : morphine. Le mécanisme de tolérance et sa dépendance à l’arrestine peut différer 

selon les mesures de comportement effectuées, il ne faut pas généraliser les observations déjà 

faites à toutes les modalités non évaluées dans les références. Références : 19 : (Pradhan et al., 

2016) 26 : (Mittal et al., 2013) 27 : (Mittal et al., 2012) 112 : (Dang et al., 2011) 113 : (Connor 

et al., 2015). Extrait de (Cahill et al., 2016) 

effet dépendants de l’arrestine (internalisation) des divers agonistes DOR évalués a révélé une 

corrélation linéaire, suggérant que les agonistes DOR ne présentent pas de biais dans leur couplage 

intracellulaire (Mann et al., 2020). 

• Recrutement des b-arrestines par le SNC80 

Pradhan et ses collaborateurs ont montré que chez des animaux déficients pour b-arrestine 

1, dans un modèle de douleur inflammatoire, le SNC80 a un effet plus important, plus long et 

ne développe pas de tolérance analgésique lors de la deuxième injection, mettant en avant le 

rôle de cette protéine dans la limitation de la réponse delta opioïde (Pradhan et al., 2010). Cet 

effet est spécifique de DOR car bloqué par son antagoniste sélectif (Mittal et al., 2013). Par 

ailleurs, la b-arrestine 1 est fortement régulée par la présence de douleur chronique. Sa 

déficience augmente l’effet du SNC80 sur la locomotion, de même que sur l’effet analgésique 

du SNC80 sans situation douloureuse (Mittal et al., 2012). 

 

 

for low-internalizing agonists, such as ARM390 and JNJ20788560, arrestin 3 facilitates the rate
of receptor resensitization. Hence, in complete contrast to the MOP, knockout of arrestin 3
resulted in increased tolerance to low-internalizing DOP agonists and reduced the rates of DOP
resensitization [19]. These data for MOP and DOP reveal a role of arrestins in regulating receptor
resensitization, although they are traditionally considered for their role in mediating desensitiza-
tion (Figure 1). The mechanisms of desensitization and resensitization by low-internalizing opioid
agonists are currently unknown, although kinase/phosphatase activity is a likely component and
PKC and JNK isoforms are implicated for MOP [24,27]. We speculate that arrestin 3-containing
complexes attenuate the recruitment of relevant phosphatases for MOP resensitization, but
facilitate the recruitment of relevant phosphatases for DOP resensitization.

As a part of multifaceted protein complexes, the arrestins play important roles in opioid receptor
signaling independently of ligand-induced receptor desensitization, resensitization, and inter-
nalization. For example, both arrestin 2 and 3 control the cytoskeletal protein actin by binding to
cofilin and its inactivating kinase, Lim domain kinase, and activating the phosphatases slingshot
or chronophin [28–30]. Relevant to DOP and nociceptin/orphanin FQ receptor function is that
arrestin 2 acts as a chaperone controlling the rate of ligand-dependent export of these opioid
receptors to the cell membrane [27]. Furthermore, a c-Src/arrestin 3 complex regulates MOP to
promote ligand-independent or constitutively active MOP signaling [31]. In this complex, arrestin
constrains c-Src activity by keeping this tyrosine kinase in an inactive state. Together these
interactions demonstrate that the arrestins regulate opioid receptor function as part of catalyti-
cally active scaffolding complexes.

Given that arrestins are key components of opioid receptor signaling and trafficking, they are well
situated to contribute to the changes that initiate cellular allostasis, and subsequent pass-
forward system-wide allostasis. Because of the arrestin-dependent processes involved in MOP
signaling and tolerance there has been a drive to develop drugs that activate MOP without
recruiting either arrestin 2 or 3. Such drugs would be anticipated to have increased analgesia
(possibly either promoting recycling or inducing constitutive activity) and reduced respiratory
depression [32]. However, on the negative side, arrestin deletion increased constipation, a major
issue with opioid drugs. Recently, clinical trials have begun for TRV130, a MOP agonist that
elicits very low arrestin recruitment. There are some promising results with this drug. TRV130 has
increased analgesic potency compared with morphine (1.5 mg TRV130 given intravenously had

Table 1. The Effects of Arrestin Deletion on Ligand-Induced MOP and DOP Desensitization, Resensitization,
and Tolerance

MOP DOP

High-Internalizing Low-Internalizing High-Internalizing Low-Internalizing

Arrestin 2
(b-arrestin 1)
deletion

No reported effects
on desensitization,
resensitization, or
tolerance

No observed effect
on tolerance, or
reported effects on
desensitization or
resensitization

High desensitization [26]
High externalization [26]
High efficacy and
potency [19,26]
Reduced acute
tolerance [19]

No effect on
efficacy/potency,
or acute
tolerance [19]

Arrestin 3
(b-arrestin 2)
deletion

No observed effects
on tolerance or
desensitization, but
resensitization was
affected
[20,31,112,113]

Low desensitization
[27]
High resensitization
[112]
Decreased tolerance
[18,113]

No effect on
desensitization or
acute tolerance [19]

Low resensitization [19]
Increased tolerance [19]

aAgonists used. DOP, high-internalizing, SNC80; low-internalizing, ARM390, JNJ20788560; MOP, high-internalizing,
fentanyl, DAMGO; low-internalizing, morphine. Note that tolerance mechanisms and thus arrestin dependence may differ
with measured behaviors, and the table above should not be generalized to behaviors not assessed in the referenced papers.

Trends in Pharmacological Sciences, November 2016, Vol. 37, No. 11 967
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• Recrutement des b-arrestines par ARM390 

Tous les agonistes DOR ne provoquent pas la même internalisation du récepteur, ni 

recrutement des arrestines. ARM390 ne semble pas entrainer leur recrutement et pourrait être 

qualifié d’agoniste biaisé b-arrestines. En effet, mise face au ARM390, la déficience en b-

arrestine 1 ne change aucunement la réponse des animaux.  

c) Recyclage ou dégradation : voies différentes selon 

l’agoniste 

Concernant DOR, son devenir après activation est discuté et dépendrait de l’agoniste qui l’a 

stimulé (Cahill et al., 2016). L’efficacité d’un agoniste à entrainer la séquestration de DOR a 

été utilisée pour prédire s’il va induire une tolérance analgésique rapide ou non in vivo (Gendron 

et al., 2016; Pradhan et al., 2010). 

Bagheri-Tudashki et ses collaborateurs ont établi un lien entre les agonistes faiblement 

internalisant et la durée de l’analgésie aiguë (Bagheri Tudashki et al., 2020), en opposition avec 

les résultats obtenus par Pradhan et collaborateurs, qui constatait une analgésie plus courte pour 

le ARM390 faiblement internalisant par rapport au SNC80 dont l’effet dépasse 3h et qui est 

fortement internalisant (Voir Tableau 10) (Pradhan et al., 2010). 

Le recyclage serait alors le mécanisme associé au maintien de l’analgésie lors d’injections 

répétées (Bagheri Tudashki et al., 2020).  

(i) Dégradation  

In vitro, lorsqu’un agoniste produit une internalisation rapide de DOR, il en découle 

généralement une dégradation de DOR, aussi bien en lignées immortalisées (Anastasia G. 

Henry et al., 2011; Whistler et al., 2002) que dans des cultures primaires de neurones (Pradhan 

et al., 2009).  

(ii) Ubiquitination 

Classiquement, l’ubiquitination est une étape importante dans la réponse adaptative des 

RCPG. Elle peut servir de protéine chaperonne pour d’autres protéines de ciblage et est 

couramment décrite comme menant le récepteur à la dégradation lysosomale (Rajagopal and 

Shenoy, 2018). 
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• Unbiquitination de DOR in vitro 

La lysyl-ubiquitination est connue comme entrainant la régulation protéolitique des 

récepteurs, en les adressant au corps multivesiculaire (MVB) puis au lysosome. L’ajout de 

l’ubiquitine peut agir à différents moments de la voie de dégradation et dépend du récepteur et 

du type cellulaire. Le récepteur DOR est pris en charge par le complexe ESCRT vers les 

lysosomes (Figure 16). Il a la particularité de pouvoir être différentiellement régulé selon la 

présence ou non d’ubiquitination.  

Henry et collaborateurs ont montré que même lorsque l’ubiquitination de DOR est bloquée, 

son trafic peut être régulé. DOR peut être acheminé vers les vésicules intraluminales des MVB 

même sans ubiquitine. L’ubiquitination stimule mais n’est pas nécessaire à la protéolyse du 

récepteur, elle favorise sans être requise pour le passage de DOR de la membrane des MVB 

vers les vésicules intraluminales (Anastasia G Henry et al., 2011).  

Le rôle de l’ubiquitine dans l’internalisation de DOR ne se trouve pas dans le tri précoce et 

n’exclut pas le récepteur de la voie de recyclage, il est important mais non requis pour 

l’internalisation et la dégradation de DOR (Anastasia G Henry et al., 2011; Hislop and von 

Zastrow, 2011). 

Il a été montré depuis 20 ans que le SNC80 est responsable d’une dégradation du récepteur 

DOR allant jusqu’à 80% in vitro (Okura et al., 2003).  

• Unbiquitination de DOR In vivo 

Une dégradation du récepteur fait suite à son activation par le SNC80, contrairement au 

traitement par ARM390 qui n’impacte ni la quantité ni l’activabilité du récepteur au niveau 

cérébral ou spinal (Pradhan et al., 2010). Plusieurs études ont montré une plus faible réponse 

de la protéine G en [35S]GTPgS suite à une stimulation répétée par du SNC80 (Emily M. 

Jutkiewicz et al., 2005; Pradhan et al., 2012). 

(iii) Recyclage à la membrane plasmique 

La deuxième voie de devenir possible d’un RCPG est le recyclage à la membrane plasmique 

(Figure 16). 

• Recyclage de DOR in vitro 

Le récepteur DOR est fortement sujet à l’internalisation à la suite de son activation par 

certains agonistes.  
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Il a été estimé que 60 à 70% de DOR internalisé peut être recyclé à la membrane et continuer 

d’être activé après le lavage de l’agoniste du milieu (Archer-Lahlou et al., 2009). DOR est 

montré comme de retour à la membrane 1h après stimulation par le SNC80 sur des cultures 

neuronales (Audet et al., 2012). Pour une même internalisation, ce recyclage dépendrait du type 

d’agoniste lié au récepteur, s’il est provoqué par une petite molécule ou un agoniste peptidique, 

par exemple le SNC80 ne permet pas de recyclage du récepteur en 30min alors que 50% sont 

de retour à la membrane suite à une internalisation équivalente par le DPDPE (Audet et al., 2012). 

Cette différence proviendrait de la capacité de l’endothelin-converting enzyme-2 (ECE2) à 

dégrader certains agonistes peptidiques, mettant fin à l’activation du récepteur dans des cultures 

primaires de neurones (Gupta et al., 2014). L’acidité présente à l’endosome peut favoriser la 

dissociation ligand-récepteur et ainsi aider son recyclage (Mellman et al., 1986) (Figure 16). 

La désensibilisation qui a lieu durant l’internalisation du récepteur suite à la stimulation par 

DPDPE implique la protéine Src (Archer-Lahlou et al., 2009). 

L’équipe de Graciela Pineyro a récemment montré que DOR, après internalisation, peut 

toujours être recyclé à la membrane via Rab4 dans des lignées neuronales ou cellules 

immortalisées. Ce routage passerait par la protéine X interagissant avec ALG-2 (ALIX) et le 

complexe de Rab9/TIP47, qui permettrait de manière surprenante le recyclage de DOR, alors 

qu’il réside déjà dans l’endosome tardif. Cette voie de recyclage conduirait DOR vers la sortie 

de l’appareil de Golgi (le TransGolgi Network, TGN), puis vers la membrane plasmique par la 

voie classique d’exocytose (Figure 16). Ce serait alors indépendant du transporteur Rab4 et du 

complexe rétromère, qui constituent une voie de recyclage plus précoce proposée pour DOR 

(Charfi et al., 2018). L’internalisation est impactée in vitro par l’inactivation de Rab7, mais pas 

par celle de de VPS35 (protéine impliquée dans le mécanisme du rétromère sélectif du cargo, 

trouvée dans l’interactome de DOR).  

D. Tolérance analgésique aux agonistes de DOR = 

mécanismes différents de MOR 

La tolérance est un mécanisme adaptatif présent pour de multiples RCPG. En particulier, les 

deux récepteurs opioïdes mu et delta développent une tolérance analgésique.  

Les mécanismes décrits pour la tolérance analgésique de MOR sont une combinaison de 

désensibilisation, resensibilisation, internalisation, synthèse, stabilité de l’appareil de Golgi et 

modulation de l’adressage intracellulaire du récepteur (Cahill et al., 2016).  
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Mais bien que MOR et DOR soient tous deux des RCPG, leurs mécanismes de tolérances 

varient en de multiples points.  

1) Tolérance in vivo 

Lorsqu’elle est étudiée en modèle de douleur chronique, la tolérance analgésique de DOR 

est dépendante de deux critères principaux : l’agoniste administré (SNC80, ARM390) et leur 

fréquence d’administration. Pour le même agoniste SNC80, il a été montré qu’une 

administration répétée de 24h ne développait pas encore de tolérance analgésique, alors qu’en 

12h ou 4h d’espacement entre les premières administrations, la tolérance causée est déjà 

maximale (Pradhan et al., 2016, 2010). 

2) Superactivation de l’AMPc 

La réponse d’AMPc suite à l’administration de morphine est beaucoup moins affectée dans 

les cellules SH-SY5Y knock-down pour RGS4. Une explication à la tolérance analgésique 

DOR serait une potentialisation de la production d’AMPc lors d’une stimulation persistante de 

DOR, c’est la tolérance cellulaire (Gendron et al., 2019; Varga et al., 2003).  

3) Internalisation par les b-arrestines 

a) Par SNC80 

Pradhan et collaborateurs ont montré que chez des animaux déficients pour la b-arrestine 1, 

dans un modèle de douleur inflammatoire, le SNC80 ne développe pas de tolérance analgésique 

lors de la deuxième injection, mettant en avant le rôle de cette protéine dans la réponse DOR 

(Pradhan et al., 2010). Par ailleurs, la b-arrestine 1 est fortement régulée en condition de douleur 

chronique (Mittal et al., 2013). 

b) Par ARM390 

En présence de SNC80, la déficience en b-arrestine 1 ne change aucunement la réponse 

nociceptive des animaux. Mais les souris KO pour la b-arrestine 2 nécessitent 24h pour 

retrouver une sensibilité au SCN80, l’absence de b-arrestine 2 augmente donc le temps de 

désensibilisation du récepteur. Dans ces mêmes animaux, une internalisation du récepteur, non 

présente chez les souris sauvages, se développe également suite à l’administration d’ARM390.  

La b-arrestine 2 agirait comme une chaperonne qui contrôle le taux d’export de récepteur à 

la membrane de façon ligand-dépendante (Cahill et al., 2016). En son absence, Pradhan et 
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collaborateurs constatent une augmentation de la tolérance de DOR, aussi bien pour le SNC80 

que pour ARM390 (Pradhan et al., 2016). Au contraire, la b-arrestine 1 semble cruciale dans le 

développement de la tolérance aiguë au SNC80 et au ARM390 (Vicente-Sanchez et al., 2016). 

L’absence de la b-arrestine 1 limite que son découplage de la protéine G et le développement 

de la tolérance chronique au SNC80 et la dégradation de DOR (Pradhan et al., 2016).  

L’observation de tolérance analgésique aiguë a été associée à l’internalisation du récepteur 

(Pradhan et al., 2009). En effet, le ARM390 n’entraine pas d’internalisation du récepteur (20 

min, 12h ou 24h après injection), que ce soit dans le striatum, l’hippocampe, la moëlle épinière 

et les GRD (Pradhan et al., 2010, 2009) ni de tolérance analgésique aigue 12 ou 24h après la 

première administration, alors que le SNC80 présente une tolérance et une internalisation de 

DOR aussi bien dans l’hippocampe que dans les GRD 12h après la première administration.  

Cette internalisation est corrélée à la phosphorylation de DOR provoquée par l’agoniste 

(Mann et al., 2020). 

Les ligands biaisés pour la protéine G, c’est à dire activant la voie de la protéine G sans  

ihnduire de recrutement de la b-arrestine, sont développés avec l’espoir de supprimer la 

tolérance analgésique DOR. En modèle de douleur chronique chez le rat, le PN6047 de structure 

proche du SNC80, avec la même affinité et la même spécificité que lui in vitro, recrute moins 

les b-arrestine 1 et b-arrestine 2 que le SNC80. In vitro, une diminution de recrutement de la b-

arrestine 2 a été observée en BRET par rapport à ARM390 (Conibear et al., 2020). Son effet 

analgésique a été illustré dans un modèle de douleur neuropathique, sans développer de 

tolérance durant 3 semaines d’administrations quotidiennes, et a un effet de type antidépresseur 

dans le test de nage forcée sans aucune apparition de convulsions. 

4) Mécanismes moléculaires de la tolérance aux agonistes de 

DOR 

Du fait des résultats dans les KO b-arrestine 1 d’absence de tolérance analgésique et des 

ligands biaisés protéine G, on sait que l’internalisation joue un rôle dans le développement de 

la tolérance analgésique. Mais l’hypothèse la plus explorée et à laquelle conduisent la majorité 

des études sur le mécanisme sous-jacent à la tolérance analgésique des agonistes de DOR est 

celle de la dégradation du récepteur.  
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Les liens entre internalisation et dégradation ne sont pas si simples, car on a montré qu’une 

ablation des 15 derniers acides aminés en C-ter de DOR, intracellulaires, qui sont responsables 

de la transmission du message lors de l’activation du récepteur, va complètement empêcher 

l’internalisation (Trapaidze et al., 1996), alors que la dégradation sera tout de même maintenue 

pour 50% (Cvejic et al., 1996). Bagheri-Tudashki décrit le recyclage comme associé à un 

maintien de l’analgésie avec des injections répétées grâce à des cultures de neurones primaires 

(Bagheri Tudashki et al., 2020).  

Le recyclage du récepteur pourrait donc être à l’origine du maintien de l’analgésie in vivo. 

(Charfi et al., 2018). En effet, cette hypothèse est soutenue par l’accélération du développement 

de tolérance analgésique lorsque l’on ajoute au DPDPE du Y27632 (inhibiteur de ROCK, qui 

intervient dans la translocation du réseau transgolgien).  

Pour expliquer cet adressage vers le lysosome, une autre protéine a été impliquée in vitro : 

la Protéine de Tri Associée aux Récepteurs couplés aux Protéines G (G-Protein coupled 

Receptor Associated Sorting Protein 1, GPRASP1). 

IV. Rôle physiologique proposé de la G-Protein coupled Receptor 

Associated Sorting Protein 1  

A. Description générale de l’expression de GPRASP1 

GPRASP1 , aussi appelée GASP-1 , G-protein coupled receptor associated sorting protein 

1, est une grande protéine cytoplasmique identifiée dans deux laboratoires dont le nôtre au début 

des années 2000 (Simonin et al., 2004; Whistler et al., 2002). Elle appartient à la famille des 

protéines GPRASP/ARMCX, dont les protéines de la sous famille 1, les GPRASP, sont décrites 

comme impliquées dans la régulation du trafic membranaire des RCPG. Parmi ses 1395 acides 

aminés qui constituent GPRASP1, on trouve répété 22 fois un motif de 15 acides aminés unique 

à ces protéines, appelé motif « GASP », qui a été décrit pour la première fois par notre équipe 

(Bornert et al., 2013) caractéristique de la sous-famille 1 (GPRASP1, GPRASP2, GPRASP3, 

ARCMX4 et ARMCX5) (Abu-Helo and Simonin, 2010; Kaeffer et al., 2021). 

Elle est fortement exprimée dans le système nerveux central, le rein et les poumons. Toutes 

les aires cérébrales contiennent des transcrits de son ARNm, de même que la moëlle épinière. 

Comme toutes les protéines de la famille GPRASP/ARMCX, elle est codée par le bras court du 
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chromosome X, en donnant donc un seul allèle aux mâles. On ne la trouve que chez les 

mammifères.  

Les indications de la localisation subcellulaire de GPRASP1 obtenues en modèle cellulaire 

grâce à l’expression de GPRASP1-mcherry nous indiquent qu’elle serait surtout cytoplasmique 

et partiellement retrouvée au niveau des endosomes (Rosciglione et al., 2014). Pour l’heure, 

aucun anticorps anti-GPRASP1 ne permet un marquage spécifique des tissus par 

immunohistochimie. 

Les informations connues sur GPRASP1 et les neuf autres protéines de sa famille, leurs 

interactions protéines-protéines, leur probable rôle comme protéine d’échafaudage et leurs 

implications biomédicales connues ont été rassemblées dans la revue Kaeffer et al. 2021, 

présentée p74.  

B. Les outils disponibles pour son étude 

Une partie de son rôle est décrit à l’aide de modèles génétiques, humains ou murins.  

Pour étudier le rôle de GPRASP1, une forme tronquée de GPRASP1, nommée cGASP, 

considérée comme un dominant négatif, est utilisée comme outil pour mettre en avant 

l’implication de GPRASP1 dans les processus intracellulaires de régulation in vitro.  

On a également eu recours à des siRNA ou shRNA dans les modèles cellulaires pour 

inactiver sélectivement GPRASP1, et permettre une réexpression maitrisée de la protéine. 

Un anticorps de lapin dirigé contre GPRASP1 a également été synthétisé et purifié par notre 

équipe (Zeder-Lutz et al., 2023), il a été notre outil pour détecter GPRASP1 dans les 

expériences présentées dans ce manuscrit de thèse (Résultats II Partie 2). 

Deux lignées de souris KO-GPRASP1 ont été créées indépendamment, par l’équipe de 

Jennifer Whistler et la nôtre (Thompson et al., 2010a) (Boeuf et al., 2009). La première a eu 

recours à une délétion de l’exon 5 et la deuxième à une délétion de la séquence allant de l’exon 

5 à l’exon 11. Elles ont permis d’explorer le rôle de GPRASP1 dans les mécanismes adaptatifs 

aux activations répétées de certains RCPG interagissant avec GPRASP1 in vivo, comme le 

récepteur cannabinoïde CB1 ou les dopaminergiques D1 et D2 (Thompson et al., 2010b) 

(Martini et al., 2010) (Boeuf et al., 2009). 
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C. Les protéines interagissant avec GPRASP1  

1) Les RCPG 

Les interactants de GPRASP1 in vitro sont nombreux, et on y trouve plusieurs RCPG. 

GPRASP1 est la protéine qui interagit avec le plus de GPCR différents in vitro, dont DOR. Si 

l’interaction avec DOR est forte, elle est beaucoup plus faible pour MOR. Des expériences de 

GST pull-down ont montré que GPRASP1 a une forte interaction avec le récepteur 

cannabinoïde CB1(Whistler et al., 2002), les récepteurs dopaminergiques (Bartlett et al., 2005; 

Boeuf et al., 2009), le récepteur aux chimiokines CXCR4 (Morales-Hernandez et al., 2020) et 

le récepteur sérotoninergique 5HT7 (Manfra et al., 2015).  

2) Les protéines impliquées dans l’adressage intracellulaire du 

récepteur 

GPRASP1 a été décrite comme interagissant avec DOR au sein d’un complexe, formé avec 

dysbindin, HRS (HGF-regulated tyrosine kinase substrate), GaS et Beclin2. Ces observations 

ont été faites in vitro. Parmi les autres protéines imputées dans la dégradation de DOR in vitro, 

quatre se trouvent dans l’interactome de GPRASP1 : HRS, GaS, Beclin2 and dysbindin 

(Rosciglione et al., 2014). Parmi eux, HRS fait partie du complexe ESCRT, qui oriente les 

RCPG vers la dégradation (Hislop and von Zastrow, 2011). La dysbindin est également 

impliquée dans le tri post-endocytique du récepteur dopaminergique D2 et DOR (ce qui 

encourage malgré l’absence d’interaction directe la probabilité d’un complexe GPRASP1-

dysbindin) et impliqué dans le tri intracellulaire des récepteurs associés. Beclin 2 a été mise en 

évidence pour son rôle dans la dégradation de DOR (He et al., 2013). Leur absence par Knock-

down dans un modèle cellulaire a produit une diminution de la dégradation de DOR après 

activation, malgré une internalisation du récepteur. 

3) Les connaissances sur l’implication de GPRASP1 dans les 

mécanismes adaptatifs de DOR 

Le dominant négatif cGASP a été utilisé pour montrer que GPRASP1 est en interaction avec 

DOR (Whistler et al., 2002). Une compétition avec GPRASP1 a été observée lors d’essais de 

GST-pull down sur la partie C terminale du récepteur DOR. GPRASP1 interagit donc avec 

l’extrémité intracellulaire de DOR (Whistler et al., 2002). Plus tard, l’interaction GPRASP1-

DOR a été confirmée par co-immunoprécipitation de lysat cellulaire de GPRASP1, exprimée 

de façon endogène dans des HEK (Thompson et al., 2010a). L’interaction de GPRASP1 avec 
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DOR se fait entre l’extrémité carboxyterminale intracellulaire du récepteur et par le domaine 

central de GPRASP1, portant les motifs répétés GASP, ainsi qu’avec les 50 derniers acides 

aminés de son extrémité Cter (Bornert et al., 2013). 

Dans une situation de surexpression de GPRASP1, cGASP a l’effet opposé, il active la 

dégradation de DOR (Whistler et al., 2002).  

En HEK surexprimant FLAG-tagged-DOR, 3h après l’activation de DOR par le DADLE, 

DOR est retrouvé en région périnucléaire, au niveau du lysosome. Si cGASP est ajouté, on ne 

trouve pas la dégradation obtenue par l’action de l’agoniste dans les cellules exprimant 

uniquement GPRASP1 et le récepteur n’est pas colocalisé avec les marqueurs du lysosome 

(Whistler et al., 2002). Si cGASP empêche la dégradation du récepteur en prenant la place de 

GPRASP1, il a été conclu que GPRASP1 a une part de responsabilité dans la dégradation du 

récepteur suite à son activation (Whistler et al., 2002). 

V. Revue : GPRASP/ARMCX Protein Family: Potential 

Involvement in Health and Diseases Revealed by their Novel 

Interacting Partners 
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Abstract: GPRASP (GPCR-associated sorting protein)/ARMCX (ARMadillo repeat-Containing pro-
teins on the X chromosome) family is composed of 10 proteins, whose genes are located on a small lo-
cus of the X chromosome except one. They possess at least two armadillo-like repeats on their carboxyl-
terminal homologous sequence, but they can be subdivided on specific sequence features. Subfamily 1 
(GPRASP1, GPRASP2, GPRASP3, ARMCX4 and ARMCX5) displays additional repeated motifs while 
a mitochondrial targeting transmembrane domain is present in subfamily 2 (ARMC10, ARMCX1, 
ARMCX2, ARMCX3 and ARMCX6). Although their roles are not yet fully understood, the recent iden-
tification of several interacting partners has shed new light on the processes in which GPRASP/ARMCX 
proteins are implicated. Among the interacting partners of proteins from subfamily 1, many are GPCRs. 
GPRASP1 binds trafficking proteins, such as Beclin2 and the Dysbindin-HRS-Gαs complex, to partici-
pate in GPCR post-endocytic sorting. Moreover, in vitro as well as in vivo experiments indicate that 
GPRASP1 is a critical player in the adaptive responses related to chronic treatments with GPCR ago-
nists. GPRASP2 seems to play a key role in the signaling of the hedgehog pathway in the primary cilium 
through a Smoothened-GPRASP2-Pifo complex. Identified small compound inhibitors of this complex 
could treat drug-resistant smoothened derived cancer forms. Deletion of GPRASP2 in mice causes neu-
rodevelopmental alteration and affects mGluR5 regulation, reflected by autism-like behavior. Several 
members of subfamily 2, in complex with TRAK2 and MIRO, are involved in the trafficking of mito-
chondria in axons and in the regulation of their size and division, influencing the cell cycle. The essen-
tial role of GPRASP/ARMCX proteins in cellular physiology is supported by human cases of deletions, 
causing male neonatal lethality by pulmonary delayed development, dysmorphic face, and psychiatric 
and intellectual impacts in females. 

Keywords: Pharmacology, Signalling !", α-solenoid Scaffolding proteins, Membrane trafficking, Mitochondria dynamics, 
Ciliopathies, Neurite outgrowth. 

1. INTRODUCTION 
To participate actively in the transmission of a message 

in a signalling cascade, the protein involved, whether the 
receptor at the plasma membrane or all the subsequent effec-
tors of the response, must be in the right place within the cell 
and at the right time. It must, therefore, be correctly ad-
dressed in the appropriate cell compartment and this proper 
targeting is tightly regulated. Proper targeting of organelles 
themselves can be determinant for efficient signaling, par-
ticularly in polarized cells such as neurons. Accessory pro-
teins that regulate the dynamics of receptor targeting or that 
serve as scaffolds are the proteins that help to fulfil this goal 
of assembling all the partners in a nanocompartment in order 
to constitute an efficient functional signalosome. 

In this special issue, “Receptors in health and diseases”, 
we will review a specific family of proteins that gathers the  
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G Protein-coupled Receptor-Associated Sorting Proteins 
(GPRASP) and the ARMadillo repeat-Containing proteins 
on the X chromosome (ARMCX). This family is composed 
of ten members convincingly implicated either in G protein-
coupled receptors (GPCR) trafficking and signaling or in 
mitochondria trafficking. We will focus on the discoveries of 
these past ten years, suggesting a scaffolding role for these 
proteins.  

Evidence that GPRASP1 (alias GASP1, KIAA0443 and 
PIPS), GPRASP2 (also named GASP2 and HIP15), 
GPRASP3 (also known as GASP3, p60TRP and bHLHB9), 
ARMCX4 (GASP4), ARMCX5 (GASP5), ARMCX3 
(GASP6 and ALEX3), ARMCX1 (GASP7 and ALEX1), 
ARMC10 (GASP8 and SVH), ARMCX2 (GASP9 and 
ALEX2) and ARMCX6 (GASP10) belong to a unique pro-
tein family has been reviewed by us previously [1; 2]. 
Briefly, these 10 proteins share a conserved and unique car-
boxyl-terminal domain of around 250 residues (with a mini-
mum of 20% sequence identity with GPRASP1) that con-
tains at least 2 armadillo-like repeats (Fig. 1). Except for 
ARMC10, they are each encoded by a single coding exon. 
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ARMC10 is considered the common ancestor of the 
GPRASP/ARMCX gene family [3] since ARMC10 homologs 
are present in all vertebrates exclusively, as early as in the 
teleost fish Danio rerio, while no homologs are found for the 
other GPRASP/AMRCX genes outside mammals. ARMC10 
gene is located on the human chromosome 7 and is encoded 
by several exons (seven coding exons; [2]) with up to 6 pos-
sible isoforms, 4 having been detected [4, 5]. A single cod-
ing exon for ARMC10 exists on the human chromosome 3 
but is referred to as a pseudogene in Pubmed Gene 
ID389137. It is not yet clearly established which of the two 
ARMC10 copies gave rise to the gene family. Likewise, a 
pseudogene of human ARMCX6 was proposed to serve as a 
redundant copy for facilitating gene conversion events to its 
neighboring ARMCX6 gene [6]. Except for ARMC10, 
GPRASP/ARMCX genes are arrayed in tandem on the locus 
Xq22.1-q22.2 of the human X chromosome, in a region 
unique to Eutherian placental mammals [6]. Deletions in this 
region in humans have been linked to intellectual disabilities 
and other syndromes [7-9] that will be discussed below. Al-
though GPRASP/ARMCX proteins seem ubiquitously ex-
pressed, they are all highly or predominantly expressed in 
the central nervous system [1] as is often the case for pro-
teins encoded on the X chromosome [10]. Since the 2.3 Mb 
region Xq22.1-q22.2 is an innovation of placental mammals, 
it was speculated that GPRASP/ARMCX proteins, together 
with the other proteins encoded in this region, could be in-
volved in the adaptive evolution of the neocortex that is also 
unique to mammals [6]. Interestingly with respect to the 
neocortex emergence, the 5’UTR of the three gene families 
repeated in tandem in the Xq22.1-q22.2 locus, 
GPRASP/ARMCX (nine members), BEX (Brain-Expressed 
X-linked, five members) and TCEAL (Transcription Elonga-
tion Factor A protein-Like also known as WEX for WWbp5-
like X-linked, seven members) contain a highly similar DNA 
motif named BGW (for BEX/GASP/WEX) with no signifi-
cant alignments outside mammalian sequences nor outside 
mammalian X chromosome. The exon coding regions of 
these 3 gene families have rapidly diverged, probably from 
the ARMCX6 gene that, unlike other GPRASP/ARMCX 
genes, contains a three exon structure, similar to BEX and 
WEX genes, with the third exon encoding the entire protein 
[6]. The three protein families share functions in signaling, 
but the function of this particular BGW element has not yet 
been investigated. 

In the following chapters, we will first discuss the rea-
sons why GPRASP/AMRCX are probably scaffolding pro-
teins with multiple repeated motifs that fold into structured 
domains (Armadillo-like repeats) or into Intrinsic Disordered 
domains. We will exhaustively list the protein partners of the 
GPRASP/ARMCX and, the interacting domains involved 
when identified. Secondly, the strong evidence for 
GPRASP1 and GPRASP2 involvement in GPCR sorting 
from endosomes and to the primary cilium, respectively, will 
be presented with evidence based on knockout mice and 
novel interacting partners. These results have functional im-
plications in adaptation to chronic activation of G-protein 
coupled receptors, in hematopoietic stem cell repopulation 
and in ciliopathies. We will finally describe the experiments 
that have led to the discoveries of the mitochondrial 
ARCMX proteins as effectors of WNT signaling and as 

metabolic sensors implicated in axon regeneration and sur-
vival via regulation of mitochondrial dynamics. Their puta-
tive roles in cancer and age-related neurological disorders 
will be discussed. This protein family includes under-
explored molecular targets for drug discovery; hence several 
inhibitors targeting the protein-protein interface of 
GPRASP2 with Smoothened could treat drug-resistant 
Smoothened derived cancer forms [11]. 

2. SEQUENCE ANALYSIS OF THE GPRASP/ARMCX 
PROTEIN FAMILY 

GPRASP1, GPRASP2, GPRASP3, ARMCX-1 to -6 
(Armadillo repeat-Containing X-linked proteins), and 
ARMC10 have been originally classified as “GASP” family 
members by our team based on the sequence homology of 
their carboxyl-terminal (C-ter) 250 amino-acids ranging 
from 20 to 77% identity with GPRASP1 [1]. We had further 
delineated 2 additional domains in these proteins, their 
amino-terminal part (N-ter) and a central region. For 
GPRASP1, we decomposed the protein as N-ter residues 1-
379, GASP1-middle as residues 380-1073, and C-ter resi-
dues 1074-1395 (Fig. 1). For GPRASP2, we decomposed the 
protein based on homologies with GPRASP1 as N-ter resi-
dues 1-353, GPRASP2-middle as residues 354-520, and 
GPRASP2 C-ter residues 521-838. In our previous work, we 
have proposed to split the family into two-subfamilies based 
on the presence of a repeated motif only in the central region 
of subfamily 1 (GPRASP1, GPRASP2, GPRASP3, 
ARMCX4 and ARMCX5) that we named GASP motif (Fig. 
1) [1, 12]. This motif is unique to the GPRASP/ARMCX 
proteins. 

For the purpose of this review, we have revisited the se-
quence similarities between the ten members of the human 
GPRASP/ARMCX proteins with the motif-based sequence 
analysis tools MEME Suite (for Multiple Expectation 
Maximization for Motif Elicitation; [13]). MEME discovers 
novel, un-gapped motifs that repeatedly occur in a group of 
related sequences. Individual MEME motifs do not contain 
gaps. Patterns with variable-length gaps are split by MEME 
into two or more separate motifs. With this method, we 
could strengthen the similarities between GPRASP1 and 
GPRASP2 and with bHLHB9 that we propose to rename 
GPRASP3 (Figs. 1 and 2). ARMCX4 belongs clearly to the 
GPRASP subfamily 1 due to its GASP motifs content, but in 
fact, it falls in between the two subfamilies. Its function has, 
however, never been studied so far. MEME represents motifs 
as position-dependent letter-probability matrices that de-
scribe the probability of each possible letter at each position 
in the pattern. The different motifs found in proteins of the 
GPRASP/ARMCX family are depicted in Fig. (2). 

2.1. Armadillo-like Repeats in the C-ter Domain of all 
GPRASP/ARMCX Proteins  

Convergent indications suggest that the conserved 250 
residues C-ter domain of GPRASP/AMRCX proteins is 
composed of several armadillo-like repeats. This was not 
originally detected for the ten members of the family hence 
the name ARMC (Armadillo repeat-containing proteins) is 
only for ARMCX4, ARMCX5, ARMCX3, ARMCX1, 
ARMC10, ARMCX2, and ARMCX6 [1, 2]. 
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Fig. (1). Schematic representation of the ten members of the GPRASP/ARMCX proteins family with the motif locations as a result of 
sequences analysis with MEME SUITE. 
Motif-based sequence analyses were performed with all ten full-length human sequences from the Uniprot database (accession numbers in 
Table S1) and the MEME SUITE web application 5.1.1 [13]. The classic discovery mode was selected for six motifs with the site distribution 
option set to any number of repetitions (motifs from 6 to 50 amino acids width). Each motif is indicated as a colored block, the height of 
which is proportional to the - log (p-value), indicating the overall strength of motif matches. The statistical significance of the 6 motifs (A, B, 
C, and F) was confirmed as their E-value was very low and smaller than 1.7 E-70 and p-values below 2.87 E-7 (p-value corresponds to the 
probability that an equal or better site would be found in a random sequence of the same length conforming to the background letter fre-
quency). The family segregates in two subfamilies of five members each according to the presence or not of the previously described GASP 
motif (motif B; [2]). The ARMCX4 that stands in between both groups was not considered for further analysis of subfamily 1. Using the same 
procedure, the E motif emerged with a sufficient statistical E-value of 4.4E-20 and p-values below 8.62E-9. Motif D was identified by com-
paring the N-ter extremities of GPRASP/ARMCX proteins and was characterized by MEME SUITE when the classic discovery mode was 
selected for 25 motifs instead of 6 of them. The sequence of each motif is presented as a letter-probability matrix in Figure 2. The location of 
the original GPRASP1 cGASP domain described in [16] is shown with dotted lines. (A higher resolution / colour version of this figure is 
available in the electronic copy of the article). 
 

The superfamily of armadillo repeat proteins are involved 
in various fundamental cellular processes, including vesicu-
lar transport and molecular signaling. Proteins within the 
different ARM subfamilies display a conserved architecture 
and provide a scaffold for the assembly of protein complexes 
with various functions [14]. Each armadillo repeat is com-
posed of three alpha-helices and tandem armadillo (ARM) 
repeats form superhelical domains, which stack together and 
wrap around the interacting region of its partner [15]. While 
the identification of tandem repeats with high sequence simi-
larities is easy, detecting Armadillo-repeats is more difficult 
and the level of detection by major domain databases was 
relatively poor when the GPRASP/ARMCX proteins were 
described. Nevertheless, biocomputing has now established 
that GPRASP/ARMCX proteins all share a common ARM-
like domain at their C-termini, falling into the criteria of the 

PFAM Domain of Unknown Function DUF634 now re-
named Armadillo-like Arm_2 (PF04826): while some arti-
cles proposed 3 armadillo repeats, others have identified up 
to 6 armadillo repeats. In a recent review, it was proposed 
that GPRASP1, GPRASP2, GPRASP3, and ARMCX6 en-
code proteins with five ARM repeats, the remaining mem-
bers have an extra ARM repeat at the end of the C-ter region 
[15]. MEME software detects 2 to 3 Armadillo-like Arm_2 
(PF04826) PFAM motifs of around 50 amino-acids each in 
the C-ter domain of all GPRASP/AMRCX proteins (Figs. 1 
and 2A). 

2.2. The “GASP” Motifs in the Central Part of 
GPRASP/ARMCX Subfamily 1 

Sequence analysis of the GPRASP/ARMCX proteins 
with the software MEME suite [13] confirms the multiple 
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occurrences of their specific GASP motif and defines a con-
sensus sequence of twenty-one residues, the tetrapeptide 
SWFW forms a hydrophobic kernel surrounded by acidic 
residues, the fifteen most conserved residues form a core 
corresponding to the previously defined GASP motif. The 
GPRASP/ARMCX family can be divided into two subfami-
lies depending on the presence of the GASP motif [2, 12]. 
The central part of GPRASP1, GPRASP2, GPRASP3, 
ARMCX4, and ARMCX5 contains 22, 7, 3, 12, and 2 GASP 
motifs, respectively (Figs. 1 and 2B). Two GASP motifs are 
sometimes overlapping as the limits of acidic residues are 
shared with two close SWFW tetrapeptides. It happens twice 
in GPRASP1 and once in GPRASP3 and ARMCX5 (Figs. 
S1, S3 and S5).  

To gain insight into the function of the GASP motifs, the 
orthologous mouse, rat, and human proteins were aligned 
using Clustal software: the three GASP motifs of GPRASP3 
(Figure S3) and the two in ARMCX5 (Fig. S5) are highly 
conserved, suggesting a crucial functional role, whereas in 
GPRASP1, GPRASP2 and ARMCX4 (Figs. S1, S2 and S4, 
respectively) where there are more GASP motif repeats, 
some of them are very conserved as well, while others are 
missing or divergent from the consensus sequence.  

2.3. Armadillo-like and GASP Repeats of 
GPRASP/ARMCX Proteins are Involved in Pro-
tein/Protein Interactions  

The C-ter domain of GPRASP1 was originally identified 
from a yeast two-hybrid screen (2-HS) by the group of Mark 

Von Zastrow and by our group as an interacting partner of 
the delta-opioid receptor (DOR; [1, 16]). The bait used in the 
two studies was the carboxyl-terminal intracellular tail (C-
tail) of the human DOR. The identified binding domain was 
called cGASP and encoded residues 899-1395 of GPRASP1 
[16] (Fig. 1), while the domain identified by our 2-HS en-
compassed residues 924 to 1395 of GPRASP1 [1]. Almost 
30 GPCRs and/or GPCR C-tails were shown to interact with 
GPRASP1 (Table S1) [1, 2, 12, 17, 18]. cGASP that contains 
3 arm2 PFAM motifs but also 4 GASP motifs was shown to 
bind to these receptors (GST pull down; affinity capture as-
says) and was proposed to compete as a dominant-negative 
mutant to disrupt GPRASP1-GPCR complexes [16]. As 
cGASP shares 62% identity with the C-ter region of 
GPRASP2, it was proposed that GPRASP1 and GPRASP2 
may have similar functions [18]. Accordingly, 12 GPCRs 
and/or GPCR C-tails were identified to interact with 
GPRASP2 in vitro (Table S1) [1, 2, 18]. Later on, we 
showed by deletion analysis and site-directed mutagenesis 
that both the GASP motifs and the carboxyl-terminal domain 
containing putative armadillo repeats of GPRASP1 and 
GPRASP2 are critical for the interaction with C-tails of sev-
eral GPCRs [12] (Table S1). We further showed that the 
central part of GPRASP1 (380-1073) interacts on its own in 
vitro with several GPCR C-tails (β-adrenergic receptors 
ADRB1 and ADRB2, DOR, cannabinoid receptor type 2 
CNR2 and muscarinic M1R) as well as in cellular context 
with the overexpressed full-length receptors. In addition, we 
have demonstrated that the purified central domain of 
GPRASP1 interacts with purified full-length solubilized 

 
Fig. (2). Sequences logos corresponding to the consensus amino-acid sequences determined by MEME SUITE analysis of the 
GPRASP/ARMCX family.  
The relative sizes of the letters indicate their frequency in the sequences. (A higher resolution / colour version of this figure is available in 
the electronic copy of the article). 
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ADRB2 and CNR2 with an apparent affinity of 10 to 100nM 
[12] and that a small synthetic peptide of 20 amino acids 
derived from the GASP motif is capable of disrupting inter-
actions between GPRASP1 or GPRASP2 and several GPCR 
C-tails [1, 12] (Table S1). When the two conserved GASP 
motifs of GPRASP2 were mutated, the interaction of 
GPRASP2 with GPCRs C-tails (ADRB1, M1, and CALCR) 
was lost as shown by GST-pull down experiments. In the 
same study, we also showed that GPRASP3, ARMCX5, and 
ARMCX1 can display significant interaction with several 
GPCRs C-tails. Although the region(s) in contact with these 
GPCRs remains to be discovered, the most likely candidates 
are the conserved carboxyl-terminal and the GASP repeats 
present in GPRASP3 and ARMCX5 [2, 12]. 

GPRASP1 was also found to interact with other proteins 
than GPCRs, including proteins implicated in GPCRs sorting 
at endosomes. Several fragments of GPRASP1 were identi-
fied as binding partners of the first 1-88 residues of the hu-
man Beclin2 protein in a yeast 2-HS: fragments 723-1011, 
808-1069, 880-1167, 931-1190, 934-1211, and 1051-1324 of 
GPRASP1 [19]. Although it was not discussed in the study, 
the lack of overlap between fragment 723-1011 that is exclu-
sively localized in the central part of GPRASP1 and contains 

several GASP motifs and fragment 1051-1324 that covers 
mainly the ARM repeats extremity of GPRASP1, suggests to 
us that the interaction could take place at least with the two 
domains. The interaction was further confirmed by co-
immunoprecipitation with either the cGASP fragment or the 
endogenously expressed GPRASP1. Despite the degree of 
identity between their C-ter domains, GPRASP2 was not 
found to co-immunoprecipitate with Beclin2 contrary to 
GPRASP1 (Table S1; Fig. 3) [19]. 

GPRASP1 was also identified in a two-hybrid screen as 
an interacting partner of the transcription factor period1 (Ta-
ble S1) [20]. Several regions located within the N-ter and the 
central domains of GPRASP1 were shown to be critical for 
the interaction with this protein. The involvement of the 
GASP motif in this interaction has not been investigated so 
far. 

The arm2 repeats containing C-ter domain of ARMCX3 
were shown to be required for the interaction with the micro-
tubule adaptor MIRO/TRAK2 complex by co-
immunoprecipitation since the N-ter (1-106 residues) of 
ARMCX3 fused to GFP are not sufficient to interact with 
MIRO [3]. As ARMCX1, ARMCX2, and ARMC10 also 
interact with the MIRO/TRAK2 complex, it is most likely 

 
Fig. (3). Scheme of the cellular functions of the GPRASP/ARMCX proteins.  
Molecular complexes in which GPRASP/ARMCX proteins are engaged in membrane trafficking of GPCRs (targeting of Smoothened in the 
primary cilia and GPCRs sorting from the endosomes) or in mitochondria trafficking and dynamics. ER: endoplasmic reticulum, P: phos-
phorylation, site S45, MVB: Multivesicular bodies, Ub: ubiquitination. (A higher resolution / colour version of this figure is available in the 
electronic copy of the article). 
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that the interaction is taking place within their homologous 
C-ter domain, although it has not been clearly found to be a 
direct interaction. Its C-ter domain also mediates the interac-
tion of ARMCX3 with the 100 first residues of the transcrip-
tional factor Sox10. Indeed, a truncated Myc-tagged N-ter 
(1-109 residues) ARMCX3 does not co-immunoprecipitate 
with Sox10 anymore [21]. 

To conclude this part, Armadillo-like and GASP repeats 
appear to represent essential regions of GPRASP/ARMCX 
proteins for their interaction with multiple partners. 

2.4. The Mitochondrial Targeting Signal Peptide and 
Transmembrane Domain of ARMC10, ARMCX4, 
ARMCX1, ARMCX2, ARMXC3, and ARMCX6 Proteins 

MEME detects a motif homologous in ARMC10, 
ARMCX1, ARMCX2, ARMCX3, ARMCX4, and ARMCX6 
amino extremities from residues 1 to 33 (Figs. 1 and 2C). 
This motif encodes a transmembrane TM domain from resi-
dues 7 to 29 [3-5, 20, 22, 23]. Murine ARMCX5 was origi-
nally proposed to contain an N-ter transmembrane domain as 
well [3], but at least in human ARMCX5, it is not reported in 
UniProt, bioinformatics tools do not find a TM domain (ex-
ample search with Constrained Consensus TOPology predic-
tion server CCTOP) and there is no homology between the 
first residues of human AMRCX5 and those of the other 
ARMCX proteins.  

Strong evidence indicates that the first residues of 
ARMC10, ARMCX1, and ARMCX3 serve as a targeting 
signal and transmembrane anchor to the outer membrane of 
mitochondria. Indeed, three independent groups have found 
ARMC10 to be localized to the mitochondria [4, 23-25]. The 
4 different isoforms of ARMC10 were first described as En-
doplasmic Reticulum ER proteins based on co-localization 
with calnexin of the C-terminally tagged ARMC10 with 
GFP. Looking back at the images of co-localization with the 
knowledge of its mitochondrial localization, it is probable 
that the co-localization between ARMC10 and calnexin was 
a misinterpretation [5]. Alternatively, maybe the co-
localization is taking place at ER-mitochondria contact sites 
[26]. Myc-tagged overexpressed ARMC10 in HEK293 cells 
co-localizes with the MitoTracker dye staining for mito-
chondria [3]. Using the engineered ascorbate peroxidase sys-
tem, ARMC10-V5-APEX2 overexpressed in HEK293T, 
HeLa, and U2OS cells was found to co-localize with the 
Mito-BFP protein in confocal immunofluorescence images 
and to be enriched in the outer membrane of mitochondria 
with most of the protein facing the cytosol [25]. Finally, the 
transmembrane TM domain of ARMC10 (residues 5-27) was 
found necessary for co-localization of the overexpressed 
ARMC10 with the mitochondrial marker TOM20 in 
HEK293T cells [23].  

Myc-tagged ARMCX3 overexpressed in mouse olfactory 
bulb OBL21 cell line but not the ARMCX3 deleted from its 
residues 19 to 75, co-localizes with mitochondrial protein 
COXIV. Myc-tagged ARMCX3 was found in the mitochon-
drial purified fraction together with COXIV [21]. Specific 
polyclonal antibodies against the last ten residues of 
ARMCX3 (369-379 AA) detect punctate staining of the en-
dogenous protein in hippocampal neurons at 15 DIV that 
partially co-localizes with the MitoTracker dye and a 

MitDSRed fusion protein in confocal immunofluorescence 
images. It is detected in spots in the nucleus as well. Over-
expressed ARMCX3 in HEK293 cells co-localizes with the 
MitoTracker and is found by electronic microscopy at the 
mitochondrial membranes [3]. A GFP-tagged ARMCX3 
deleted from its extreme 1-12 residues was found in the nu-
cleus, but the position of the GFP at the beginning of the 
fusion protein might have hindered the mitochondrial target-
ing [3]. More convincingly, the first 1 to 30 residues of 
ARMCX3 followed by a fused GFP are sufficient to target 
the GFP to mitochondria as seen by co-localization with Mi-
toTracker [27].  

Myc-tagged overexpressed ARMCX1 in HEK293 cells 
co-localizes with the MitoTracker dye staining for mito-
chondria [3]. The first 40 residues are necessary for 
ARMCX1-HA-tagged to co-localize with MitoDsRed 
marker in mouse cortical neurons [22].  

Since the N-ter extremities of ARMC10, ARMCX1 and 
ARMXC3 and also the ones of the less characterized 
ARMCX2, ARMCX4 and ARMCX6 proteins are highly 
similar, it is probable that these 6 proteins are all targeted to 
the outer mitochondrial membrane via sequences within 
and/or around their transmembrane domain. Hence, it was 
shown that Myc-tagged overexpressed ARMCX2 and 
ARMCX6 in HEK293 cells also co-localize with the Mito-
Tracker [3].  

Additional evidences for mitochondrial localization are 
that ARMC10, ARMCX3 and ARMCX1 directly interact 
with the mitochondrial protein MIRO1 and MIRO2 (Table 
S1), (Fig. 3), ARMC10 was found to interact with a number 
of other peripheral or integral proteins of the outer mito-
chondrial membrane (Table S1, Fig. 3). Finally, ARMCX2 
co-immunoprecipitates with the mitochondrial marker 
TOM22 as ARMCX3 does (Table S1; Fig. 3) [28].  

2.5. Nuclear Localization Signal (NLS) in 
GPRASP/ARMCX Proteins 

Several GPRASP/ARMCX proteins have been proposed 
to interact with transcriptional factors (ARMCX3 with 
Sox10, GPRASP1 with Period-1, GPRASP2 with TCF25, 
ARMC10 and ARMCX5 with p53, ARMCX1 with Myc; see 
Table S1), but no additional recent information on this sub-
ject is available [2] apart from that ARMCX1, ARMCX2 
and ARMCX3 are affinity-purified with EZH2 and SUZ12 
of the polycomb complex (Table S1) [29]. Our bioinformat-
ics analysis led us to re-investigate the putative nuclear local-
ization signal previously identified in the different members 
of GPRASP/ARMCX family and to confront them with ex-
perimental data regarding nuclear localization of the pro-
teins. To this purpose, we have used NLStradamus and 
SeqNLS [30, 31].  

The proteins that contain one or several putative NLS are 
GPRASP1 (in human, residues 313-337 in the N-ter domain 
and 372-394 in the central domain), GPRASP3 (in human, 
residues 35-47), ARMCX1 (in human, residues 158-180), 
ARMCX2 (in human, residues 35-49 and 279-301), 
ARMCX3 (in human, residues 89-108), and ARMCX4 (in 
human, residues 526-532). Human GPRASP2, ARMC10, 
ARMCX5 and ARMCX6 have no detectable NLS using the 
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two softwares. Murine ARMCX5 was originally proposed to 
contain an NLS on the basis of sequence analysis, but we did 
not detect it in human ARMCX5 [3]. Although the absence 
of a putative NLS does not preclude the concentration of a 
protein into the nucleus via interacting partners, ARMC10 
has never been described in the nucleus. Indeed, SFB-
ARMC10 and ARMC10-GFP were not observed in the nu-
clei of HEK293 and QSG-7701 cells, respectively [5; 23]. 
Similarly, ARMCX1 was not observed in the nuclei of 
mouse cortical neurons [22]. ARMCX3 has been clearly 
localized in the nucleus by several studies. Using myc-
tagged-AMRCX3, a mutant lacking the TM domain was 
found in the nucleus of OBL21 cells [21]. Although using 
ARMCX3-GFP and different mutants in HEK293T cells, 
Serrat and colleagues did not describe ARMCX3 as being in 
the nucleus [4]. However, a GFP-delta1-12 ARMCX3 was 
localized in the nucleus of HEK293 cells and in chicken em-
bryos spinal cord [3, 32] and anti-ARMCX3 detected en-
dogenous ARMCX3 also in nuclei of cultured hippocampal 
neurons [3]. Finally, GPRASP2 was detected in nuclei ex-
tract of HeLa cells and was shown to be phosphorylated 
[33]. The phosphorylated residue in GPRASP2 is conserved 
in GPRASP1 and Period-1 was originally proposed to pro-
mote the translocation of GPRASP1 to the nucleus in cul-
tured cells [20]. 

2.6. Other Motifs in GPRASP/ARMCX Proteins  
2.6.1. A Homologous Motif in the Extreme N-ter Region of 
GPRASP1, GPRASP2, and GPRASP3 

Our sequence analysis of GPRASP/ARMCX proteins 
with MEME algorithm allowed us to show that the first resi-
dues of GPRASP2 and GPRASP3 (1-29 amino acids) dis-
play 72.4 and 41.4 % identity with GPRASP1, respectively 
(Fig. 2D). This sequence is well conserved between human, 
mice, and rat orthologs (Figs. S1, S2 and S3). The analysis 
with the SeqNLS software indicated that this sequence could 
serve as NLS, although with low probability. The function of 
this well-conserved N-ter extremity has not yet been studied.  
2.6.2. A Homologous Repeated Motif in the N-ter Domain 
of GPRASP1 and GPRASP2 

It is interesting to note that GPRASP1 and GPRASP2 
share another conserved motif in their N-ter part with more 
than 47.4% identity. Composed of 19 residues, it is repeated 
in tandem three times in GPRASP1 and seven times in 
GPRASP2 (Fig. 2E). No functional data have been assigned 
to this motif and it is unique to GPRASP1 and GPRASP2. 
The software SeqNLS detected with a low probability that it 
could serve as NLS. In large interactomic approaches, the 
TNF receptor-associated factor TRAF4 protein fished out the 
N-ter of human GPRASP1 (129-388) but it does not include 
these repeats (Table S1 and Fig. S1) [34].  
2.6.3. Two Repeated Motifs Unique to the Central Part of 
ARMCX4 

Finally, ARMCX4, the largest protein of the family that 
has not been yet studied by any research group, contains two 
additional motifs. According to MEME, one is composed of 
29 residues and repeated in tandem 21 times (Fig. 2F). It 
precedes the GASP repeats in the central region of 
ARMCX4. Another motif, localized together with the GASP 

motifs is present 13 times and is 21 residues long (Fig. 2F). 
Some of these repeats are conserved between human, mouse, 
and rat orthologs (Fig. S4). 
2.6.4. Perspectives: A Scaffolding Role for 
GPRASP/ARMCX Proteins 

GPRASP/ARMCX proteins, through their homologous 
C-ter domain, belong to the alpha-solenoid proteins. Alpha-
solenoids are elongated flexible structural domains formed 
by alpha-helical repeats that can be sensitive to mechanical 
stretch forces and can mediate multiple interactions, at the 
same time, serving as scaffolding proteins [35, 36]. In 
GPRASP/ARMCX proteins, this domain, which is their most 
common feature, has been established to mediate some pro-
tein-protein interactions. It will be interesting to determine 
its three-dimensional structure, in addition, to pursuing re-
search on its functional properties, particularly because in 
some studies, its contribution to the binding to partner pro-
teins is mixed with the contribution of the GASP motifs. 

Our previous review had subdivided the 
GPRASP/ARMCX protein family into two groups: those 
that contain the GASP motifs (subfamily 1: GPRASP1, 
GPRASP2, GPRASP3, ARMCX4 and ARMCX5) and those 
that do not (subfamily 2: ARMC10, ARMCX1, ARMCX2, 
ARMCX3, ARMCX6). This classification continues to hold 
a functional meaning with respect to GPCRs interaction as 
reviewed in this closing chapter and in the following chapter 
II, with ARMCX4 that somehow overlaps the boundary be-
tween the two subfamilies: ARMCX4, like the other mem-
bers of the subfamily 2, contains a transmembrane domain 
that might target the protein to the outer mitochondrial 
membrane. The main functional studies on subfamily 2 con-
cern mitochondrial trafficking and dynamics and will be de-
scribed in chapter III. 

While traditionally, protein function was viewed as de-
pendent on defined folded three-dimensional structure, it 
appears that the N-ter and central domains of the 
GPRASP/AMRCX protein subfamily 1 are not folded into 
alpha-helices or beta-strands (if one run a secondary struc-
ture analysis of the proteins). These domains, thus, probably 
fall into the definition of Intrinsic Disordered Regions or 
IDRs. Disordered regions are often subjected to post-
translational modifications and can expose short linear mo-
tifs available for protein-protein interactions [37]. Interest-
ingly, GPRASP1, GPRASP2, GPRASP3 and ARMCX4 and 
ARMCX5, these IDRs are composed of both novel repeats 
of unknown function (Figs. 1 and 2) and of the GASP re-
peated motif that we have found to be necessary for interac-
tions with GPCRs and probably with beclin2 as well. The 
number of GASP repeats varies between orthologs with a 
vast number of repeats (GPRASP1, GPRASP2, ARMCX4), 
indicating that rapid loss or gain of repeats occurred in evo-
lution. At least in the subfamily 1 of GPRASP/ARMCX pro-
teins, not only the carboxyl-terminal domain serves as a scaf-
fold but probably the repeats in their amino-terminal and 
central domains as well. It remains to explore further the 
functional properties of these multiple kinds of repeats that 
are unique to this subfamily of proteins. For example, it 
would be interesting to pinpoint which domains of 
GPRASP1 can mediate the interaction with the subunit GαS 
of heterotrimeric G protein [38] and with the ESCRT protein 
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HRS [38, 39] and which domain of GPRASP2 is responsible 
for direct interaction with the primary cilium located Pifo 
protein (Table S1 and Fig. 3) [40].  

In terms of drug discovery, protein-protein interactions 
are being explored either with inhibitors or with stabilizers 
despite the challenges to target large and flat protein inter-
faces [41, 42]. Since proteins with IDR are prevalent in eu-
karyotes, we think that these proteins and among them, the 
GPRASP/ARMCX family, are under-studied drug targets 
mainly because current strategies are often based on well-
defined structures [43, 44]. With this review, we aim to em-
phasize the functional relevance of the GPRASP/ARMCX 
family in order to attract the attention of medicinal chemists 
and pharmacologists. 

3. GPRASP/ARMCX SUBFAMILY 1 IN GPCR TRAF-
FICKING 

The main functions of GPRASP/ARMCX subfamily 1 
that have been studied are linked to GPCRs trafficking in 
order to regulate signaling and adaptation to GPCRs activa-
tion (Fig. 3). Since the last reviews on the subject [2, 45, 46], 
very interesting results on GPRASP1 and GPRASP2 and 
their novel interacting partners together with phenotypes in 
knockout mice as well as genetic mutations in humans have 
been reported that shed new light on the functions of 
GPRASP/ARMCX subfamily 1 (Table 1). 

As described in chapter I, many interacting proteins of 
GPRASPs are G protein-coupled receptors (GPCRs). There 
are no less than 799 verified sequences of human GPCRs 
and they can be activated by an extraordinary diversity of 
ligands, including amino acids, Ca2+ ions, peptides, lipid-like 
substances, and large glycoprotein hormones [47]. The acti-
vated GPCR acts as a GTP exchange factor on the Gα 
subunit triggering the intracellular response cascades [48]. In 
order to have their large variety of activities and precise 
regulation of the cellular response, once synthesized, GPCRs 
must be correctly addressed to the plasma membrane or in 
specialized membrane compartments, such as primary cil-
ium, synapses or mitochondria [49, 50]. At the cell surface, 
upon stimulation by agonists, most GPCRs undergo rapid 
desensitization and internalization into clathrin-coated pits 
due to post-translational modifications (phosphorylations, 
ubiquitinations), leading to the recruitment of β-arrestins. 
Following endocytosis in early endosomes, they can either 
be recycled back to the cell surface or directed towards mul-
tivesicular bodies MVB and lysosomes for degradation. A 
number of intracellular GPCR binding proteins contribute to 
this regulation cycle of GPCRs signaling [51]. In vitro, 
GPRASP1 has the largest spectrum of GPCRs interaction, 
almost as large as the one of β-arrestins (Table S1). But con-
trary to β-arrestins, in cells, the interaction of GPRASP1 
with GPCRs is detected at steady-state with a scarce report 
of co-localization with GPCRs. The recent literature, how-
ever, has brought convincing evidence that GPRASP1 and 
GPRASP2 participate in the sorting of GPCRs from the en-
dosomes and to the primary cilium, respectively. 

3.1. Role of GPRASP1 in GPCR Trafficking and In Vivo 
Consequences  

This function of GPRASP1 has been the topic of the re-
views published so far [2, 45, 46, 18]. Most studies have 

evaluated the degradation of tagged-GPCRs overexpressed 
in cells using a plasma membrane protein biotinylation assay 
followed by a chase in order to trace the number of receptors 
after several minutes or hours of activation with agonists. 
Radiolabelled binding studies have also been used in differ-
ent studies. The implication of GPRASP1 has been evaluated 
mostly by overexpression of the truncated cGASP protein, 
considered as a dominant-negative form of GPRASP1. Some 
more recent studies have used down-regulation of endoge-
nous GPRASP1 using siRNA or shRNA. Finally, two re-
search teams including ours have compared the down-
regulation of GPCRs after chronic stimulation in WT versus 
GPRASP1 knockout mice and their behavioural conse-
quences. 
3.1.1. Recent Studies Indicating a Role of GPRASP1 in 
GPCR Post-endocytic Sorting and in GPCR Signaling 
3.1.1.1. Interaction of GPRASP1 with the Delta-opioid Re-
ceptor (DOR) together with Dysbindin, HRS, Gααs and Be-
clin2: In Vitro Effects on Activated DOR Targeting for 
Degradation 

The cGASP truncated protein was first used in Mark Von 
Zastrow’s laboratory in the seminal work on GPRASP1 in 
interaction with the delta-opioid receptor DOR [16]. cGASP 
was proposed to be a dominant-negative form of GPRASP1 
based on the fact that it competes with GPRASP1 for DOR 
interaction both in GST-pull down assays using the C-tail of 
DOR and in co-immunoprecipitation experiments with cell 
lysates. cGASP was also found to have the opposite effect to 
overexpressed GPRASP1 on activated DOR down-
regulation as measured by binding assays. Whistler and col-
laborators showed that in HEK293 cells overexpressing 
FLAG-tagged-DOR, in immunofluorescence assays, after 3h 
of agonist application, DOR was observed in the perinuclear 
region, widely co-localizing with the lysosomal markers 
LAMP1 and LAMP2. Using a biotin degradation assay, in 
HEK293 cells overexpressing cGASP together with FLAG-
DOR, the amount of DOR was maintained in cGASP ex-
pressing cells 3 hours after agonist treatment, whereas the 
receptor was fully degraded in cells without cGASP expres-
sion. This indicated that cGASP expression inhibited the 
degradation of activated DOR [16]. GPRASP1 was, thus, 
proposed to be involved in promoting activated DOR degra-
dation.  

Other proteins have since been implicated in vitro to tar-
get DOR towards the lysosomes and interestingly, four of 
them interact directly or indirectly in vitro with GPRASP1: 
HRS, GαS, Beclin2, and dysbindin (see Table S1 and Fig. 
3). DOR is degraded via the endosomal sorting complexes 
required for transport (ESCRT). The ESCRT-0 complex is a 
heterodimer of HRS (HGF-regulated tyrosine kinase sub-
strate) and STAM (Signal Transducing Adaptor Molecule). 
The ESCRT-0 localizes to the endosomal membrane and 
recognizes the mono-ubiquitin signals to lead the membrane 
protein target towards the intraluminal vesicles of the mul-
tivesicular bodies MVB and lysosomes [52, 53]. While some 
GPCRs are directly ubiquitinated for recognition by the 
ESCRT-0, such as the chemokine receptor CXCR4, the 
ubiquitination of DOR is not required for its degradation 
[54] and it is proposed that other ubiquitinated proteins bind-
ing to DOR serve as adaptors for the receptor to be recruited 
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Table 1. Summary of the phenotypes observed in mice, in humans or in cells upon variation of expression of WT or mutant 
GPRASP/ARMCX proteins from subfamily 1 and their most characterized binding partners 

Subfamily 1 
Members'

Knock-out Mice 
Phenotype'

Human Mutation & 
Phenotype'

Human Deletion 
& Phenotype'

Overexpression 
in Cell or  
Animal'

Down-regulation 
in Cell or Animal'

Interacting Pro-
teins Potentially 
Implicated'

GPRASP1 
(GASP1, 
KIAA0443, 
PIPS) 
'

o KO GPRASP1 : nor-
mal conditions 
- ↓ spontaneous vertical 
locomotion [66] 
- No impairment in loco-
motor response, coordina-
tion or other motor func-
tions [65] 
- Impaired memory proc-
esses: delayed acquisi-
tion/expression of com-
plex tasks [66, 95]  
o KO GPRASP1 : 
chronic GPCRs activation 
- Loss of CB1receptor 
analgesic tolerance [67] 
↓ total CB1R amount 
↓ degradation of activated 
CB1R [67] 
- ↓ hyper locomotor ac-
tivity after repeated 
treatment with cocaine. 
[66, 65] 
  
- Absence of cocaine-
induced NMDA and 
AMPAR potentiation [75] 
Controversy: down-
regulation of GPCRs in 
vivo 
- ↑ degradation of dopa-
minergic and muscarinic 
receptors in the striatum 
upon chronic cocaine 
treatment [66] 
-↓ degradation of acti-
vated D2R in the striatum 
upon chronic cocaine 
treatment [65] 
- Deletion Xq22 (see 
GPRASP2) [94]'

o GPRASP1  
E1164G and K352*: 
whole exome se-
quencing : missense 
or stop mutations in 
papillary thyroid 
cancer (3/11) [121]'

o Xq22.1: 
1.1Mb deletion 
[7]: GPRASP2 
o Xq22.1: 1.1 
Mb deletion [9]: 
see GPRASP2 
'

o In vitro 
-↑ constitutive 
signalling of 
US28R [63]'

o In vitro :  
- ↓ constitutive 
degradation of 
US28 and ↓ pro-
duction of inositol 
phosphate [63] 
- ↑ recycling of 
activated GPR55 
[62] 
- ↓ degradation of 
activated dopa- 
minergic D2 and  
D3 receptors [78]  
- ↑ CXCR4 at 
plasma membrane 
& delay in its deg-
radation after acti-
vation [59] Over-
expression of 
GPRASP3 
- ↓ incretin de-
pendent insulin 
secretion / signal-
ing by GLP1R : ↓ 
of active GLP1R?  
[64]  
o In vivo 
- ↑ hematopoietic 
stem cells implan-
tation [59] '

o GPCRs 
- DOR [16] 
- CB1R [71, 70, 
67] 
- D2R [76, 66, 65, 
77] 
- US28 [63] 
- GPR55 [62] 
- 5HT7 [61] 
- GLP1R [64] 
- CXCR4 [59] 
o Trafficking 
complexes 
-DOR and 
D2R/dysbindin 
[39] 
-DOR and CXCR4 
/Gαs/HRS/dysbind
in complex [38] 
-DOR and CB1R 
/Beclin2 [19, 72] 
'

GPRASP2 
(GASP2, 
HIP15) 

o KO GPRASP2 : 
Intellectual disability 
and Autism Spectrum 
Disorder like behavior 
[91]  
- Viable and born with 
Mendelian ratio'
- No significant alteration 
in motor function or anxi-
ety but a slight increase of 
time spent in the center of 
the open field.  
- Learning and memory 
impairments.  
- Social impairments 
[91]  
- Obesity with age 
- Alter hippocampal neu-
ronal morphology: ↓in 
dendritic arborization , 
↓total dendritic length in 
distal region of pyramidal 
neurons.  

o GPRASP2 A573N 
[86]  
c.1717_1718GC>AA, 
p.A573N : Missense 
mutation  
four hemizygous 
male patients and two 
heterozygous female 
carriers family  
- Hearing loss 
- Abnormal auricular 
shapen bilateral pto-
sis, 
- Abnormally dilated 
internal auditory 
canal,  
- Incomplete separa-
tion of cochlea basal 
turn from the fundus 
- Facial dysmor-
phism with bilateral 
palpebral ptosis 

o Xq22.1: famil-
ial 1.1Mb dele-
tion : 
Mental retarda-
tion behavioral 
disorders in 
female patients 
[7] 
12 genes deleted: 
NXF5, ZMAT1, 
TCEAL2, 
TCEAL6, BEX5, 
NXF2, 
TMSB15A, 
NXF4, 
ARMCX5, 
GPRASP1, 
GPRASP2 and 
GPRASP3.  
mother & 
daughter:  
 

o In vitro 
- ↑ dendritic 
arbirozation and 
length,  
- ↑ spine density, 
length and head 
diameter  
- ↑ mature den-
drites 
-↓of mGluR5 at 
the plasma mem-
brane [91] 

o In vitro 
- ↑ CXCR4 at 
plasma membrane 
& delay in its deg-
radation after acti-
vation. Overex-
pression of 
GPRASP3 [59] 
- ↓ spine density, 
neuronal complex-
ity and total den-
dritic length Re-
versed by co-
expression of 
mGPRASP2 in 
Primary neuronal 
cell culture'
- Abnormal inter-
nalization of acti-
vated mGluR5, 
mGlurR5 Antago-
nist (MPEP) pre-
vents reduction in 

o GPCRs 
-mGluR5 [91] 
-CXCR4 [59] 
-Smoothened/Pifo 
complex [11, 40]  
 

(Table 1) contd…. 
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Subfamily 1 
Members'

Knock-out Mice 
Phenotype'

Human Mutation & 
Phenotype'

Human Deletion 
& Phenotype'

Overexpression 
in Cell or  
Animal'

Down-regulation 
in Cell or Animal'

Interacting Pro-
teins Potentially 
Implicated'

GPRASP2 
(GASP2, 
HIP15)'

- Striking effect on apical 
neuronal arborization 
- ↓ field excitatory post 
synaptic potentials in 
CA1 hippocampus area 
with no alteration of 
presynaptic functions 
- ↓ amplitude of AMPA 
receptor-mediated minia-
ture excitatory postsynap-
tic currents  
- ↓ density of mature 
spines in apical regions 
[91] 
- ↓ mGluR5 amount [91]  
o Deletion Xq22 [94] 
DelA 
Male :  
- Neonatal lethality by 
acute respiratory failure  
- Cleft palate.  
- Lung development delay 
Female heterozygous:  
- 45%Neonatal lethality  
- Rare cleft palate,  
- Postnatal growth delay 
and  
- Spontaneous seizures, 
epilepsy 
 DelC Xq22 0.35Mb: 8 
genes deleted [94] 
ARMCX5, GPRASP1 
GPRASP2 and 
GPRASP3 (orthologs in 
the Xq22.1 human dele-
tion, Grillo et al. 2010, 
Cao et al. 2016) + 
ARXES1, ARXES2, BEX2, 
NXF3 (no human 
orthologs in the Xq22.1 
human deletion) 
Male :  
- Neonatal lethality by 
respiratory failure,  
- Cleft palate 
Female :  
- Rare cleft palate,  
- Epilepsy'

o GPRASP2 I791K 
Potentially involved 
in schizophrenia [90] 
o Missense mutation  
Intellectual disability 
and Autism Spectrum 
Disorder: [89] 
3 genes mutated in 
one female: 
- GPRASP2 R812C,  
- SEMA3F R679W,  
- SCN11A frameshift  
'

- Short stature, 
brachycephaly, 
coarse face, - 
epilepsy & bor-
derline personal-
ity disorder.  
Son: spontane-
ous death at 15 
days 
Daughter:  
- Asphyxia and 
cleft palate at 
birth, micro-
brachycephaly, 
general hypoto-
nia, unspecific 
periventricular 
white matter 
laceration 
Hypertrichosis, 
distal muscle 
hypotrophy, 
scoliosis and 
facial dysmor-
phisms (small 
forehead, thick 
lips, smooth 
philtrum and low 
ears)  
-ASD with 
stereotypic 
movements and 
self-mutilation 
o Xq22.1: 
1.1Mb deletion 
[9]:  
17 genes of 
ARMCX6, 
ARMCX3, 
ARMCX2, 
NXF5, ZMAT1, 
TCEAL2, 
TCEAL6, BEX5, 
NXF2, -NXF2B 
(paralog), 
TCP11X2, 
TMSB15A, 
NXF4, 
ARMCX5, 
GPRASP1, 
GPRASP2 and 
GPRASP3 
- male infant:  
failure to thrive,  
hypoglycemia,  
subtle dysmor-
phic features,  
umbilical hernia, 
hypotonia with 
spasticity in the 
lower extremi-
ties, focal 
enlargement of 
the frontal tem-
poral lobe on 
cerebral MRI, '

-'

neuronal arboriza-
tion and recovers 
spine density , 
increase of 
mGluR5 surface 
and blocks DHPG-
mediated changes 
in receptor levels 
[91]  
o In vivo 
- ↑hematopoietic 
stem cells implan-
tation [58, 59] '

!'

(Table 1) contd…. 
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Subfamily 1 
Members'

Knock-out Mice 
Phenotype'

Human Mutation & 
Phenotype'

Human Deletion 
& Phenotype'

Overexpression 
in Cell or  
Animal'

Down-regulation 
in Cell or Animal'

Interacting Pro-
teins Potentially 
Implicated'

GPRASP3  
(GASP3, 
bHLHB9, 
p60TRP)'

o Deletion Xq22 (see 
GPRASP2) [94] 
'

o Alzheimer disease 
[122]: 
- ↓ GPRASP3 in 
patients’ brain with 
sporadic AD - Influ-
ence on NNT1(new-
neurotrophin-1) and 
p48ZnF (p48-zinc-
finger-protein) sig-
nalling  
'

and respiratory 
failure with 
thoracic insuffi-
ciency syndrome, 
tracheomalacia, 
and laryngo-
malacia 
o Xq22.1: 
1.1Mb deletion 
[7] : see 
GPRASP2 
o Xq22.1: 1.1 
Mb deletion [9] : 
see GPRASP2 
'

o In vitro :  
- ↑ neurogenesis 
[123] 
o In vivo :  
- Affects neuro-
protective ca-
pacities  
- ↑ synaptogene-
sis 
Inhibiting Bace1 
& Psen  
- Improve cogni-
tive functions 
[123]'

o In vitro:  
- Modulates the 
expression and 
cleavage of pivotal 
CNS regulator 
proteins.  
- activation of 
apoptosis (↑ acti-
vation of Caspase 3 
and ↑ annexin-V-
Pl cells )  
 [123] 
'

!'

ARMCX4 
(GASP4) 

No KO mice' - Patients : whole 
exome sequencing : 
Passenger gene in 
endometrial cancer 
c.6167C>A , 
p.P2056H [124]'

!' !' !' !'

ARMCX5 
(GASP5)'

- Deletion Xq22 (see 
GPRASP2) [94] '

!'

- Xq22.1: 1.1Mb 
deletion [7]: see 
GPRASP2 
- Xq22.1: 1.1 Mb 
deletion [9]: see 
GPRASP2'

!' !' !'

↑: increase ; ↓ : decrease ; AD : Alzheimer disease ; CNS : central nervous system. 
by the ESCRT machinery [46]. Dysbindin was first proposed 
to be such an adaptor protein for DOR targeting towards the 
ESCRT complex, and it is the target for ubiquitination by the 
ubiquitin ligase TRIM32 [39]. Concerning DOR regulation, 
dysbindin depletion up-regulated total FLAG-DOR level, as 
well as cell surface localized one. Finally, its depletion 
slightly slowed down the degradation of activated FLAG-
DOR after 4 hours [39]. In addition, HA-tagged-dysbindin 
was found to co-immunoprecipitate with EGFP-GPRASP1 
and with myc-tagged HRS in HEK293 cells. It was also 
shown to co-localize with Cherry-tagged-HRS on intracellu-
lar organelles, probably endosomes [39]. 

Christine Lavoie’s team has since proposed that 
GPRASP1 forms a complex with HRS/dysbindin and sur-
prisingly with the heterotrimeric Gαs subunit [38]. Indeed, 
among other GPCRs, the flag-tagged DOR cell surface ex-
pression was increased in Gαs knock-down cells depleted by 
siRNA [38]. While treatment by agonists induced degrada-
tion of DOR, knock-down of Gαs reduced its degradation 
and DOR accumulated in early endosomes instead of 
lysosomes 2h after activation. The authors proposed that 
Gαs is crucial for the sorting of DOR in the intraluminal 
vesicles of MVB for lysosomal degradation. In COS trans-
fected cells, mCherry-tagged-GPRASP1 could sometimes be 
detected on intracellular vesicles in co-localization with both 
GFP-Gαs and endogenous HRS. In addition, Myc-tagged 
dysbindin was found to co-localize with Gαs-GFP and en-
dogenous HRS on endosomal structures as well. While Gαs 
directly interacted in GST-pull down assays with GPRASP1 
and dysbindin, GPRASP1 was found to directly interact with 
HRS [38]. Therefore, GPRASP1 seems to participate in a 
multicomponent complex involved in DOR sorting to 
MVBs. Dr. Lavoie’s team has lately proposed that Gαs con-
tains a Ubiquitin-Interacting Motif (UIM) necessary for its 

role with the ESCRT machinery [55]. Interestingly, Gαs has 
also been proposed to regulate the sorting of other receptors 
than GPCRs, such as the EGFR [56, 57]. 

In an independent study, Beclin2, another binding partner 
of GPRASP1, has been implicated in DOR degradation [19]. 
In Beclin2 knock-down cells, DOR was not further degraded 
after stimulation but stayed in intracellular compartments. A 
Beclin2 I80S mutant did not bind GPRASP1 in co-
immunoprecipitation experiments. Very elegantly, using 
complementation assay of siRNA depleted Beclin2 cells, 
overexpression of WT Beclin2 could rescue degradation of 
activated DOR but not overexpression of the Beclin2 I80S 
mutant. This suggested that Beclin2 interaction with 
GPRASP1 is necessary for targeting DOR towards the 
lysosomes. The authors also showed that GPRASP1 does not 
take part in the autophagy process, together with Beclin2 
(Table S1 and Fig. 3) [19]. 

If the importance of the GPRASP1/HRS/ Gαs /dysbindin 
complex, on one hand, and GPRASP1/Beclin2 complex, on 
the other hand, is established in cells for activating DOR 
sorting to lysosomes, it is not yet known whether Beclin2 
interacts with other proteins of the complex and the spatio-
temporal organization of the interactions in the complexes 
remains to be determined (Fig. 3 and Table 1). In addition, 
the effect of GPRASP1 on DOR signaling in vivo has not 
been studied so far. 
3.1.1.2. GPRASP1 is a Negative Regulator of Hema-
topoietic Stem Cells Transplantation via Chemokine Recep-
tor CXCR4 Regulation  

The fascinating role of GPRASP1 in the regulation of 
hematopoietic stem and progenitor cells (HSPC) has been 
discovered by the team of Dr. Shannon McKinney-Freeman 
[58, 59]. In the first study, the goal of the team was to iden-
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tify proteins regulating hematopoietic stem and progenitor 
cell transplantation. Indeed, HSPC graft is the only curative 
treatment available for many forms of leukemia [60]. Data-
bases of HSPC gene expression and the results of RT-qPCR 
experiments with bone marrow samples were analyzed. The 
information of gene expression variation was extracted and 
correlated to a phenotype of bone marrow repopulation in 
vivo thanks to associated shRNA-transfected HSPCs trans-
planted in irradiated mice. Among the 17 gene regulators of 
HSPC repopulation identified in this screen, there were two 
proteins of the GPRASP/ARMCX family: ARMCX1 and 
GPRASP2. In addition, they were the only two genes for 
which knock-down increased the HSPC bone marrow re-
population instead of decreasing it [58].  

The role of GPRASP2 was further investigated in a study 
that included its closest homolog, GPRASP1, in the experi-
mental set-up leading to identical results for both genes 
(ARMCX1 was not further studied). The phenotype of 
HSPC bone marrow repopulation was confirmed for both 
genes independently [59]. The authors observed an increase 
in survival of HSPCs in GPRASP1 or GPRASP2 knock-
down cells [58, 59]. When both genes were silenced to-
gether, there was no further increase in bone marrow repopu-
lation by the transplanted HSPC. Nevertheless, very impor-
tantly, there was compensation in each knockout cells with 
overexpression of their homolog GPRASP3. Down-
regulation of GPRASP3 had a cumulative effect in increas-
ing further bone marrow repopulation by either GPRASP1-
KO HSPCs or GPRASP2-KO HSPCs without any effects on 
WT HSPCs. Next, the authors decided to investigate if the 
endogenously expressed chemokine CXCR4 receptor was 
the target of the negative effect of GPRASPs on the HSPC 
bone marrow repopulation because this GPCR is known to 
be implicated in HSPCs homing. Flow cytometry was used 
to look at the amount of endogenous CXCR4 by immuno-
labeling at the cell surface and in the intracellular compart-
ment due to permeabilization. The results are complex, but 
the most convincing data are that the total CXCR4 level is 
increased 72h after knockdown of either GPRASP1 or 
GPRASP2 in HSPC as compared to control and that this 
seems to be due to a diminution of constitutive CXCR4 deg-
radation (slightly longer half-life of CXCR4 measured in the 
presence of cycloheximide [59]). Finally, the team of Dr. 
McKinney-Freeman showed that GPRASP gene deletion in 
CXCR4 knockout HSPCs did not lead to an increase in sur-
vival and no enhancement effect in bone marrow repopula-
tion by the transplanted HSPCs as compared with control 
cells. This result strongly suggests that CXCR4 is a key 
player in the mechanism of implantation modulated by 
GPRASP1 or GPRASP2 [59, 60].  

Interestingly, in in vitro experiments, CXCR4 degrada-
tion has been shown to be dependent on Gαs [38] but inde-
pendent of Beclin2 [19]. The interaction between GPRASP2 
and GPRASP3 with Gαs or HRS has not been investigated 
so far, but GPRASP2 does not bind Beclin2 [19].  
3.1.1.3. GPRASP1 and Down-regulation of the Serotonin 
Receptor 5HT7 and of the Cannabinoid Related Receptor 
GPR55 In Vitro 

cGASP was used in recent studies to investigate 
GPRASP1 in GPCRs degradation. The serotonin receptor 7 

(5HT7) is targeted by psychiatric treatments, such as clozap-
ine, which surprisingly causes an inhibition of the G protein 
signaling pathway and simultaneous internalization of the 
receptor followed by its degradation. In cGASP transfected 
HEK293 cells, the normal clozapine-induced down-
regulation of the 5HT7 receptor after 24h of treatment was 
prevented, as if GPRASP1 was needed to induce its degrada-
tion [61]. However, this team could not sufficiently knock-
down GPRASP1 in HEK293 using siRNA to confirm and 
conclude about the effect of GPRASP1 deficiency. The use 
of cGASP as the only tool to decipher the role of GPRASP1 
in GPCR degradation is questionable because first, it is usu-
ally expressed at a much higher level than the endogenous 
GPRASP1; second, it is not excluded that it can interfere 
with the protein-protein interactions between other 
GPRASPs and third, due to its size, it might cause steric hin-
drance blocking the interaction of the GPCRs with other 
proteins necessary for their proper post-endocytic targeting. 
More convincingly, in HEK93 cells overexpressing a flag-
tagged cannabinoid related receptor GPR55 that co-
immunoprecipitated with GPRASP1, GPRASP1 shRNA did 
not influence the internalization of the receptor, but it pro-
moted its recycling to the plasma membrane instead of its 
degradation after 45min of agonist treatments [62]. This re-
sult suggests that GPRASP1 plays a role in the sorting of the 
endocytosed GPR55 towards its degradation.  
3.1.1.4. GPRASP1 and the Signaling of the Viral 
Chemokine Receptor US28 and of the Glucagon-like Pep-
tide Receptor GLP1R 

The human cytomegalovirus produces 4 GPCRs, includ-
ing the chemokine-like receptor US28. When expressed in 
cells, this receptor is constitutively active and accumulates in 
late endosomes and lysosomes following internalization. The 
US28R can bind GPRASP1 [63]. In cGASP transfected cells 
or GPRASP1-knock-down cells transfected with flag-tagged 
US28R, the lysosomal degradation of the receptor was 
slowed-down. In addition, there was a modification of the 
constitutive signaling pathway of US28R in cGASP trans-
fected cells or in the absence of GPRASP1, with unexpect-
edly, a decrease in the Gαq pathway (decrease in production 
of inositol phosphate) and of further downstream signaling 
events (decrease in NF-KB and CREB transcription factors 
target expression). Inversely, overexpression of GPRASP1 
increased constitutive signaling of US28R and could rescue 
the decrease in signaling in GPRASP1 shRNA infected cells 
[63]. These data suggest that GPRASP1 could participate in 
intracellular signaling in addition to targeting GPCRs to-
wards degradation. One of the latest studies looked at an-
other GPCR partner of GPRASP1: the glucagon-like peptide 
receptor 1 [64]. When activated, this receptor causes insulin 
release by pancreatic β cells, but as for many other GPCRs, 
its activation induces its endocytosis. That is why the team 
looked particularly after the proteins already known to par-
ticipate in GPCR trafficking. They tested the knock-down 
effect by RNAi of proteins implicated in post-endocytosis 
GPCRs trafficking using a functional assay: an incretin-
stimulated insulin secretion test to evaluate the response of 
the overexpressed GLP1R in β pancreatic cells. Surprisingly, 
knock-down of GPRASP1 induced lower insulin secretion, 
suggesting that, like for US28R, GPRASP1 is involved in 
GLP1R-associated signaling [64].  
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3.1.2. GPRASP1 in the Adaptations Associated with 
Chronic Stimulation of GPCRs In Vivo 

Dr. Whistler’s team and, independently, our team, have 
generated GPRASP1 knockout mice, allowing us to investi-
gate the behavioral consequences of GPRASP1 absence to-
gether with its function in activated receptors down-
regulation in vivo [65, 66]. Experimental models that were 
selected for the studies were chronic stimulations of GPCRs 
for which GPRASP1 was implicated in the degradation 
process in vitro and for which repeated activation by exoge-
nous agonist administration in vivo were described to lead to 
adaptive responses, including tolerance to anti-nociception 
or sensitization to hyperlocomotion [65, 67]. GPRASP1-KO 
mice showed a clear decrease in these adaptive responses 
(Table 1). 
3.1.2.1. Attenuated Analgesic Tolerance to Chronic Can-
nabinoid CB1 Receptor Stimulation in GPRASP1-KO Mice 

The development of analgesic tolerance is well known in 
the case of chronic stimulation of the mu-opioid receptor 
with opiates. At the behavioral level, it corresponds to a de-
crease in the analgesia obtained by the same dose of the ago-
nist molecule after several injections [68, 69]. Activation of 
CB1R with agonists also leads to anti-nociception and to the 
development of tolerance upon chronic activation. The role 
of GPRASP1 in CB1R analgesia and tolerance was tested by 
injecting the CB1R agonist WIN55,212-2 for consecutive 
days in GPRASP1 knockout mice. On day 1 and day 7, be-
havioral tests were performed to measure thermal anti-
nociception, motor incoordination, and hypothermia. Acute 
response to CB1R agonist was almost unchanged in the ab-
sence of GPRASP1 [67, 70]. After repeated agonist admini-
stration, tolerance to the WIN55,212-2 was detected in all 
behavioral tests in WT animals, while there was no tolerance 
to the agonist in thermal analgesia and motor incoordination 
in GPRASP1-KO mice. It is worth to note that tolerance to 
hypothermia still developed in GPRASP1-KO mice. 

The amount of CB1R binding sites in the spinal cord and 
cerebellum of WT and GPRASP1 knockout mice was com-
pared using radiolabelled ligand [67]. Intriguingly, before 
activation, there was a reduced number of CB1R in the spi-
nal cord of GPRASP1-KO mice as compared with WT mice 
[67]. After repeated treatment with the WIN55,212-2 ago-
nist, there was a significant diminution of the number of 
CB1R in the spinal cord of WT mice. In GPRASP1-KO 
mice, there was no difference in receptors number after the 
treatment in the spinal cord. These data tend to confirm ear-
lier studies performed in vitro and in vivo [67, 71]. 
GPRASP1, thus, appeared as a key player in the mechanism 
of endogenous adaptation following chronic activation of 
CB1R by promoting activated CB1R down-regulation. 

One of the interacting partners of GPRASP1, Beclin2, 
has been implicated in CB1R homeostasis in vivo [19, 72]. 
Indeed, in brains of Beclin2 heterozygous (+/-) mice, there 
was an increased amount of CB1R at steady state as meas-
ured using western blot against endogenous CB1R [24]. In a 
second paper, the team of Dr. He showed that Beclin2 +/- 
mice had a decrease in the activated CB1R receptor degrada-
tion [72]. This result was confirmed by the knockdown of 
Beclin2 using siRNA in cells transfected with CB1R, where 

the receptor stayed in the endosome instead of being ad-
dressed to the lysosomes after 1 hour of agonist stimulation, 
confirming the role of Beclin2 in the post-endocytic traffick-
ing of CB1R [72]. Very interestingly, Beclin2 heterozygous 
+/- mice also had a decrease in the CB1R agonist tolerance 
correlated with a decrease in receptor degradation as meas-
ured by 14 days WIN55, 212-2 agonist injection in a thermal 
anti-nociception assay [72]. Elegantly, the authors reasoned 
that if Beclin2 forms two distinct functional complexes, one 
with GPRASP1 that triggers lysosomal sorting of CB1R and 
one that participates in autophagy, one could manipulate 
GPRASP1/Beclin2 complex levels in vitro and in vivo. By 
using small compounds that they discover to induce early 
initiation of autophagy, the GPRASP1/Beclin2 complex was 
diminished as measured by co-immunoprecipitation in 
HEK293 cells and in mouse brain [72]. Finally, co-
administration of these molecules, inducers of autophagy 
together with the CB1R agonist, had a reducing effect on the 
WIN-induced antinociceptive tolerance. These results sug-
gest that one could reduce tolerance by inducing autophagy.  
3.1.2.2. Attenuated Sensitized Hyper Locomotor Response 
to Chronic Cocaine Treatment in GPRASP1-KO Mice 

 Drugs of abuse cause long-lasting alterations in dopa-
minergic neurotransmission. Repeated exposure to psy-
chostimulants promotes a progressive and stable enhance-
ment of drug-induced hyper locomotor stimulation. This 
phenomenon of ‘‘behavioral sensitization’’ is thought to 
underlie aspects of addiction in which dopamine receptors 
play an essential role. The other neuronal receptors which 
have been evaluated in GPRASP1-KO mice were, therefore, 
the dopaminergic receptors [65; 66]. Cocaine is an inhibitor 
of monoamine reuptake, including dopamine and acetylcho-
line [73, 74], which leads to an increased concentration and 
residence time of monoamines in the synaptic cleft resulting 
in sustained activation of their receptors. In two independent 
studies with GPRASP1-KO mice, including ours, slightly 
different modes of cocaine administration were used in order 
to activate dopaminergic receptors either intraperitoneal 
daily administration of cocaine (15mg/kg) for 5 days [65], or 
cocaine infusions (1mg⁄(kg*infusion)) for 10 consecutive 
days in self-administration experiment [66]. In our study, 
hyper locomotor activity induced by an acute cocaine ad-
ministration was significantly reduced in GPRASP1-KO as 
compared to WT mice [66], while no difference was ob-
served in the Thompson and collaborator’s study [65]. Con-
versely, both studies observed that upon chronic administra-
tion of cocaine, the sensitization to hyper locomotor activity 
was significantly reduced in GPRASP1-KO as compared to 
WT animals [65, 66]. In a second model of cocaine self-
administration, we observed that the rate of acquisition of 
self-administration was significantly impaired in the absence 
of GPRASP1, but the reinforcing effects of cocaine were 
equivalent between WT and deficient mice that reached the 
threshold of acquisition [66].  

The role of GPRASP1 on the D2R signaling response 
following repeated cocaine treatment was next explored by 
electrophysiological recordings on ventral tegmental area 
neurons [75]. Interestingly, the daily administration of co-
caine for 5 days caused desensitization of D2 receptors in the 
VTA neurons of WT mice but not in GPRASP1-KO mice. 
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Therefore, D2R signaling is restored in GPRASP1-KO mice 
[75]. 

Although a similar behavioral phenotype was observed in 
the two GPRASP1 knockout lines following repeated ad-
ministration of cocaine, divergent results were reported con-
cerning dopaminergic receptor degradation. In the Thompson 
and collaborator’s study, the cocaine treatment, instead of 
causing a decrease, as in WT mice, revealed a significant 
increase in the striatal D2 receptors labeled in radioligand 
binding assays in GPRASP1-KO mice, correlated with an 
increase of the D2R: D1R ratio [65]. These results are in 
agreement with earlier studies performed in vitro using 
cGASP in HEK293 cells and in vivo using anti-GPRASP1 
antibodies [76] and in neuronal SH-SY5Y cells with siRNA 
against GPRASP1 [77, 78] that suggested that GPRASP1 
was implicated in dopaminergic D2R degradation. Intrigu-
ingly, GPRASP1-KO mice had a lower quantity of D2R at 
steady state [65]. Yet, we have studied the number of D1R, 
D2R, and muscarinic receptors in response to chronic co-
caine treatment in our line of GPRASP1-KO mice, and we 
have found the opposite [66]. In our hands, in the striatum 
and other brain areas, after a chronic self-administration of 
cocaine, the level of dopamine and muscarinic receptors 
were more down-regulated in GPRASP1-KO mice than in 
WT littermates. Of note, we did not detect differences be-
tween WT and GPRASP1-KO mice in the total amount of 
receptors before activation [66], contrary to the other study 
[65]. Our data are in agreement with the role of GPRASP1 in 
post-endocytic sorting of D2R, but in favoring their recy-
cling rather than their degradation [66]. 

At the molecular levels, two partners of GPRASP1, dys-
bindin, and Gαs, have been implicated in activated D2R 
post-endocytic sorting: siRNA against dysbindin selectively 
affected total cell surface of D2R but not of D1R, in the ab-
sence of activation in cells. Upon activation, while internali-
zation kinetics of D2 receptors were not modified by siRNA 
against dysbindin, proteolysis of D2R was slowed down 
[39]. In addition, cell surface expression of the flag-tagged 
D2R was increased in Gαs knock-down cells depleted by 
siRNA although no experiments on activated D2R receptors 
were conducted in this study [38]. The brains of Beclin2 
heterozygous (+/-) mice had an increased amount of D2R as 
measured using western blot against endogenous D2R [19]. 

3.2. GPRASP2 in GPCR Trafficking and In Vivo Func-
tions 
3.2.1. Interaction of GPRASP2 with Smoothened/Pifo: In 
Vitro and In Vivo Effects on Smoothened Targeting to the 
Primary Cilium 

 The primary cilium is a structure present in almost all 
mammalian cells, including neurons [79]. It is a microtubule-
based organelle that is erected from the plasma membrane 
with the basal body composed of the mother centriole of the 
centrosome. The primary cilia are not mobile and work as 
mecano-, osmo- and chemo-sensory units. Their role in the 
development and maintenance of homeostasis is critical. 
Their dysfunction leads to different pathologies, called 
ciliopathies, which can lead to skeletal, neurodevelopmental, 
and cognitive deficits, as well as to obesity. This vast array 
of potential phenotypic deficits is most probably due to the 

fact that signals passing through the primary cilium are nu-
merous and necessary for the development of the cell and the 
organs. Several signaling pathways take place at the primary 
cilium, such as Hedgehog and its receptor Smoothened, Wnt 
and its receptor Frizzled, PDGFR, Notch, TGF-β, mTOR. A 
number of GPCRs have been found targeted to the primary 
cilium as well [80]. For example, dopaminergic D1, D2 and 
D5 receptors, galanin GalR2 and GalR3, neuropeptide FF 
NFFR1, QRFPR, PRLHR and Kiss1R, serotonin 5-HT6R 
[81]. The role of GPCRs in the cilium activity and develop-
ment and viability is crucial [82-84]. For example, serotonin 
receptor 5-HT6 and the dopaminergic receptors are needed 
for the primary cilium homeostasis.  

The group of Dr. Heiko Lickert has identified GPRASP2 
as a binding partner for Pifo (or Pitchfork), [40]. Having 
before discovered that Pifo is implicated in primary cilium 
disassembly with consequences on embryonic development 
[85], the authors conducted an interactome study of Pifo us-
ing co-precipitation followed by mass-spectrometry analyses 
in order to further characterize its molecular function. Pifo 
interacted and was co-localized with α,β,γ-Tubulin and mi-
crotubule-dependent motor proteins. In addition, GPRASP2 
was identified as a putative partner and the interaction was 
confirmed by GST pull-down assay ([40]; Table S1 and Fig. 
3). Since the Cilium Targeting Motif of some GPCRs has 
been identified as the cytoplasmic helix VIII, the same do-
main where GPRASP1 is proposed to bind to the C-tail of 
GPCRs, the authors tested whether Smoothened targeting to 
primary cilium was dependent on a GPRASP2/Pifo complex. 
HA-tagged GPRASP2 could co-precipitate His-tagged-
Smoothened and inversely tagged-Smoothened co-preci-
pitated GPRASP2. A mutant Smoothened receptor defective 
in ciliary targeting with mutations in its helix VIII C-tail 
545W/546R did not co-precipitate with GPRASP2. Activa-
tion of Smoothened by its agonist SonicHedgehog (SHH) 
slightly increased GPRASP2 co-precipitation with the recep-
tor. Pifo was only detected in co-precipitation with Smooth-
ened if GPRASP2 was overexpressed and the interaction was 
increased in presence of SHH. The conditional Pifo knock-
out or GPRASP2 knock-down in ciliated mouse primary 
limb bud cultures did not affect their primary cilia morphol-
ogy and assembly. But in Pifo knockout cells, rapid Smooth-
ened targeting the primary cilium upon SHH activation was 
reduced as seen by quantitative live-cell imaging of primary 
ciliated cells expressing RFP-Smoothened. In RNAi knock-
down GPRASP2 cells, there was a reduction both in 
Smoothened and in Pifo targeting to the primary cilium. In 
conclusion, GPRASP2 bridges Smoothened and Pifo to tar-
get them in the cilium (Table S1 and Fig. 3) [40]. Experi-
ments also suggested post-translational modifications of 
GPRASP2 and Pifo upon Smoothened activation that stabi-
lized the proteins and increased their quantities rapidly.  

In a parallel study, Jung and collaborators reported the 
identification of ten small molecules from the Prestwick li-
brary already in clinical or pre-clinical development using a 
high-content screening for inhibitors of Smoothened target-
ing to the primary cilium [11]. All compounds were found to 
inhibit SHH signaling. Eight out of ten inhibitors were char-
acterized as interfering with the Smoothened/GPRASP2 in-
teraction. This was first seen by NMR studies to verify the 
direct interaction between GPRASP2 and C-tail Smoothened 
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peptides (residues 539 to 552). The negative control peptide 
contained residues 545W/546R mutated that reduced 
GPRASP2 binding affinity. Then it was confirmed in cells 
by co-immunoprecipitation. These inhibitors have been pro-
posed to have the potential to treat drug-resistant Smooth-
ened derived cancer forms as tested in pancreatic primary 
tumor cells [11]. 

Interestingly, a mutation in GPRASP2 was found in a 
five-generation Chinese family with an X-linked recessive 
syndromic hearing loss. The mutation (2 bp missense muta-
tion c.1717_1718GC>AA, p.A573N) was present in four 
hemizygous male patients and two heterozygous female car-
riers [86]. The male patients suffered from hearing loss with 
an abnormal auricular shape, dilated internal auditory canal, 
and incomplete separation of cochlea basal turn from the 
fundus. They also displayed facial dysmorphism with bilat-
eral ptosis (Table 1). GPRASP2 mRNA was expressed in 
numerous structures of the mouse cochlea. The authors sug-
gested that the GPRASP2 deleterious mutation could be the 
cause of the disability.  

Interestingly, a number of ciliopathies present hearing 
loss (Usher syndrome, Bardet-Biedl syndrome, Alström syn-
drome) and even facial dysmorphisms (Joubert syndrome), 
and Hedgehog signaling is important for hair cell differentia-
tion in the cochlea development for hearing ability [87]. In-
terestingly, Pifo, like ARMC10, the ancestor of the 
GPRASP/ARMCX protein family, has appeared in evolution 
with chordates [85]. Finally, beta-arrestins are proposed to 
target Smoothened to the primary cilium [88], but several 
redundant pathways seem to exist since the β-arrestin1 or β-
arrestin2 KO mice do not appear to have Smoothened signal-
ing-defective phenotypes. 
3.2.2. Behavioral Consequences of GPRASP2 Deletion in 
Mice: Autism Spectrum Disorder-like Phenotype 

In addition to the GPRASP2 A573N mutation that might 
be the cause of hearing loss in humans, other GPRASP2 sin-
gle nucleotide mutations have been identified in schizo-
phrenic or autistic patients (Table 1) [89, 90]. Considering 
that GPRASP2 interacts with a number of GPCRs in vitro 
(Table S1), GPRASP2-KO mice have been generated and 
investigated for neuro-developmental phenotypes [91]. 

At P20, GPRASP2 knockout mice did not seem to have 
mRNA compensation for any GPRASP/ARMCX genes in the 
brain (no amplification of ARMCX5 mRNA). Behavioral 
evaluation of GPRASP2 deficient mice highlighted learning 
and memory deficits in those animals, as well as a decrease 
in preference index for social interactions and an increase in 
stereotypical behaviors (grooming, digging, scrabbling), cor-
responding to Autistic Spectrum Disorders (ASD) and Intel-
lectual Disabilities (ID) like behaviors [91].  

At protein level, GPRASP2 was found highly expressed 
in the hippocampus and hypothalamus. In the hippocampus 
of GPRASP2 knockout mice, the CA1 pyramidal neuron 
morphology was altered with a reduction in dendritic arbori-
zation and a decrease in total dendritic length in their distal 
regions. Considering the fact that (i) the metabotropic gluta-
mate receptor mGluR5 contributes to synaptic plasticity and 
circuit development, (ii) in animal models of ASD and ID 
there is abnormal mGluR5-mediated synaptic plasticity, and 

(iii) the deletion of the scaffolding proteins anchoring 
mGluR5 in the synapse caused perturbation of synaptic 
communication and ASD as well [92], Edfawy and col-
leagues have studied if mGluR5 can be found in a complex 
with GPRASP2 and if a perturbation of mGluR5 signaling 
contributes to the phenotypes observed in GPRASP2-KO 
mice [91]. First, the effect of cellular variation of expression 
was studied in the mouse hippocampal neuronal HT-22 cell 
line. GPRASP2 and mGluR5 actually co-
immunoprecipitated, and this association was stable after 
30min of mGluR5 agonist treatment. Interestingly, 5 min 
agonist treatment increased the co-localization of GPRASP2 
with the lysosomal marker LAMP1 [91]. Second, when 
GPRASP2 was knock-down by shRNA in primary cultures 
of rat hippocampal neurons, neuronal complexity and total 
dendritic length were significantly reduced, and it was ac-
companied by an increase in mGluR5 cell surface expression 
as measured by immunolabeling. Using a mGluR5 antago-
nist on GPRASP2-deficient neurons, the reduction of 
arborization was inhibited and the spine density recovered. 
After half an hour of agonist treatment, while there was 
significant degradation of mGluR5 levels in WT cells, there 
was no significant difference in total mGluR5 in shRNA-
GPRASP2 primary rat hippocampal neurons. The authors 
concluded that a loss of GPRASP2 perturbs the normal 
mechanism of receptor degradation upon agonist-mediated 
activation. Inversely, GPRASP2 overexpression increased 
neuronal dendritic arborization and dendritic length and it 
was accompanied by a reduction in cell surface mGluR5 
[91]. In hippocampal slices, patch-clamp observations 
revealed an enhanced mGluR-long-term depression in 
GPRASP2-KO mice versus WT littermates [91]. 

Altogether, these data suggest that the absence of 
GPRASP2 is linked to neurodevelopmental abnormalities by 
increasing the surface availability of mGluR5 and reducing 
dendritic complexity, spine density, and synaptic maturation. 
More generally, there was a decrease in the post-synaptic 
density thickness and in the amplitude of the excitatory post-
synaptic potentials [91]. 

3.3. Human Xq22.1 1.1Mb Deletion Encompassing Sev-
eral GPRASP/ARMCX Genes : Phenotype and Mice 
Models 
3.3.1. Mental Retardation and Congenital Abnormalities in 
Xq22.1 Deletion in Human 

A human deletion of 1.1Mb on the X chromosome was 
described to encompass four genes of the ARCMX/GPRASP 
protein subfamily 1. A mother and her daughter had a miss-
ing sequence of 12 genes NXF5, ZMAT1, TCEAL2, TCEAL6, 
BEX5, NXF2, TMSB15A, NXF4, ARMCX5, GPRASP1, 
GPRASP2, and GPRASP3 [7]. An interesting point is that a 
son had died 15 days after birth from a breathing failure. The 
microdeletion was associated with many physical and behav-
ioral symptoms. The patients were described with short stat-
ure, facial dysmorphisms (small forehead, smooth philtrum, 
and low ears), brachycephaly, coarse face, hypertrichosis, 
distal muscle atrophy, and severe muscle hypotonia. At the 
neurological level, the mother showed mental retardation, 
epilepsy, and borderline personality disorder, while the 
daughter had ASD with stereotypic movements and self-
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mutilation behavior. The daughter also showed asphyxia at 
birth and a cleft palate was surgically corrected at 1 year of 
age. The authors suggested a role of the NXF5 gene in the 
symptoms but recognized that other deleted genes might 
contribute as well.  

Next, a similar deletion of 17 genes, of which seven 
genes belonged to the GPRASP/ARMCX protein family, 
was identified in a 25-weeks old male infant (ARMCX6, 
ARMCX3, ARMCX2, NXF5, ZMAT1, TCEAL2, TCEAL6, 
BEX5, NXF2, NXF2B, TCP11X2, TMSB15A, NXF4, 
ARMCX5, GPRASP1, GPRASP2, and GPRASP3, [9]. He 
had dysmorphic features, hypotonia with spasticity, en-
largement of the frontal temporal lobe, but also respiratory 
failure with thoracic insufficiency syndrome. The mother of 
the patient had an intellectual disability that could not be 
further examined.  
3.3.2. Mice Models of the Human Xq.22.1 1.1Mb Deletion: 
Implication of ARMCX5, GPRASP1, GPRASP2 and 
GPRASP3 in Epilepsy, Respiratory Failure, Postnatal De-
velopment Delay, and Cleft Palate 

To elucidate the genes responsible for the abnormalities 
observed in the human patients with the Xq22.1 1,1mb dele-
tion, similar deletions were characterized in mice [93, 94]. A 
first deletion, called DelA, was designed to correspond to the 
entire Xq22.1 1.1Mb deletion between NXF2 and NXF3 gene 
described by Grillo and collaborators with 20 genes deleted. 
A major obstacle encountered was that the males were not 
viable. Neonatal death due to an acute respiratory failure was 
caused by a delay in lung development. Another specificity 
observed on male fetuses was a cleft palate [94]. Concerning 
females, only heterozygous survived, with a ratio of 45% of 
neonatal lethality and only a quarter survived to childhood. 
A general growth delay compared to wild-type littermates 
was observed after birth and epilepsy. A rare part exhibited a 
cleft palate. To narrow down the critical genes giving these 
phenotypes, two deletions were further generated, DelB that 
encompasses Nxf2 to Tmsfb15a and a 0.35Mb deletion DelC, 
which includes ARMCX5, GPRASP1, GPRASP2, and 
GPRASP3 genes and four genes with no corresponding 
orthologs in the human Xq22.1 deletion: Arxes2, Arxes1, 
Bex2, and Nxf3. The DelB mice showed a normal viability 
and no epilepsy or cleft palate, whereas the DelC males had 
respiratory failure, neonatal lethality, and cleft palate and 
heterozygous female develop epilepsy, partial post-natal 
lethality, post-natal developmental delay, and cleft palate in 
a similar ratio than the Xq22.1 human mimicking deletion 
DelA [94]. The variability of phenotypes in individual DelA 
and DelC heterozygous females is likely attributed to skewed 
X inactivation. The authors concluded that ARMCX5, 
GPRASP1, GPRASP2 and GPRASP3 were the putative 
genes for which deletion causes these defects observed in 
human patients as well [7, 9]. 

Considering that GPRASP1-KO mice, in a global aspect, 
had no abnormalities and a normal male to female ratio, his-
tological studies revealed no alteration of the nervous system 
and normal behavior in home cage conditions [66], 
GPRASP1 is most likely not involved in the phenotypes ob-
served in the DelC deletion. Only a slight impairment in pro-
cedural memory tasks was described [95]. In their model of 
GPRASP1-KO mice, Thompson and collaborators did not 

observe any difference either in locomotor response, in mo-
tor coordination, or other motor functions compared to wild-
type littermates [65]. In the case of GPRASP2-KO mice, the 
mutant mice were viable and had a normal sexual ratio [91]. 
On the other hand, the ASD observed in humans could be 
associated with GPRASP2 since GPRASP2-KO mice dis-
play such syndromes [91]. Cleft palate has not been reported 
for the GPRASP2-KO mice despite the fact that both 
Hedgehog signaling [96] and Pifo [97] have been hypothe-
sized to be implicated in palate development. There are no 
ARMCX5-KO or GPRASP3-KO mice described so far. The 
team of Dr. Klaus Heese reported as unpublished data that 
only female of GPRASP3-KO mice had been obtained [98]. 
As neither GPRASP1-KO nor GPRASP2-KO have been 
reported to display a deficit in lung development, it would be 
interesting to study the role of ARMCX5 and GPRASP3 in 
this process.  

3.4. Perspectives for GPRASP/ARMCX Subfamily 1: 
Targeting GPCRs in the Right Place at the Right Time 

GPRASP1 and GPRASP2, together with their novel pro-
tein partners, are the two proteins of GPRASP/ARMCX sub-
family 1 that have been best characterized. Cellular and ani-
mal models, displaying molecular and behavioral conse-
quences, gave very strong evidence of their role in GPCRs 
targeting to different organelles, endosomal sorting for both 
proteins, and Smoothened targeting to primary cilium con-
cerning GPRASP2.  

In large interactomics studies, GPCRs have not been 
found in interaction with GPRASP/ARMCX proteins (Table 
S1). The main reasons could be technical: GPCRs are not 
abundant membrane proteins and could, therefore, fall under 
the threshold defined to select major binders using mass 
spectrometry approaches. In addition, the interactions might 
be with low affinity but high avidity due to multiple binding 
sites of the interacting repeats. One could generalize and 
expect that GPRASP/ARMCX subfamily 1 might be part of 
several multiprotein complexes with all their interactants not 
being much enriched in the pool identified by the criteria 
used in the mass spectrometric analysis. The interactions of 
GPRASP/ARMCX proteins with GPCRs seem constitutive 
and not much change has been reported upon signaling acti-
vation. Only GPRASP2 has been described to become stabi-
lized due to an uncharacterized post-translational modifica-
tion upon Smoothened activation and enriched at the 
lysosomal membrane [40]. Clearly, further studies on the 
regulation of proteins of the GPRASP/ARMCX subfamily 1 
are needed. 

It has been firmly established that GPRASP1 contributes 
to the development of some or most adaptive processes fol-
lowing chronic activation of at least two GPCRs in vivo, 
D2R (sensitization to hyperlocomotion) and CB1R (toler-
ance). It probably does so in serving as a scaffolding protein 
that assembles heterotrimeric GαS subunit together with the 
ESCRT-O complex protein HRS and at least dysbindin (for 
D2R) or Beclin2 (for CB1R) around the GPCR to be targeted 
to the lysosome. Nevertheless, while it seems probable that 
GPRASP1 contributes to lysosomal targeting after activation 
in cells overexpressing GPCRs, when receptors are endoge-
nously expressed, the effect of the lack of GPRASP1 on the 
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total number of receptors or at the cell surface is less clear. 
Since it has been discovered during the last decade that 
GPCR signaling can also come from intracellular compart-
ments, including endosomes [99], it would be interesting to 
investigate whether GPRASP1 also serves as a scaffolding 
protein for signaling at the level of endosomes.  

Overall, if we consider the results of the different in vivo 
studies that were conducted with GPRASP1 deficient mice, 
it is tempting to speculate that inhibiting GPRASP1 could be 
beneficial to lower some of the adverse effects associated 
with chronic administration of GPCR agonists. While one 
might have expected some redundant effects between 
GPRASP1 and GPRASP2 due to their high sequence identity 
and some commonly identified protein partners, the 
GPRASP1-KO mice display a clear phenotype. In addition, 
GPRASP2 was not found overexpressed in GPRASP1 defi-
cient mice, excluding a putative compensation effect [66]. 

GPRASP2-KO mice have autistic spectrum disorder-like 
phenotype at least partly due to an increase in mGluR5 cell 
surface expression in hippocampal neurons. Since a number 
of ciliopathies cause ID, one could also test if targeting of 
Smoothened or other GPCRs to the primary cilium is altered 
in these GPRASP2-KO mice. 

If human pathologies seem to put in light a major in-
volvement of the other members of the subfamily 1, 
ARMCX5 and GPRASP3, further studies are limited by the 
lack of knockout mice. Yet, the putative lethality of 
GPRASP3 constitutive deletion in mice is a clue for a major 
implication of this protein in normal developmental proc-
esses.  

4. GPRASP/ARMCX SUBFAMILY 2: ARMC10-
AMRCX PROTEINS AND THEIR ASSOCIATED 
PROTEINS MIRO/TRAK2 MOTOR COMPLEX AND 
MFF/FIS1/DRP1 FISSION COMPLEX IN MITO-
CHONDRIAL TRAFFICKING  

The main functions of ARMC10-ARMCX proteins that 
have been studied are linked to mitochondrial trafficking 
along microtubules in complex with mitochondrial Rho-
GTPase proteins MIRO associated with TRAK2 (Fig. 3) in 
order to regulate neuronal proliferation and survival and neu-
rite outgrowth (Table 2). 

4.1. Mitochondria Dynamics 
Mitochondria within the cells play important roles as a 

producer of ATP, controlling intracellular calcium, mediat-
ing apoptosis, and being the center of many metabolic path-
ways. Mitochondria are dynamic and can adopt multiple 
shapes, being remodeled by both fusion and fission events 
governed by GTP-dependent dynamin related proteins. 
While fusion is proposed to be protective and anti-apoptotic, 
probably by allowing the mixing of components in between 
damaged and healthy mitochondria, fission of damaged mi-
tochondria precede their degradation by mitophagy and can 
precede apoptosis.  

The proteins Mitofusin MFN-1 and MFN-2 form homo- 
and heterodimers, and their conformations are changed by 
GTP hydrolysis to fuse the outer mitochondrial membrane 
[100]. 

The regulator of mitochondrial fission is Dynamin-
related Protein (DRP1). In a dynamin-like manner, DRP1 
forms a spiral around the fission site, and GTP hydrolysis 
reduces helical pitch and occurs at the endoplasmic reticu-
lum (ER)-mitochondria contact sites. There are four DRP1 
adaptor proteins that have been identified on the outer mito-
chondrial membrane: mitochondrial fission factor (MFF), 
mitochondrial dynamics proteins of 49 kDa and 51 kDa 
(MiD49 and MiD51) and Fission 1 (FIS1) [100]. 

Mitochondria also need to be targeted to different parts of 
the cell, for example, during mitosis or where energy is most 
needed [101-103]. In neurons, pre- and post-synaptic do-
mains, the initial axon segment, nodes of Ranvier, and 
growth cones are enriched in mitochondria. Their move-
ments occur along the microtubules for long distances or 
along the actin cytoskeleton [104]. In mature cultured neu-
rons, one-third of axonal mitochondria are mobiles. The mo-
bile mitochondria can move bi-directionally [105]. Axonal 
microtubules have their plus end towards the distal part and 
dendritic microtubules have mixed polarities. MIRO proteins 
are specific integral mitochondrial adaptors from the outer 
membrane that recruit microtubules kinesin plus-end motors 
via their binding to the kinesin binding homologs TRAK1 
and TRAK2 [24, 106, 107]. There are two MIRO family 
members in mammals, MIRO1 and MIRO2, that share 
around 60% identity. These proteins are composed of two 
Rho-GTPase domains that surround two EF-Hand calcium-
binding domains. TRAK1 and TRAK2 interact with the first 
GTPase domain of MIRO. The mitochondria transport can 
be regulated mainly by ATP/ADP levels and by calcium. An 
increase in calcium can stop mitochondrial movements and 
the EF-hand domains of MIRO probably play a major role in 
this regulation. 

There is a strong cross-talk between mitochondria trans-
port and their fission-fusion dynamics, and obviously, these 
mechanisms are finely tuned by extracellular signals, such as 
neurotransmitters and growth factors. Mitochondrial dynam-
ics also coordinate cell differentiation and growing evidence 
demonstrates that mitochondria could act as a center of intra 
and extracellular signals to coordinate signaling pathways, 
such as Notch, Wnt, and YAP/TAZ during development 
[103, 108]. 

4.2. Role of MIRO/TRAK2 Motor Complex and 
DRP1/Fis1/MFF Fission Complex with ARMC10, 
ARMCX3, and ARMCX1 on Mitochondrial Dynamics 

MIRO1, in complex with TRAK2, interacts with 
ARMC10 [4], ARMCX3 [3] and ARMCX1 (Table S1) [22]. 
The interaction, at least for ARMCX3, is lost at high calcium 
concentration (2mM) and a mutant MIRO1-myc-tagged 
lacking its two EF-Hands calcium binding motifs still co-
immunoprecipitates with ARMCX3-GFP, but this interaction 
becomes insensitive to intracellular calcium level, thus con-
firming a regulation by calcium ions [3]. 

The seminal article on the function of ARMCX proteins 
at the outer mitochondrial membrane comes from the group 
of Dr. Eduardo Soriano, who studied new genes involved in 
brain development and neuronal plasticity (Table 2 and Fig. 
3) [3]. Two main phenotypes on mitochondria were found 
upon expression of ARMCX proteins: perinuclear aggrega-
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Table 2. Summary of the phenotypes observed in mice, in humans or in cells upon variation of expression of WT or mutant 
GPRASP/ARMCX proteins from subfamily 2 and their most characterized binding partners.  

Subfamily 2 
Members 

Human  
Mutation &  
Phenotype 

Human Deletion &  
Phenotype 

Overexpression in Cell or 
Animal 

Down-regulation in 
Cell or Animal 

Interacting Proteins 
Potentially  
Implicated 

ARMCX3  
(GASP6, 
ALEX3) 

o Variation of 
expression in 
cancer [114] 
- ↓ of expres-
sion: develop-
ment of non-
small cell lung 
cancer, adverse 
clinical outcome 
- ↑ E-cadherin  

o Xq22.1: 1.1Mb deletion [9]:  
17 genes of ARMCX6, 
ARMCX3, ARMCX2, NXF5, 
ZMAT1, TCEAL2, TCEAL6, 
BEX5, NXF2, -NXF2B 
(paralog), TCP11X2, 
TMSB15A, NXF4, ARMCX5, 
GPRASP1, GPRASP2 and 
GPRASP3 
- male infant:  
failure to thrive,  
hypoglycemia,  
subtle dysmorphic features,  
umbilical hernia, hypotonia 
with spasticity in the lower 
extremities, focal enlargement 
of frontal temporal lobe on 
cerebral MRI, and respiratory 
failure with thoracic insuffi-
ciency syndrome, tracheo-
malacia, and laryngomalacia 
 

o In vitro 
Two mitochondrial dy-
namics phenotypes: 
1- Perinuclear aggregates 
2- Decrease in the pool of 
moving mitochondria  
- ↓ velocity [3] 
o In vivo 
In chicks embryo  
- ↓ progenitor cells prolif-
eration in neural tubes[32] 
- ↓ Wnt signaling [32] 

o In vitro 
1- Small mitochondria 
[3] 
2- ↓ pool of moving 
mitochondria  
- No effect on velocity 
[3] 
o In vivo 
- ↓ 30% of dividing 
neural tube cells by 
ShRNA in chicks em-
bryo HH12 
 [32]  
 

- Miro1/Miro2/TRAK2 
complex [3] 
 

AMRCX3 
[21] 
 - - 

o In vitro 
-↑ Sox10 at the mitochon-
dria 
o -↑ transcriptional activity 
of Sox10 

- - 

ARMCX1 
[22] 
(GASP7, 
ALEX1) 

- 

None reported o In vitro 
One mitochondrial dy-
namics phenotype:  
- ↑ pool of moving mito-
chondria 
Neurons:  
- ↑ pool of axon growing  
- ↑ length of axons 
- 45% increase in neuronal 
survival after injury 

o In vitro 
Neurons:  
- ↓ axon regeneration 
and neuronal survival 
after injury  

- Miro1 [22] 
 

AMRCX1 
[116] 
 

o Variation of 
expression in 
cancer  - 

- Rescues the cell apoptosis 
induced by miR-106b in-
hibitor 
-↑ phosphorylation of JAK1 
and STAT3  

- - 

ARMC10 
(GASP8, 
SVH,  
ARMC10A) 
 

- 

None reported o In vitro 
Two mitochondrial dy-
namics phenotypes: [4] 
1-Perinuclear aggregates 
 less in neurons than in 
HEK293 cells 
2- ↓ moving mitochondria 
-Velocity unchanged 
Neurons :  
- ↓ amyloid beta mitochon-
drial fragmentation and 
neuronal cell death [27] 

o In vitro 
- ↓ moving mitochondria 
[4] 
 

- Miro1/Miro2/TRAK2 
complex [4] 

ARMC10B 
[23] 
(GASP8B, 
SVH-B) 
 
ARMC10B 
Ser45E 

- 

None reported o In vitro 
Two mitochondrial dy-
namics phenotypes: 
- Mitochondrial aggregation 
- ↑mitochondrial fission 
-Transition to mitophagy? 
[23] 
 

o In vitro 
-No effect of AMPK 
activator on mitochon-
drial fission [23] 

- DRP1/Fis1/MFF 
complex 
[23]  
 

(Table 2) contd….. 

'
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Subfamily 2 
Members 

Human  
Mutation &  
Phenotype 

Human Deletion &  
Phenotype 

Overexpression in Cell or 
Animal 

Down-regulation in 
Cell or Animal 

Interacting Proteins 
Potentially  
Implicated 

ARMC10B  
[5] - - 

o In vivo  
-Accelerated growth rate 
and tumorigenicity in nude 
mice  

o In vitro 
- Apoptosis  
 - 

ARMCX2  
(GASP9, 
ALEX2) 

o Variation of 
expression in 
cancer [115]  
o Hypermethy-
lation of CpG  
in cisplatin 
resistant ovarian 
cancers [115] 

o Xq22.1: 1.1Mb deletion [9]: 
see GPRASP2 and ARMCX3 

o In vitro 
-Altered mitochondrial 
network (data not shown; 
[3])  
o In vivo  
- Damaged liver sample, 
correlated with the degree 
of damage [125] 

o In vivo  
Ovarian differentiation 
[126] 

- 

ARMCX6 
(GASP10) 

None reported o Xq22.1: 1.1Mb deletion [9]:  
see GPRASP2 and ARMCX3 

o In vitro 
-Altered mitochondrial 
network (data not shown; 
[3]) 

- - 

↑: increase ; ↓ : decrease ; AD : Alzheimer disease ; CNS : central nervous system 

tion and effect on the motile pool of mitochondria in neu-
rites. 

 Upon myc-tagged ARMCX3 (but also ARMCX1, 
ARMCX2, ARMCX6 and ARMC10) protein overexpression 
in HEK293 cells and in primary hippocampal neurons, the 
mitochondrial network was systematically altered. The mito-
chondria were clustered, and for 30 % of the HEK293 cells 
and 23% of neurons expressing ARMCX3, mitochondria 
converged in one big perinuclear aggregate [3]. The severity 
of the phenotype was correlated with the level of expression 
of ARMCX3. Mitofusin1 overexpressing cells have been 
reported to display this phenotype as well. In neurites, mito-
chondria were also longer and larger. Nevertheless, no 
change in the rate or dynamic of mitochondria fusion was 
detected using photoactivable mitofusin1 in cells overex-
pressing or with down-regulation of ARMCX3. The aggre-
gation phenotype was also found to be independent of the 
interaction with MIRO1 since down-regulation of MIRO1 
did not block the phenotype [3] and since the overexpression 
of the N-ter extremity of ARMCX3 alone (1-30 AA) was 
sufficient to trigger mitochondrial aggregation [27].  

A second phenotype was found in neurons overexpress-
ing ARMCX3: a reduction in the percentage of moving mi-
tochondria, in their velocity and distance covered, both in 
anterograde and retrograde transport [3]. ShRNA against 
AMRCX3 in neurons caused smaller mitochondria in neu-
rites, a reduction in the number of moving mitochondria both 
in their anterograde and retrograde transport, without affect-
ing the velocity or the distance run by each individual mito-
chondria. The reduction in the motile fraction of mitochon-
dria is thus observed in both overexpression and downregu-
lation conditions. In this initial work, it was not reported if 
the effect on the mobile fraction of mitochondria was de-
pendent on MIRO/TRAK2 complex [3]. 

Very importantly, other mitochondrial functions were 
tested in this experimental model of overexpression of myc-
tagged ARMCX3: no effect was found on oxygen consump-
tion or DNA copy number in HEK293 cells and on 
COX/citrate synthase ratio and mitochondrial membrane 
potential in neuronal cells. Using mitochondria-targeted ae-
quorin/GFP fusion protein to measure mitochondrial calcium 
concentration, no effect of ARMCX3 overexpression was 

found on calcium uptake into mitochondria triggered by cal-
cium released from ER stock or from digitonin permeabi-
lized plasma membrane [3]. Since the elevation of calcium 
triggers the loss of interaction of ARMCX3 with MIRO, it is 
maybe difficult to test the effect of ARMCX3 on mitochon-
drial calcium homeostasis.  

The same research group published similar but weaker 
phenotypes concerning the ARMC10 protein overexpression 
(Table 2 and Fig. 3) [4]: mitochondrial aggregation was 
strong in HEK293 cells but weaker in neurons as compared 
with the previously reported effect of overexpressing 
ARMCX3. However, the level of expression of the two pro-
teins was not compared between the studies. The mitochon-
dria were also slightly larger in ARMC10 overexpressing 
cells. Concerning the percentage of motile mitochondria in 
axons of ARMC10 overexpressing hippocampal neurons, as 
for AMRCX3, there was a marked decrease. The velocity of 
the moving mitochondria were not modified contrary to 
overexpression of ARMCX3 despite the fact that ARMC10 
also interacts with the MIRO/Trak2 complex. Again, over-
expression and down-regulation of ARMC10 lead to the 
same phenotype of mitochondria motile fraction: shRNA 
against all the messengers encoding ARMC10 also reduced 
the pool of motile mitochondria in axons [4].  

Independently, in an elegant study in HEK293T and 
U2OS cells, ARMC10 was found to play a role in mitochon-
dria dynamics, but the results and the protein partners de-
scribed are somehow the opposite (Table 2 and Fig. 3) [23]. 
Although an aggregation phenotype was observed, the effect 
of the most abundant form of wild-type ARMC10 (the short 
isoform B of 308 residues) overexpression was found to 
drastically increase mitochondrial fission. The protein part-
ners of ARMC10 identified are the crucial fission complex 
proteins DRP1, its recruiting protein FIS1 and its regulator 
MFF. Although an interactome of ARMC10 was conducted 
in HEK293T cells with a BioID2-tagged ARMC10 and iden-
tification by BioID2-mass spectrometry, apart from the mi-
tochondrial fission complex, the entire results have not been 
disclosed. Therefore, the interaction with the MIRO/TRAK2 
complex cannot be confirmed from this article [23]. The 
fraction of motile mitochondria were not analyzed in this 
study either. The difference between the two studies is that it 



246    Current Topics in Medicinal Chemistry, 2021, Vol. 21, No. 3 Kaeffer et al. 

is not the same ARMC10 isoform that was used for the func-
tional studies: full-length isoform A [4] or ARMC10 isoform 
B that lacks residues 47-81 from the NH2-terminal region 
[23]. Concerning the aggregation phenotype, however, the 
two studies led to convergent results reporting a small frac-
tion of mitochondrial aggregation in overexpressing 
ARMC10 U2OS cells. Chen and collaborators analyzed it 
further by looking at mitophagy upon perturbation of cellular 
energy homeostasis [23]. Indeed, degradation of mitochon-
dria by autophagosomes could occur in steps, first of fission, 
then aggregation leading to mitophagy. Using microtubule-
associated protein 1 light chain LC3 staining for auto-
phagosomes, LC3 puncta were co-localized with the mito-
chondrial TOM20 marker only in ARMC10 overexpressing 
U2OS cells and not in ARMC10 deleted cells [23]. The 
authors concluded that ARMC10 might play a role in the 
transition to mitophagy. 

Finally, ARMCX1 overexpression in explant cultures of 
adult mice retinal ganglion cells and in cultured embryonic 
cortical neurons was found to increase the mitochondrial 
motile fraction and the moving frequency of the entire pool 
of mitochondria, probably by recruiting stationary mito-
chondria into the motile pool [22]. This effect required 
ARMCX1 localization to the organelle since the overexpres-
sion of ARMCX1 lacking its TM targeting domain did not 
show any effect.  

ARMCX1, thus, seems to have the opposite effect than 
ARMC10 and ARMCX3 on the motile mitochondria dynam-
ics in neurites when overexpressed. To our knowledge, ex-
periments have not been performed to investigate whether 
this opposite effect is due to differences in the calcium de-
pendency of the interaction between ARMC10 or ARMCX1 
with the MIRO proteins, for example.  

4.3. ARMC10/ARMCX Proteins are Effectors of Recep-
tor Signaling Converging on Mitochondria in Order to 
Regulate Neurites Outgrowth, Cell Proliferation, and 
Survival  

In neurons, where ARMC10/ARMCX proteins are par-
ticularly enriched, mitochondria are transported along the 
axon, sometimes for long distances, in order to provide en-
ergy and calcium buffering. The mitochondria concentrate 
on the active growth cone when the axon is growing, impli-
cating that mitochondrial transport is regulated in order to 
sustain axonal growth [109].  

In the context of nerve injury, researchers have devel-
oped a model of neuronal cell cultures with high axonal re-
generative capacity. This is the case for the group of Dr. 
Zhigang He [110, 111]. Comparing the gene expression pro-
file between injured adult retinal ganglion cells (RGCs) with 
a poor regenerative ability or those mutated in PTEN/SOCS3 
that have the high regenerative ability, none of the genes 
previously known to regulate mitochondrial transport, such 
as MIRO proteins, were found to be modulated. But 
ARMCX1 was upregulated in PTEN/SOCS3 RGCs three 
days after injury [22, 111]. In the subsequent in-depth study, 
ARMCX3, ARMCX5 and ARMCX6 were not found to be 
upregulated in these conditions [22]. In addition to promot-
ing mitochondrial movement, mitochondrially localized 
ARMCX1 triggered an increase in the number of axons 

growing out of adult retinal PTEN-/- explants as assessed by 
immunolabelling of axons with the Tuj1 labeling (not ob-
served with non-mitochondrial ARMCX1 deleted from its 
TM domain). ARMCX1 overexpression also significantly 
increased the average length of the longest neurites of em-
bryonic cortical neurons. In a model of axon and neuronal 
regeneration from wild-type adult RGCs after an optic nerve 
crush injury, mitochondrially localized overexpressed 
AMRCX1 induced a significant higher number of regenerat-
ing axons after 15 days. A 45% increase in neuronal survival 
was found with ARMCX1 wild-type but not ARMCX1 de-
leted from its TM domain (Table 2) [22]. Finally, ARMCX1 
knock-down reduced axon regeneration and neuronal sur-
vival in the model where it was found overexpressed (i.e., in 
injured adult retinal ganglion cells, RGCs mutated in 
PTEN/SOCS3 that have the high regenerative ability). This 
phenotype was correlated with the effect on reduced motile 
mitochondria [22].  

Several proteins regulating mitochondria dynamics are 
mutated in familial forms of neurological degenerative dis-
eases (Charcot Marie-Tooth disease, Parkinson, Alzheimer 
and Huntington diseases). Mutations in mitofusin Mfn2 pro-
tein are the most common cause of the axonal form of the 
neurological disorders observed in Charcot-Marie-Tooth 
disease, triggering an increase in mitochondrial fusion [100]. 
Loss of Parkin or its partner PINK1 results in an early-onset 
form of hereditary Parkinson’s disease. The E3 ligase Parkin 
ubiquitinates the mitofusins MFNs that are then degraded by 
p97 in a proteasome-dependent manner. This is required for 
mitophagy. Alteration of mitophagy could then contribute to 
the loss of dopaminergic neurons in Parkinson's diseases 
[100]. The amyloid-beta fragment of Alzheimer's disease has 
been described to induce mitochondrial fission that is be-
lieved to contribute to neuronal dysfunction and death. 
While indeed, treatment of hippocampal neurons in culture 
with 2µM of Abeta induced mitochondrial fragmentation, 
overexpression of isoform A of ARMC10 completely abol-
ished this effect and induced a significant reduction (66%) in 
the number of neuronal cell death [4]. 

 ARMC10 has also been convincingly found to be a sub-
strate of the 5'AMP-activated protein kinase AMPK to regu-
late mitochondrial dynamics [23]. AMPK is a heterotrimeric 
kinase (twelve possible combinations of isoforms) that is a 
sensor of AMP/ATP or ADP/ATP ratios and, thus, of cell 
energy level. Upon activation, it switches on the production 
of ATP and switches off its consumption. It can also be regu-
lated by several signaling pathways receiving positive inputs, 
for example, from Liver-kinase B1 (LKB1) and negative 
inputs, for example, upon an increase of intracellular calcium 
via the phosphatase PP2A or of cAMP via the Protein Kinase 
PKA [112, 113]. In conditions of prolonged energy stress, 
AMPK triggers mitochondria fission and then mitophagy. In 
a search for a novel AMPK substrate, the global phosphopro-
teome was compared between wild-type HEK293 cells and 
double knockout for the two isoforms of the catalytic 
subunits of the AMP kinases, AMPKα1 and AMPKα2. 
Treatment with the activator of AMPK, triggered more mito-
chondria fission in WT HEK293 cells than in double KO 
AMPK1α1/2 cells confirming that AMPK stimulates mito-
chondria fission. 109 phosphosites with higher phosphoryla-
tion in WT cells after treatment with the AMPK activator 
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A769662 as compared with double-KO cells were identified, 
32 of which were within an AMPK consensus motif suggest-
ing direct phosphorylation by AMPK. Two different peptides 
with phospho-Serine 45 of AMRCX10 were detected and the 
significance of this phosphorylation was further studied on 
mitochondrial fusion/fission dynamics (Table 2 and Fig. 3) 
[23]. 

Upon transient expression, either of the most abundant 
forms of wild-type ARMC10 (the short isoform B of 308 
residues) or of an ARMC10B S45E mimicking S45 phos-
phorylation, mitochondria fission was more increased with 
the ARMC10B S45E than with the WT-ARMC10B [23]. In 
U2OS cells lacking ARMC10 via CRISPR-Cas9 technology, 
the treatment with the AMPK activator A769662 failed to 
increase mitochondria fission. The fission phenotype could 
be rescued by overexpression of either WT-ARMC10B or 
S45E mutation but not by overexpression of ARMC10B 
S45A. Surprisingly, this absence of mitochondria fission in 
ARMC10 knockout HEK293 or U2OS cells contributed to a 
defect of cell survival after glucose starvation, rescued by 
ectopic expression of WT-AMRC10B but not of ARMC10B 
S45A. Phosphorylation of ARMC10B by AMPK that trig-
gers mitochondrial fission, thus, seems necessary for cell 
survival upon glucose starvation [23]. It would be interesting 
to study the effect of the ARMC10B S45 phosphorylation on 
the regulation of mitochondrial motile fraction in neurons, 
since ATP/ADP levels can regulate mitochondrial move-
ments.  

Of note, in the original study of the discovery of 
ARMC10 isoforms, this particular isoform B of AMRC10 
has been implicated in cancer progression [5]. An up-
regulation of this variant by RT-qPCR was detected in 60% 
of the patient samples with hepatocellular carcinomas (28 
out of 46). Overexpression of ARMC10B in human liver cell 
line QSG-7701 seemed to trigger an accelerated growth rate 
and tumorigenicity in nude mice, although no statistics were 
given neither the numbers of mice tested. Finally, depletion 
of ARMC10 by antisense oligonucleotides in hepatoma cell 
line BEL-7404 induced apoptosis [5], (Table 2). Therefore, 
there could be a link between cell growth rate and mitochon-
drial dynamics regulation by ARMC10 localized at the outer 
mitochondrial membrane. Since other ARMCX protein lev-
els are dysregulated in cancer [114-116], their mitochondrial 
functions could be involved.  

Wnt activation of the seven-transmembrane receptor 
Frizzled regulates organ development and aberrant signaling 
of this ligand/receptor pair triggers tumorigenesis. Several 
papers have started to look at the possible roles of mitochon-
drial ARMC10 and ARMCX3 in neuronal development, but 
these attempts need further analysis. Briefly, the non-
canonical Wnt, through PKC signaling, has been proposed to 
regulate ARMCX3 degradation leading to altered mitochon-
drial dynamics. The half-life of ARMCX3 in the presence or 
absence of Wnt over-secretion was not measured, but total 
overexpression of myc-tagged ARMCX3 was reduced upon 
co-expression with Wnt-1 ligand or its receptor Frizzled2 in 
HEK293 cells [4]. The authors observed that activation of 
the PKC kinase by TPA blocks the Wnt effect of diminishing 
total ARMCX3 overexpression, but no direct phosphoryla-
tion of the protein was tested.  

To further analyze the potential roles of 
ARMC10/ARMCX proteins in early neural development, the 
group of Dr. Soriano chose the chick embryo spinal cord 
developmental model [32], (Table 2). Birds, including 
chicken, express only the ARMC10 ancestor protein. Ac-
cording to the Hamburger and Hamilton 46 chronological 
stages of chick embryo development, ARMC10 was found to 
be expressed in the chick embryo using in situ hybridization 
at HH12 (low expression), at HH19 (preferential expression 
in the dorsal regions), and HH24 stages in mitotically active 
neural precursor cells. The riboprobe for hybridization used 
did not distinguish between the isoforms. ShRNA directed 
against ARMC10 were electroporated at HH12 embryo’s 
stage and, in the neural tubes, only a slight decrease of 30% 
in cells dividing was found, as labeled by incorporation of 
BrdU, suggesting that ARMC10 isoforms are required for 
neuronal cell progenitor proliferation [32]. Then, a compari-
son was performed between overexpression of the full-length 
murine ARMC10 or ectopic overexpression of murine 
ARMCX3: forced ARMC10 or ARMCX3 expression re-
duced progenitor cell proliferation while only forced ectopic 
ARMCX3 expression but not ARMC10 expression promoted 
neural maturation. Expression of ARMCX3 deleted of its 12 
first residues necessary for mitochondria localization had no 
effect showing that ARMCX3 mitochondrial localization is 
required to control progenitors proliferation and neuronal 
differentiation. The data suggest that tight regulation of the 
amount of ARMC10 can guarantee normal progression 
through the cell cycle. The authors also reported an inhibi-
tory effect of overexpression of murine ARMC10 or 
ARMCX3 on the WNT/beta-catenin-induced Tcf/LEF tran-
scriptional activity and inversely an activation effect upon 
down-regulation of endogenous ARMC10. Nevertheless, the 
effect was observed both on basal activity and following 
beta-cateninCA induction, so it is not an effect directly at the 
transcriptional level and it is not clear what the mechanism is 
[32]. 

Of note, ARMCX3 was found convincingly to interact 
with the developmental regulatory transcription factor Sox10 
[21], (Table 2 and Fig. 3), which is implicated in neuronal 
differentiation. These two proteins are co-expressed in the 
mouse brain and spinal cord, in OBL21 cells, in C6 rat 
glioma and in Hela cells, while their mRNA is not expressed 
in Neuro-2A cells. The interaction that takes place between 
the C-ter domain of ARMCX3 and the first 100 residues of 
Sox10 was found to have two main effects in vitro. Ectopic 
overexpression of myc-tagged wt-ARMCX3 in Neuro-2A 
cells increased the mitochondrial localization of Sox10. This 
was not the case when myc-tagged ARMCX3 deleted from 
its C-ter domain was expressed. In addition, the transcrip-
tional activity of Sox10 as measured with a reporter pro-
moter was increased only when the ARMCX3 interacting 
domain with Sox10 was present [21]. 

Since the interaction with Sox10 occurs via the con-
served C-ter domain of GPRASP/ARMCX proteins, it might 
seem interesting to study further the potential interactions 
between the two families of proteins with the reserves that 
the first 100 residues of Sox10 that interact with ARMCX3 
are localized before the conserved High Mobility Group 
HMG domain of the Sox proteins.  



248    Current Topics in Medicinal Chemistry, 2021, Vol. 21, No. 3 Kaeffer et al. 

4.4. Perspectives for GPRASP/ARMCX Subfamily 2: 
Under Studied Regulators of Mitochondria Dynamics 

ARMC10, ARMCX1, ARMCX3 are the three proteins of 
the subfamily 2 together with their mitochondrial protein 
partners that have been best characterized. The aggregation 
of mitochondria that have been reported upon their overex-
pression could be linked to mitophagy, but it needs further 
study, and at least in the case of AMRCX3, it is independent 
of MIRO1 interaction (although MIRO2 role in depleted 
MIRO1 cells was not investigated).  

While overexpression of ARMC10 and ARMCX3 leads 
to a diminution of the pool of motile mitochondrial fraction, 
inversely, overexpressed ARMCX1 increases this pool with 
the implication in axon regeneration. This phenotype is 
probably linked to interaction with the MIRO/TRAK micro-
tubules adaptor complex. Interestingly, the roles of MIRO1 
and MIRO2 have been recently challenged since deletion of 
MIRO1 alters retrograde mitochondrial movement, but co-
deletion of MIRO1 and MIRO2 does not alter kinesin-
TRAK-directed mitochondrial movement along the microtu-
bule (anterograde movement); it affects coupling of mito-
chondria to the actin cytoskeleton [24]. Further studies on 
GPRASP/ARMCX subfamily 2 are needed to better charac-
terize their function and their putative redundancy in regulat-
ing mitochondrial dynamics. 

Interestingly, MIRO clusters were recently shown to link 
cristae organization to the mitochondrial transport machinery 
but also to regulate ER-mitochondria contact sites where 
fission takes place [26]. MIRO proteins are also implicated 
in the mitotic redistribution of the mitochondrial network to 
regulate cell proliferation [106, 24]. A role in the regulation 
of mitochondrial fission could at least partly explain why 
subfamily 2 has been implicated in cell division and cancer 
progression. ARMCX1, ARMCX2 and ARMCX3 were 
originally named ALEX for ARM-protein-Lost-in-Epith-
elial-Cancers-on-chromosome-X [114-116]. The ARMC10B 
isoform, implicated in cancer progression, seems to directly 
recruit mitochondrial fission proteins, in addition, to associ-
ate with the MIRO complex [5, 23]. A striking post-
translational modification of ARMC10B in response to en-
ergy level through the AMPK has been precisely described 
and it is likely that other signaling pathways converge on 
ARMC10/ARMCX proteins to regulate mitochondria dy-
namics [23].  

Can mitochondrially targeted proteins of GPRASP/ 
ARMCX subfamily 2 bind to GPCRs like subfamily 1 does? 
Although GPCRs can be found in this organelle, [117-120] 
they are proposed to have the ligand-binding site facing the 
cytosol and their C-tail facing the inter-membrane space of 
the mitochondria. Clearly, AMRCX4 belongs to subfamily 1 
and contains GASP motifs implicated in GPCRs interaction 
together with the carboxyl-terminal domain, but it shares 
with subfamily 2 a transmembrane-targeting domain that, 
considering its sequence homology, probably functions as a 
signal for mitochondrial localization. One could thus specu-
late that, even transient, contact sites between mitochondria 
and other organelles could allow some interaction between 
the mitochondria localized GPRASP/ARMCX proteins and 
GPCRs, in the proper orientation with their C-tail available 
in the cytoplasm. Moreover, ARMCX1 was shown to display 

low interaction with the C-tail of some GPCRs in in vitro 
GST-Pull down assay [12]. 

Interestingly, ARMCX1, together with GPRASP2, was 
shown to be implicated in the regulation of hematopoietic 
stem and progenitor cells [58]. At the opposite of most of the 
other targets, a knock-down of ARMCX1 or of GPRASP2 
increased the HSPC repopulation of the bone marrow. But 
the functions of the two proteins could be distinct because, 
as reviewed, the lack of GPRASP2 was further shown to 
contribute to enhanced cell survival while, in contrast, 
knock-down of ARMCX1 had no significant effect on cell 
cycle or apoptosis [58]. 

Despite the fact that mitochondria dynamics can be al-
tered in diseases such as age-related neurodegeneration, 
there is so far no mutation described in human families re-
lated to subfamily 2 of GPRASP/ARMCX proteins. Interest-
ingly, in the male infant reported with the Xq22.1 1,1Mb 
deletion by Cao and collaborators, ARMCX6, ARMCX3, 
ARMCX2 from subfamily 2 were among the 17 deleted 
genes [9]. Hypoglycemia, umbilical hernia, tracheomalacia, 
and laryngomalacia are abnormalities that were not described 
in the mother and daughter carrying the 1.1Mb deletion with 
intact ARMCX6, ARMCX3, and ARMCX2 genes [7]. 

CONCLUSION 
In conclusion, GPRASP/ARMCX proteins formed two 

distinct subfamilies with GPRASP1/GPRASP2 from sub-
family 1 clearly implicated in GPCRs membrane trafficking 
and ARMC10/ARMCX3/ARMCX1 from subfamily 2 impli-
cated in mitochondria trafficking and dynamics. Future work 
is needed at the molecular, cellular, and animal levels to bet-
ter understand their implication in pathophysiological condi-
tions such as ciliopathies, cancer, neuronal development, 
age-related neurological development, and chronic treatment 
with drugs activating GPCRs.  

LIST OF ABBREVIATIONS 
5-HT6, 5-HT7 = Serotonin Receptor 6, 7 
AAV = Adeno-associated Virus 
ADRB1 = Beta1 Adrenergic Receptor,  
ALEX = ARM-protein-Lost-in-Epithelial-

Cancers-on-chromosome-X 
AMPK = 5'AMP-activated Protein Kinase 
ARMC = Armadillo Repeat-containing Protein 
ARMCX = Armadillo Repeat-containing X-linked 

Proteins 
ASD = Autistic Spectrum Disorders  
ATP = Adenosine Triphosphate 
BEX = Brain-Expressed X-linked 
bHLHB9 = Basic Helix-loop-helix Domain Con-

taining Class B, 9 
C-tail = Cytoplasmic Carboxyl Terminal Do-

main of GPCR  
C-ter = Carboxyl-terminal 
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CALCR = Calcitonin Receptor 
CB1R = CNR1, Cannabinoid receptor type 1 
CB2R = CNR2, Cannabinoid receptor type 2 
CCTOP = Constrained Consensus TOPology 

prediction Server 
cGASP = Domain from Residues 899 to 1395 of 

GPRASP1 
COX = Cyclooxygenase 
CREB = CAMP Response Element-binding 

protein 
CXCR4 = C-X-C Chemokine receptor type 4 
D1R = Dopaminergic Receptor Type 1 
D2R = Dopaminergic Receptor Type 2 
D3R = Dopaminergic Receptor Type 3 
D4R = Dopaminergic Receptor Type 4 
D5R = Dopaminergic Receptor Type 5 
DNA = Deoxyribonucleic Acid 
DOR = Delta-opioid Receptor 
DRP1 = Dynamin-related Protein 1 
ER = Endoplasmic Reticulum  
ESCRT = Endosomal Sorting Complexes Re-

quired for Transport 
FIS1 = Fission 1  
FZ4 = Frizzled 4 Receptor,  
GalR2, GalR3 = Galanin Receptor 2, 3 
Gαs = Stimulatrice Alpha G Protein 
GFP = Green Fluorescent Protein 
GLP1R = Glucagon-like Peptide Receptor 1  
GPCR = G Protein Coupled Receptor 
GPR55 = Cannabinoid Related Receptor  
GPRASP = GPCR Associated Sorting Protein 
GST = Glutathione S-transferase 
GTP = Guanosine Triphosphate 
GTPase = Guanosine Triphosphate Hydrolase 
HEK293 = Human Embryonic Kidney Cells 
HRS = HGF-regulated Tyrosine Kinase Sub-

strate, part of the ESCRT-0 Complex 
HSPC = Hematopoietic Stem and Progenitor 

Cells 
ID = Intellectual Disability  
IDRs = Intrinsic Disordered Regions  
KO = Knockout 
LAMP1, LAMP2 = Lysosomal-associated Membrane Pro-

tein 1, 2 
LKB1 = Liver-kinase B1  

M1 = Muscarinic 1 Receptor, 
Mb = Megabase 
MEME = Multiple Expectation Maximization 

for Motif Elicitation 
MFF = Mitochondrial Fission Factor  
MFN-1, MFN-2 = Mitofusin 1, 2 
mGluR5 = Metabotropic Glutamate Receptor 5 
MIRO = Mitochondrial rho GTPase 
mRNA = Messenger RNA 
MVB = Multivesicular Bodies  
Myc = Myelocytimatosis Protooncogene 
NF-KB = Nuclear Factor Kappa-light-chain-

enhancer of Activated B Cells 
NFFR1 = Neuropeptide FF Receptor 1 
NLS = Nuclear Localisation Signal 
N-ter = Amino-terminal 
PFAM = Protein Families Database 
Pifo = Pitchfork 
PINK1 = PTEN-induced Kinase 1 
PKA = Protein Kinase A 
PTEN = Phosphatase and Tensin Homolog 
RGC = Retinal Ganglions Cells 
RT-qPCR = Reverse Transcription-quantitative 

Polymerase Chain Reaction  
SHH = SonicHedgehog 
shRNA = Short Hairpin RNA 
siRNA = Small Interfering RNA 
Smo = Smoothened Receptor 
SOCS3 = Suppressor of Cytokine Signalling 3 
Sox10 = SRY-related HMG-box 
TAZ = Transcriptional Co-activator with 

PDZ-binding Motif 
TCEAL =  Transcription Elongation Factor A 

protein-Like 
TCF25 = Transcription Factor 25 
TM = Transmembrane  
TPA = Tissue Plasminogen Activator 
TRAF4 = TNF Receptor-associated Factor  
TRAK2 = Trafficking Kinesin-binding Protein 2  
Tuj1 = Neuron-specific Class III β-tubulin 

Protein 
TXA2 = Thromboxane A2 Receptor 
U2OS = Human Bone-osteocarcinoma Epithe-

lial Cells 
UIM = Ubiquitin-Interacting Motif  
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UTR = Un-transcribed Region 
WEX = WWbp5-like X-linked 
WT = Wild-type 
YAP = Yes-associated Protein 
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Objectifs du travail de thèse 

Pour pouvoir envisager DOR comme nouvelle cible thérapeutique dans un traitement de la 

douleur chronique, il semble important de comprendre les mécanismes adaptatifs qui 

adviennent lors d’une stimulation répétée.  

Plusieurs pistes sont explorées, avec le recrutement des arrestines et l’importance de la 

dégradation dans le développement de la tolérance analgésique. Plusieurs protéines impliquées 

dans l’adressage vers le lysosome sont décrites comme étant associées à DOR, dont GPRASP1. 

Des études in vitro ont montré qu’elle participait à la dégradation de DOR suite à son 

internalisation.  

Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse est d’explorer le rôle de GPRASP1, aussi bien au 

niveau moléculaire que comportemental, dans le développement de la tolérance analgésique 

aux agonistes du récepteur delta opioïde. Les travaux portent principalement sur l’effet du 

SNC80, particulièrement connu pour engendrer une tolérance analgésique et une forte 

dégradation du récepteur.  

 

Pour pouvoir réaliser les expériences de biochimie dans des animaux déficients pour 

GPRASP1, nous avons tout d’abord croisé la lignée KO-GPRASP1 avec les animaux Knock in 

DOR-eGFP, de sorte à obtenir une nouvelle lignée double mutante DOR-eGFP/KO-GPRASP1. 

Les résultats obtenus sur l’étude de la réponse au SNC80 feront l’objet d’un article, en 

préparation. Des analyses de spectrométrie de masse viendront le compléter avant soumission. 

Les travaux réalisés durant la thèse ont également exploré le développement de la tolérance 

analgésique et de la dégradation du récepteur suite à l’administration de l’agoniste biaisé pour 

le recrutement des ß-arrestines, le ARM390. N’ayant pas observé de mécanismes adaptatifs ni 

d’impact de GPRASP1 sur la réponse à cet agoniste, nous n’avons pas exploré aussi loin ce pan 

du projet. 
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Résultats 
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I. Partie 1 : Les mises au point expérimentales 

Pour pouvoir réaliser les travaux qui vous sont présentés dans les parties 2 et 3, il a été 

nécessaire de réaliser quelques mises au point expérimentales préalablement. Les expériences 

de biochimies. L’ajout d’une GFP sur DOR permet une détection du récepteur par des anti-

corps, cependant il reste peu exprimé dans le système nerveux, et sa détection dans de petites 

structures comme la moelle épinière et les ganglions rachidiens dorsaux a nécessité une 

optimisation de protocole. L’analyse de l’interactome du récepteur dans le cerveau requiert une 

co-immunoprécipitation préalable, qui a elle aussi nécessité de peaufiner la méthode employée 

couramment pour les lysats cellulaires et de s’assurer que nous parvenions à avoir des résultats 

aussi propres que nos collaborateurs.  

A. Évaluation des méthodes de lyse par Bioprep et par ultra 

Turrax 

1) Enjeux de la mise au point de la lyse des tissus murins 

Au laboratoire, la méthode de lyse utilisée traditionnellement pour réaliser des préparations 

de membranes d’organes était basée sur un broyage à l’ultra Turrax (IKATM Ultra Turrax DI18 

Dispersor, Taquara, Brésil). 

Cela nécessitait de décongeler préalablement les organes, de les traiter un à un (plusieurs 

minutes par échantillon au total) avec un risque de manque de répétabilité de la qualité de la 

lyse et de réaliser un lavage soigneux entre chaque échantillon afin de limiter les 

contaminations entre échantillons. Pour les préparations de membranes, aucun inhibiteur de 

protéase n’est mis dans la solution, le risque de dégradation des protéines est donc accru avec 

le temps de préparation de l’échantillon.  

La mise au point de broyage par un homogénéiseur à billes réfrigéré (Bioprep-24R Allsheng, 

Hangzhou, Chine) a donc semblé une optimisation intéressante pour limiter la variabilité de 

lyse, les risques de contaminations entre les échantillons et accélérer l’expérience, diminuant 

ainsi les risques de dégradation de l’échantillon. 
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L’homogénéiseur bioprep-24R permet d’utiliser aussi bien des tubes de 2mL que des tubes 

de 5mL, permettant d’ajuster le volume au type d’échantillon à lyser, avec une agitation allant 

jusqu’à 4200 rpm dans une enceinte réfrigérée à 4°C.  

Il existe également de nombreuses billes, variant en composition (verre, céramique ou métal) 

et en taille (de 0,2 à 6mm), de sorte à pouvoir adapter leurs propriétés au type d’organe à lyser.  

Cet appareil permet également de réaliser des cycles multiples, d’une durée et d’une vitesse 

variable. 

J’ai donc mis au point des conditions de lyses adaptées spécifiquement au cerveau, la moëlle 

épinière et aux ganglions rachidiens dorsaux en jouant sur tous ces paramètres. 

2) Paramètres évalués pour la lyse des tissus 

Les modalités différentes qui ont été testées pour le broyage des différents organes vous sont 

présentées dans les tableaux suivants :  

Tableau 12 Paramètres évalués lors de la mise au point de la lyse par bioprep-24R sur 

cerveau 

Paramètres 
ayant été 
modifiés 

Paramétra
ge 1 

Paramétr
age 2 

Paramé
trage 3 

Paramé
trage 4 

Caractère critique de ce 
paramètre  

Taille de tube 2mL 5mL   
Tubes 2mL petits pour un 
cerveau, besoin de le couper en 
2 donc décongeler 

Volume de 
tampon 

0,5mL 1mL 1,5mL 3mL 
1,5mL ne laisse pas beaucoup 
de surnageant après 
centrifugation 

Réfrigération 
à 4°C  Non Oui   

Limite les dégradations 
protéiques dans les tampons 
sans inhibiteurs de protéases 

État de 
l'organe 

Décongelé Congelé   
Si congelé : casse plus 
facilement face aux billes 
froides. Besoin de plus d'une 
minute de lyse si décongelé 

      

Billes utilisées 
1,4mm 
céramique 3mm   1,4mm donnent une meilleure 

lyse que 3mm 

Quantité de 
billes utilisées 

5 10 15 20 
5 un peu insuffisant, mais à 
partir de 10 billes, lyse sans 
laisser de morceaux 

 Insuffisant Bien Bien Bien  
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Nombre de 
cycle 

2 1 2  2 courts pour limiter 
l'échauffement  

Temps de 
cycle (s) 

40 10 15 12  

Temps de 
pause (s) 

Non 5     

Cycle 
additionnel du 
culot 

Non Oui   
Lyse du culot permet d'extraire 
une plus grande quantité de 
protéines 

Vitesse de 
l'agitation  

3500 4260 
(max) 

  
Nécessaire d'être à 4200 pour 
obtenir un broyage complet des 
tissus 

Quantité 
moyenne de 
protéines 
obtenue par 
organe 

20 à 30mg 10mg de 
membranes 

 Rendements protéiques au 
moins équivalents à l'ultraturrax 

Paramètres 
ayant été 
modifiés 

Paramétra
ge 1 

Paramétr
age 2 

Paramé
trage 3 

Paramé
trage 4 

Caractère critique de ce 
paramètre  

Détergents 
pendant le 
broyage 

Non Oui   
Non pour les préparations de 
membranes, oui pour les co-
immunoprécipitations 

Type de billes 
GFP trap 

Magnétiqu
es 
chromotek 

Magnétiq
ues 
miltenyi 

Agarose 
chromotek Selon objectif de l’expérience  

Quantité de 
billes GFP 
trap pour 
quantité de 
protéines 

10 20 30 40 40µL pour 10mg 

Temps 
d'hybridation 

ON 45min 1h 1h30  

      
Appareil de 
broyage 

Ultra turrax Dounce Bioprep   

En rouge : conditions retenues pour les expériences suivantes. 

L’utilisation de zones cérébrales enrichies en DOR a également été tentée, bulbes olfactifs 

et striatums, sans donner une augmentation du ratio de DOR/protéine interactante obtenue pour 

une quantité de mg de protéines similaire. 
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Tableau 13 Paramètres évalués lors de la mise au point de la lyse par Bioprep® sur moëlle 

épinière. 

Paramètres ayant été modifiés Paramétrage 
1 

Paramétrage 
2 Paramétrage 3 Paramétra

ge 4 
Taille de tube 2mL 1,5mL   

Volume de tampon 350 450 500 750 
Réfrigération à 4°C  Non Oui   

État de l'organe Décongelé Congelé   

 

Billes utilisées 1,4mm céramique   

Quantité de billes utilisées 5 10   

 Bien Bien   

Nombre de cycle 2 1   

Temps de cycle (s) 10 12 15  

Temps de pause (s) Non 5    

Cycle additionnel du culot Non Oui   

Vitesse de l'agistation  4260 (max)    

Quantité moyenne de protéines 
obtenue par organe 

20 à 30mg 10mg de membranes  

Détergents pendant le broyage Non Oui   

Type de billes GFP trap Magnétiques Chromotek   

Quantité de billes GFP trap 
pour quantité de protéines 

5 10 20  

Temps d'hybridation ON 45min 1h 1h30 
Composition du tampon :   

Base HEPES Tris HCl   

NaCl 150mM 500mM   

Détergents 
coIP RIPA   

Après le 
broyage Pendant le broyage  

Inhibiteurs Protéases    

pH 7,4    

En rouge : conditions retenues pour les expériences suivantes. 
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Tableau 14 Paramètres évalués lors de la mise au point de la lyse par bioprep-24R sur ganglions 

rachidiens dorsaux. 

Paramètres ayant été 
modifiés 

Paramétrage 
1 

Paramétra
ge 2 

Paramét
rage 3 Paramétrage 4    

Taille de tube 2mL 1,5mL 1mL      

Volume de tampon 250 300 500 600 750 1000   

Réfrigération à 4°C  Non Oui       

État de l'organe Décongelé Congelé       

         

Billes utilisées 0,6mm verre 1,4mm céramique      

Quantité de billes 
utilisées 

0,25g 5 10 15     

  Bien Bien      

Nombre de cycle 2     3     4   

Temps de cycle (s) 10 12 15 15-
15-30 30s 20-

20-30 
15-15-
15-30 15 

Temps de pause (s) 5         

Cycle additionnel du 
culot Non        

Vitesse de l'agitation  4260 (max)        

Quantité moyenne de 
protéines obtenue par 
organe 

100-200µg/animal       

Type de billes GFP 
trap 

Magnétiques Chromotek®  

Quantité de billes 
GFP trap pour 
quantité de protéines 

5 10 20      

Temps d'hybridation ON 45min 1h 1h30     

Composition du 
tampon :  

        

Base HEPES        

NaCl  500mM       

Détergents  RIPA       

 Après le 
broyage Pendant le broyage      

Inhibiteurs Protéases        

pH 7,4        

 

Dans l’objectif de réaliser des co-immunoprécipitations de DOR-eGFP et d’avoir une 

méthode la plus douce possible pour maintenir les complexes protéiques associés à DOR-eGFP, 

un broyage à l’aide d’un homogénéiseur de Dounce a également été testé.  
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3) Points critiques à prendre en compte pour le broyage des 

tissus et l’obtention de l’optimisation de l’échantillon protéique 

Pour une lyse avec l’homogénéiseur à billes réfrigéré bioprep, il s’est révélé crucial que 

l’organe soit encore congelé lors du premier cycle. Le tube de lyse et les billes de lyse sont 

préalablement refroidis à -80°C, le tampon est maintenu à 4°C et les organes ne sont sortis de 

la carboglace qu’au tout dernier moment, quand on ajoute le tampon juste avant de les placer 

dans le rotor. 

Lorsqu’une qualité de broyage et une quantité de protéines satisfaisantes ont été atteintes, 

avec un homogénat de consistance comparable aux lyses obtenues par ultra turrax, des 

préparations de membranes ont été réalisées et comparées par Western Blot (DOR-eGFP et 

GPRASP1 sur 50µg de protéines) ainsi que par mesures de liaison par ligand radiomarqué 

« binding » (courbe de saturation de 3H-deltorphine II). Nous avons donc pu nous assurer que 

les récepteurs ainsi concentrés étaient comparables en quantité et en qualité à ceux obtenus 

lors d’un broyage par Ultra Turrax et permettraient de réaliser les mêmes études biochimiques.  

La concentration en sel NaCl a également due être prise en compte pour optimiser 

l’extraction et la concentration de DOR-eGFP par immunoprécipitation. Une meilleure 

extraction protéique (quantité de protéine obtenue après lyse pour un cerveau ainsi que quantité 

de DOR retenue lors de l’immunoprécipitaiton) lorsque la lyse se fait en présence de 500mM 

NaCl, cependant la qualité des interactions protéiques et de GPRASP1 co-immunoprécipité 

avec DPR est, elle, inversement proportionnelle à la concentration en sel.  

Le temps d’hybridation sur les billes GFP-trap pour la concentration de DOR-eGFP a 

également été comparé, 1h ou overnight (ON), et une plus grande quantité de récepteurs était 

retenue par une hybridation plus longue, ce qui est plus intéressant dans les conditions où la 

quantité détectée est faible (moëlle épinière et GRD).  

B. Préparations de membranes de cerveaux 

1) L’objectif 

Un protocole était déjà établi au laboratoire pour extraire les fragments membranaires d’un 

cerveau. Mon objectif a uniquement été de simplifier et de raccourcir l’étape du broyage, en 

permettant avec le Bioprep d’homogénéiser jusqu’à 12 cerveaux simultanément pour une 

meilleure homogénéité, avec moins de risques de contamination. La même sonde n’étant pas 
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pongée dans tous les échantillons successivement, il y a moins de risques d’erreurs et moins 

d’étapes de transvasement. 

2) Composition du tampon de lyse 

Le tampon utilisé pour la préparation de membranes de cerveau contient 1mM d’EDTA et 

0,25mM de sucrose dans 50mM de Tris HCl pH 7,4. 

3) Broyage par Bioprep-24R 

Le cerveau encore congelé est lysé dans 1,5mL de tampon de lyse avec 10 billes de 

céramique 1,4mm. 

 

 

Figure 18 Comparaison de la quantité de DOR-eGFP retrouvée dans des préparations de 

membranes après un broyage par ultra turrax ou bioprep.  

La quantité de DOR-eGFP extraite selon l’appareil de lyse a été évaluée par Western Blot 

avec un anticorps anti-GFP couplé à la Horse radish peroxidase HRP, ce qui a permis de 

quantifier la luminescence émise. La proportion de récepteur conservée suite aux préparations 

de membranes a été comparée à celle présente dans l’homogénat pour un volume initial 

identique. 

Deux cycles de 15 secondes à 4200rpm sont réalisés, avant une centrifugation à 500g 10min 

4°C. Une fois le surnageant prélevé, 1,5mL de tampon sont ajoutés au culot qui est lysé une 

nouvelle fois à 15sec 4200rpm. L’homogénat obtenu est centrifugé 10min à 1100g. Deux 

ultracentrifugations successives sont réalisées au lieu d’une seule afin de faire une étape de 

lavage des membranes dans le but d’éliminer éventuellement des traces de ligand froid 

résiduelles suite au traitement des animaux. Le dosage protéique est réalisé par la méthode de 

Bradford avant de congeler les échantillons.  
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Les quantités protéiques extraites sont similaires (20 à 30 mg de protéines par cerveau) et 

pour une quantité mise en jeu identique, le nombre de DPM (désintégrations par minutes) de 

liaison spécifique du ligand radioactif détectant DOR (Bmax d’environ 2000 DPM, soit 

150fmol/mg de protéines) ou l’intensité de luminescence obtenus en Western Blot sont 

comparables (Figure 18).  

C. Immunoprécipitations 

1) L’objectif  

Le but de l’immunoprécipitation dans notre contexte est de concentrer DOR dans un petit 

volume, pour pouvoir en déposer une plus grande quantité en Western Blot. Nous souhaitons 

être capables d’observer un signal suffisant pour déceler le DOR-eGFP résiduel dans le cas où 

le récepteur est dégradé suite au traitement par le SNC80. Mais les RCPG sont des protéines 

faiblement exprimées, c’est pourquoi on trouve peu de DOR dans les extraits protéiques totaux 

de la partie lombaire de la moëlle épinière (ventrale et dorsale) et dans les GRD. 

L’immunoprécipitaiton avec des billes anti-GFP (soit couplées à de l’agarose soit des billes 

magnétiques) permet de concentrer la totalité des récepteurs présents dans la moëlle lombaire 

en seulement 30µL qui seront déposés dans un gel d’acrylamide puis révélés par Western blot 

avec un anticorps dirigé contre la eGFP. Il a même fallu rassembler les 8 GRD lombaires de 2 

animaux pour détecter un signal GFP basal de DOR-eGFP dans ces extraits protéiques dans 

200 à 400µg de protéines  

2) Composition du tampon pour l’immunoprécipitation 

Pour les immunoprécipitations, une concentration de 500mM en NaCl a été retenue, en 

présence d’inhibiteurs de protéases. 

Le tampon RIPA ( RadioImmunoPrecipitation Assay, 1% NP40, 0,25% sodium 

déoxycholate et 0,1%SDS) permet une meilleure extraction de DOR-eGFP, dans un tampon 

20mM HEPES pH7,4 avec des inhibiteurs de protéases. 

Les concentrations en détergents présents dans ce tampon nous ont poussés à changer de 

méthode de dosage protéique car elles atteignaient les limites acceptées par le réactif de 

Bradford, et à utiliser à la place un dosage BCA (PierceTM BCA protein assay, 23225, Thermo 

Scientific).  
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3) Extraits de moëlle épinière 

a) Broyage 

Initialement, par crainte de la mousse formée à la suite de l’agitation vigoureuse lors du 

broyage, celui-ci était réalisé dans un tampon sans détergent. Les dosages des moëlles des souris 

traitées ou non au SNC80 ont été réalisés dans ces conditions.  

Après discussion notre collaborateur, Dr. Philippe Hammann, de la plate-forme de 

protéomique de Strasbourg-Esplanade, il est apparu que les détergents génèrent certes une 

grande quantité de mousse, mais qui peut être éliminée par une centrifugation à 12 000g de 

10min et que le rendement d’extraction est un peu plus élevé dans les conditions avec 

détergents durant la lyse. Les moëlles épinières de la cohorte ARM390 ont donc été broyées en 

présence de détergents.  

Le broyage est fait en présence de 5 billes en céramique de 1,4mm, dans 350µL de tampon 

de lyse. 

Deux cycles de lyse de 12 secondes à 4200RPM, dans un appareil refroidi à 4°C, avec une 

interruption de 5sec entre les cycles. Si la lyse est réalisée sans détergent, la centrifugation est 

de 500g pendant 10min. Si la lyse est réalisée directement avec détergents la centrifugation est 

de 12 000g pendant 10min. 

 

Le surnageant est ensuite prélevé et la quantité de chaque détergent adaptée au volume est 

ajoutée, avant de compléter tous les échantillons par du tampon de lyse complet, de sorte à avoir 

un volume de lyse d’1,2mL pour chacun.  

La lyse par les détergents est poursuivie sur roue à 4°C durant une heure, puis les éléments 

non solubilisés sont sédimentés dans le culot à 16 000g durant 15min (4°C). 

 

Un dosage protéique BCA est réalisé sur le surnageant pour déterminer la quantité totale de 

protéines extraites et ajuster le volume déposé sur les billes GFPtrap® lors de chaque 

expérience, de sorte à avoir une concentration protéique identique mise en jeu dans chaque IP 

qui sera ensuite déposée sur un même gel d’acrylamide et révélé sur un même Western blot.  
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b) Immunoprécipitation du DOR-eGFP extrait des moëlles 

épinières  

Pour leur facilité d’utilisation et un rendement d’ « extraction » similaire, nous avons pour 

ces expériences eu recours aux billes Chromotek magnétiques GFP-trap®, 20µL pour une 

moëlle, soit 500µg de protéines par échantillon. 

 
Figure 19 Evaluation de l’efficacité d’extraction de DOR-eGFP après lyse dans des tampons 

RIPA ou DDM/CHAPS ainsi que de la concentration en NaCl sur l’immunoprécipitation de 

DOR-eGFP extraits de moëlles épinières.  

Evaluation de la quantité par Western blot avec un anticorps anti-GFP couplé à la Horse 

radish peroxidase (HRP). Abréviations : DDM = (n-Dodecyl β-D-Maltopyranoside), CHAPS = 

(3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesulfonate)  

4) Extraits de ganglions rachidiens dorsaux 

a) Broyage 

Les ganglions rachidiens dorsaux (GRD) sont composés des corps cellulaires des neurones 

sensoriels périphériques. Ils sont tous regroupés en une boule et les deux fibres nerveuses en 

partent en un point. Ils sont prélevés avec le moins de fibres possibles (coupées à environ 1mm 

du GRD), mais cette structure est donc assez fibreuse, et les billes en céramique de 1,4mm ne 

parvenaient pas à les casser efficacement. La solution fut d’utiliser des billes de verre de 0,6mm. 

250mg de billes additionnées à 350µL de tampon contenant du détergent a permis de ne presque 

plus avoir de résidus fibreux après deux cycles de broyage.  

Par ailleurs, étant très petits (environ 1mm pour un GRD), ils décongèlent très rapidement 

lorsqu’ils ne sont plus enfouis dans la carboglace. Il était donc particulièrement important 

d’avoir des tubes et billes de lyse préalablement refroidis et d’ajouter le tampon à la toute 

dernière seconde.  
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Une centrifugation de 10min à 12 000g est réalisée sur ces lysats pour éliminer du surnageant 

qui sera prélevé les tissus non broyés et les billes très fines.  

b) Immunoprécipitation du DOR-eGFP extrait des GRD 

Pour obtenir un signal détectable, il faut utiliser les GRD lombaires d’au moins deux 

animaux homozygotes DOR-eGFP. Cela correspond à environ 300µg de protéines dans un 

volume de 1000µL. Une quantité normalisée de protéines est mise en contact avec 15µL de 

billes magnétiques GFP-trap durant une nuit.  

   
 

      
       

Figure 20 Essai de lyse des ganglions rachidiens dorsaux avec et sans détergents.  

Les organes ont été lysés au bioprep-24R avec des billes de verre 0,6mm dans un tampon 

sans ou avec détergent (RIPA). Le récepteur DOR extrait a été immunoprécipité sur des billes 

GFP-trap magnétiques puis révélé par Western Blot à l’aide de l’anticorps anti-GFP-HRP. Le 

signal obtenu a été rapporté à la quantité de lysat utilisée pour l’immunoprécipitation, 

l’extraction de DOR-eGFP semble plus importante lors d’une lyse en présence de détergent.  

D. Co-immunoprécipitations de DOR-eGFP et des complexes 

protéiques associés 

1) L’objectif des co-immunoprécipitations : problématique et 

différence de l’immunoprécipitation 

Les co-immunoprécipitations ont été réalisées dans le but d’isoler le récepteur DOR-eGFP 

du cerveau avec les protéines partenaires. Il faut donc extraire le récepteur tout en maintenant 

les liaisons protéines-protéines autant que possible, aussi bien faibles que fortes. 
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2) Conditions évaluées pour visualiser l’interaction DOR-eGFP 

et GPRASP1 par co-immunoprécipitation révélée par Western Blot 

Tableau 15 Évaluation des paramètres importants pour la co-immunoprécipitation de 

GPRASP1 avec DOR-eGFP 

Conditions de broyage 

Appareil de broyage Dounce Ultra turrax  Bioprep  

Tubes bioprep 2mL 5mL   

Volume de tampon 1,5mL + 1,5mL 3mL + 3mL   

Nb billes bioprep 10 15 20  

Composition du tampon 

Tampon HEPES TrisHCl   

pH 7,4 7,8  500 

NaCl 50 150 300  

Détergents Triton X100 RIPA 
DDM 
CHAPS 

 

 Après le broyage Pendant le broyage  

Additifs Iodoacétamide MgCl2 Zinc  

Inhibiteurs Protéases phosStop®    

Conditions expérimentales 

Préclarification Non 30min 40µL   

Nombre de lavages 3 5   

Temps d'hybridation des 
billes 

45min 1h 1h30 ON 

Concentration de l'anticorps 
anti-GPRASP pour détection 
en Western Blot 

1/ 10 000 1/ 5 000 1/ 3 000  

En rouge : conditions retenues pour les expériences suivantes. 

3) Broyage des tissus murins 

Après comparaison des résultats obtenus par lyse avec les homogénéiseurs de tissus Ultra 

Turrax®, Dounce et Bioprep®, le Dounce a montré une extraction de protéines plus faible, un 

broyage des tissus bien plus variable et un signal de DOR-eGFP immunoprécipité non amélioré, 

cette méthode a donc été abandonnée au profit du Bioprep. Le cycle de lyse établi est de 2 fois 

15 secondes avec 20 billes de céramique et 3mL de tampon, interrompues par 5 secondes 

permettant un refroidissement du milieu. L’échantillon est une première fois centrifugé à 12 

000g 10 min pour éliminer la mousse de sorte à prélever le surnageant contenant les protéines 

solubilisées, et le culot est à nouveau broyé 15 secondes avec 3mL de tampon additionnel et 
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centrifugé de même.Les détergents sont mis dès la lyse du tissu car ils permettent une meilleure 

extraction protéique.  

La lyse est ensuite poursuivie une heure, avant de sédimenter les protéines non solubilisées 

par 15min de centrifugation à 16 000g. Le dosage protéique est réalisé par la méthode de 

Bradford. 

 

Figure 21 Évaluation de l’appareil de lyse, du nombre de lavages et de la préclarification 

sur la co-immunoprécipitation entre DOR-eGFP et GPRASP1.  

Evaluation de la quantité de DOR-eGFP par Western blot avec un anticorps anti-GFP couplé 

à la Horse radish peroxidase HRP et de GPRASP1 et son homologue le plus proche GPRASP2 

à l’aide de l’anticorps polyclonal de lapin du laboratoire, anti-GPRASP (Zeder-Lutz et al. 2023) 

Le tampon de lyse est composé de 0,3% DDM, 0,5% CHAPS, 150mM NaCl et inhibiteurs de 

protéases. L’extraction de DOR-eGFP est comparée en ne prenant en compte la luminescence 

obtenue en fonction que la technique de broyage. 

4) Évaluation de la composition optimale du tampon de lyse 

pour la co-immunoprécipitation de GPRASP1 avec DOR-eGFP 

Des données préliminaires de co-immunoprécipitation de DOR-eGFP et GPRASP1 avaient 

déjà été établies par nos collaborateurs Dr. D. Massotte et le laboratoire des Dr. P. Marin et F. 

Vandermoere mais leur protocole expérimental exact était parcellaire. La reproduction de leur 

résultat a nécessité de nombreux essais. La composition en détergent était connue : 0,5% n-

Dodecyl β-D-Maltopyranoside (DDM) et 0 ,3% 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-

propanesulfonate (CHAPS). Cette composition a donc été maintenue. Cependant, lors de nos 
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premières expériences un signal GPRASP1 presque aussi intense était observé également dans 

les échantillons contrôles négatifs DOR-WT, il a donc fallu optimiser toutes les conditions de 

co-immunoprécipitation. 

Une concentration de 50mM en NaCl a été retenue, de même qu’un pH un peu plus basique 

pour stabiliser les liaisons, soit 50mM pH 7,8. Des inhibiteurs de protéases et de 

phosphatases ont été ajoutés sans perturber les interactions protéiques ni avec l’anti-GFP 

couplé aux billes agarose du GFP-trap, 

De l’iodoacétamide 7,5mM s’est révélé essentiel pour détecter l’interaction spécifique de 

GPRASP1 dans des complexes protéiques avec DOR-eGFP selon le protocole utilisé par 

Granier et collaborateurs pour l’extraction et la purification du DOR à des fins d’étude 

structurales (Granier et al., 2012). L’iodoacétamide limite la formation de liaisons aspécifiques 

avec les cystéines libres. 

Bien que l’ajout d’ions ait augmenté la quantité de GPRASP1 et GPRASP2 entrainée dans 

la co-immunoprécipitation avec DOR-eGFP, le magnésium et le zinc n’ont pas apporté 

d’amélioration à la spécificité du signal et n’ont donc pas été gardés dans la composition du 

tampon (la présence de zinc entraine une interaction aspécifique très forte de GPRASP1 et 

GPRASP2 dans les protéines co-immunopréicpitant avec DOR-WT ou DOR-eGFP.. 

5) Billes GFP-Trap 

Malgré la facilité d’utilisation accrue, il est apparu que les billes GFP-trap® magnétiques 

Chromotek aussi bien que les Miltenyi microbilles marquées par anti-GFP µMACS® gardaient 

un signal aspécifique de GPRASP1 et d’actine plus important que celui produit par les billes 

GFP-trap® agarose de Chromotek, aussi les billes GFP-trap® agarose ont 

été sélectionnées pour les expériences de co-immunoprécipitations. 

Une étape de préclarification par des billes agarose « vides » a également été ajoutée pour 

diminuer le nombre de protéines présentes dans le milieu capables de s’adsorber sur la surface 

des billes.  

Au cours de l’optimisation, des analyses préalables par spectrométrie de masse ont été 

réalisées par le Dr. P. Hammann, pour vérifier l’enrichissement de DOR-eGFP dans les co-

immunoprécipitations et le nombre et la spécificité des complexes protéiques co-

immunoprécipités. 
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6) Co-immunoprécipitation des complexes protéiques avec 

DOR-eGFP issus d’extraits de cerveau 

Dans une cohorte, chaque cerveau de souris a systématiquement été séparé après la lyse en 

deux co-immunoprécipitations après l’heure de lyse pour permettre des duplicats d’expérience. 

Les extractions de protéines donnant systématiquement plus de 20mg de protéine par cerveau, 

jusqu’à 30mg, 10mg de protéine dans 2,9ml de lysat ont été placés en présence de 40µl de billes 

GFP-trap® agarose ON à 4°C sur la roue. 
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II. Partie 2 : Article. La tolérance analgésique DOR  

A. Introduction, contexte général 

Dans les pistes d’amélioration de la prise en charge de la douleur chronique, le DOR pourrait 

être une cible intéressante à développer. Cependant, un développement de tolérance analgésique 

rapide est décrit suite à son activation répétée par ses agonistes, limitant son potentiel 

thérapeutique. Les hypothèses de mécanismes cellulaires sous-tendant la mise en place de la 

tolérance sont principalement basées sur l’internalisation rapide et massive suivie de la 

dégradation du DOR après sa stimulation. Lors d’une administration quotidienne de l’agoniste 

SNC80 à des souris, la tolérance analgésique est accompagnée d’une diminution de la quantité 

de DOR présent dans le système nerveux, aussi bien au niveau central (hippocampe, moëlle 

épinière) que dans les voies périphériques de transmission de la douleur (GRD) (Pradhan et al., 

2010). Différentes protéines sont impliquées dans l’internalisation et l’adressage intracellulaire 

du DOR, on trouve parmi elles les b-arrestines et GPRASP1. GPRASP1 a montré in vitro un 

effet potentiateur de la dégradation du récepteur, mais ce phénomène n’a jamais été étudié en 

modèle animal, ni son impact sur la réponse analgésique aux agonistes DOR. 

B. Objectif  

Compte tenu des connaissances sur l’implication de GPRASP1 dans la dégradation de 

RCPG, de la corrélation entre une dégradation de DOR suite à une stimulation répétée et du 

développement rapide d’une tolérance analgésique, nous avons voulu étudier dans un modèle 

animal l’importance de GPRASP1 dans le développement de la tolérance analgésique de DOR 

au SNC80. Cela a pu être réalisé grâce à des souris déficientes pour GPRASP1, ainsi que 

l’évaluation de la phosphorylation, l’internalisation et la dégradation de DOR à la suite de son 

activation. Pour réaliser cette étude nous avons utilisé 2 lignées de souris : les souris KO-

GPRASP1 disponibles au laboratoire et une nouvelle lignée qui a été générée par croisement 

entre les souris knock-in DOR-eGFP et les souris KO-GPRASP1. L’utilité de travailler avec 

les souris DOR-eGFP résidait dans la possibilité de déterminer par plusieurs techniques la 

quantité de récepteurs dans les extraits de tissus murins.  
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C. Résumé des résultats 

Nous avons mis en évidence dans deux modèles de douleur chronique différents, grâce à des 

souris génétiquement déficientes pour GPRASP1, que cette protéine cytoplasmique est 

nécessaire au développement de la tolérance analgésique au SNC80. En revanche, les résultats 

de biochimie indiquent que, quelle que soit la méthode de dosage ou l’organe concerné, cette 

modification apparente de la tolérance ne provient pas d’une différence de dégradation du 

DOR-eGFP. Le mécanisme de phosphorylation de DOR-eGFP menant à la désensibilisation 

puis l’internalisation du DOR-eGFP est lui aussi maintenu dans les souris KO-GPRASP1.  

Une différence faible mais significative a été mise en évidence par immunohistochimie dans 

la localisation subcellulaire de DOR-eGFP entre les souris sauvages et les souris KO-GPRASP1 

avant activation. Ces résultats, qui restent à être confirmés par une autre technique suggèrent 

un rôle de GPRASP1 dans l’adressage du DOR dans les compartiments intracellulaires.  

Tous les résultats indiquent que ce n’est pas la dégradation du DOR qui est responsable de 

la tolérance analgésique, et que 15% de DOR résiduels peuvent suffire à obtenir un effet 

analgésique maximal dans les souris KO-GPRASP1.  

Ce manuscrit est rédigé et sera soumis dès que les analyses d’interactôme de DOR-eGFP par 

spectrométrie de masse dans différentes conditions de traitement des souris sauvages ou KO-

GPRASP1 en cours d’analyse auront été finalisées. 
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Abstract  

Agonists activating delta-opioid receptor (DOR) display analgesic properties with less 

adverse effects than morphine derivatives targeting mu-opioid receptor (MOR). However, 

analgesic tolerance to DOR agonists (loss of the analgesic effect) develops rapidly upon repeated 

DOR activation. GPRASP1, an intracellular protein that interacts with DOR, has been suggested to 

play a role in DOR degradation following its internalization in vitro, two determinants that could 

contribute to analgesic tolerance. Using GPRASP1-KO mice, GPRASP1 was now indeed found 

mandatory for the development of analgesic tolerance to the high-internalizing DOR agonist, 

SNC80, in two models of chronic pain, neuropathic and inflammatory and in two nociceptive 

modalities, mechanical and thermal. However unexpectedly, GPRASP1 was not found necessary 

for activated DOR degradation. Using a unique mouse line knock-out for GPRASP1 and knock-in 

for a fluorescent DOR-eGFP, the unaltered degradation of activated DOR-eGFP in brain from 

GPRASP1-KO mice was confirmed with two distinct methods (Western blot using anti-GFP 

antibodies and radiolabelled ligand binding). Chronically activated DOR-eGFP were also degraded 

to the same extent between WT and GPRASP1-KO mice in spinal cord and in dorsal root ganglion. 

Despite substantial degradation, the anti-hyperalgesic effects of SNC80 were mediated by the 

residual DOR-eGFP since it was abolished by pre-incubation with Naltrindole, a selective DOR 

antagonist. Activated DOR-eGFP were also desensitized to the same extent in WT and GPRASP1-

KO mice in as much as phosphorylation was concerned. We finally analysed for the first time as a 

function of time after SNC80 activation, the interactome of DOR-eGFP from brain extracts.  

Significance Statement  

Chronic pain is a major health issue. Morphine derivatives targeting MOR remain the gold 

standard clinical analgesics but induce severe side effects including analgesic tolerance that 

contributed to the death records during the opioid crisis in the US. We have investigated the 

molecular mechanism of analgesic tolerance to DOR agonists, that have potentials in treating 

chronic pain. We definitively establish that degradation of DOR is dissociated from the mechanism 

of analgesic tolerance and that GPRASP1 is central to the development of tolerance. Since 
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GPRASP1 interacts with a number of GPCRs in vitro, it could have a role in the development of 

adaptations to chronic use of drugs targeting other GPCRs than DOR.       

 

Main Text 

 

Introduction 

 

Chronic pain is a serious health issue that concern 20% of adults in the Western countries (Rikard 

SM et al. 2023). For around 5-8% of adults it is subcategorized as High-Impact chronic pain (Zelaya et al., 

2020)(Dahlhamer et al., 2018)(Fayaz et al., 2016)) because it has various psychological impacts and becomes 

crippling in everyday life. Many G-protein Coupled Receptors (GPCRs) are involved in the modulation of 

pain processes, including its initial detection and regulation as well as establishment and maintenance of 

chronic pain (Obeng et al., 2021)(Stone and Molliver, 2009)). Nowadays, opioids agonists targeting the mu 

opioid receptor (MOR) are still the most used analgesics. However, they display numerous side effects and 

their chronic use induces adaptive mechanisms such as tolerance and addiction, that exacerbate life-

threatening side effects as observed with the opioid crisis in the US (Volkow and Blanco, 2021)(Humphreys 

et al., 2022). 

The delta opioid receptor DOR is considered as an alternative drug target to treat chronic pain 

(Quirion et al., 2020). Consistent with its involvement in nociceptive regulation, DOR is located, in rodents 

as in human, in different regions of the nervous system involved in the modulation of nociception and pain 

including dorsal root ganglia, spinal cord, striatum and amygdala. Like MOR, it is associated with a Gi/o 

protein, inactivating nociceptive signal transmission (Kurose et al., 1983). Many studies have shown in 

persistent pain animal models (neuropathic, inflammatory, cancer and diabetic) that DOR stimulation by an 

agonist reverses hyperalgesia in mechanical as well as thermal modalities (Gavériaux-Ruff and Kieffer, 

2011). Unlike drugs targeting MOR, agonists targeting DOR trigger neither constipation nor respiratory 

depression and display poor addictive properties (Chu Sin Chung and Kieffer, 2013). A major current limit 

to DOR targetting is the rapid development of an analgesic tolerance to daily administration with high-

internalizing agonists such as the prototypical SNC80 (Pradhan et al., 2009a, 2010).  

Tolerance refers to the reduction of the effect of a drug upon successive administrations. Analgesic 

tolerance to MOR agonists has been thoroughly studied and reviewed and probably depends both upon 

cellular tolerance including the decrease of functional MOR by desensitization and internalization through 

beta-arrestins and the reinforcement of counteracting signaling such as super-activation of the adenylate 

cyclase and upon adaptive modifications of the pain circuitry of the nervous system including the 
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development of opioid-induced hyperalgesia (Cahill et al., 2016; Khan and Mehan, 2021; Roeckel et al., 

2016). Analgesic tolerance to MOR agonist is ligand-dependent and much efforts have been recently put 

towards developing G-protein biased-agonist instead of ligands activating both G-protein and beta-arrestins 

pathways (Kliewer et al., 2019)(Kelly et al., 2023). The molecular mechanisms regarding analgesic tolerance 

to DOR high-internalizing agonists is much less characterized and is so far proposed to be directly linked to 

rapid degradation of DOR into lysosomes  (Pradhan et al., 2009b),  (Pradhan et al., 2010)(Cahill et al., 2016) 

following its internalization by beta-arrestin1 (Pradhan et al., 2016; Vicente‐Sanchez et al., 2018). 

The molecular mechanism of DOR degradation has been mainly studied using in vitro assays with 

tagged-DOR expressed in heterologous cell system. One of the major proteins proposed to be involved in 

DOR degradation in vitro is the GPCR-associated Sorting protein 1 GPRASP1, a protein of 1395 aa in humans. 

Initial two-hybrid screens identified a 500 residues-long carboxyl-terminal domain of GPRASP1 as 

interacting with the C-tail of DOR by two independent groups (Whistler et al., 2002)(Simonin et al., 2004). 

This domain contains an armadillo-like repeat conserved between the 10 members of the GPRASP/ARMCX 

protein family and 3 of the 22 tandem GASP-motif repeats that mediate interaction with G-protein coupled 

receptors (Abu-Helo and Simonin, 2010)(Bornert et al., 2013; Kaeffer et al., 2021). In a previous study, 

Whistler and colleagues showed that overexpression of GPRASP1 in HEK293 cells could increase the amount 

of ligand-induced DOR degradation as measured in radioligand binding experiments while a C-terminal form 

of GPRASP1 acting as a dominant-negative mutant, was able to slow-down the degradation of the activated 

DOR (Whistler et al., 2002). The interaction between GPRASP1 and DOR was further confirmed in vitro in 

GST pull-down assays with the C-tail of DOR and in vitro translated radiolabeled GPRASP1 (Bornert et al., 

2013; Whistler et al., 2002) and by co-immunoprecipitation (Simonin et al., 2004). Using the GST-pull-down 

assay, GPRASP1 was found, by the two teams independently, to display interaction with a large number of 

C-tail of GPCRs (Simonin et al., 2004)(Heydorn et al., 2004)  and GPRASP1 has been further implicated in 

degradation of GPCRs in vitro including the degradation of the dopamine D2 and D3 receptor (Bartlett et 

al., 2005; Thompson and Whistler, 2011) and DOR (Whistler et al., 2002) by interacting with the ESCRT 

complex protein HRS and dysbindin (Marley and Von Zastrow, 2010; Rosciglione et al., 2014) and the 

degradation of the cannabinoid CB1 receptor (Martini et al., 2007; Tappe-Theodor et al., 2007) by 

interacting with Beclin2 (He et al., 2013; Kuramoto et al., 2016), for review see Kaeffer et al. 2021(Kaeffer 

et al., 2021).  

The role of GPRASP1 in activated GPCRs degradation in vivo still needs clarification. Two teams generated 

independently GPRASP1-deficient mice including ours (Boeuf et al., 2009)(Thompson et al., 2010). 

Whistler’s team observed an absence of activated GPCR degradation in GPRASP1-KO mice, concerning CB1 

receptors (Martini et al., 2010) as well as D2 receptors (Thompson et al., 2010). But in our GPRASP1-KO 

mice, instead, a slight increase of activated D2R was observed in similar conditions of cocaine treatment 
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(Boeuf et al., 2009). On the other hand, using GPRASP1-KO mice, converging results from the two teams 

clearly establish the necessity of GPRASP1 in the development of adaptations following chronic activation 

of D2 and D3 receptors (Boeuf et al., 2009)(Thompson et al., 2010)(Schamiloglu et al., 2023) and in the 

development of analgesic tolerance to agonists targeting CB1 (Martini et al., 2010) , for review see Kaeffer 

et al. 2021). But so far, while DOR was the first GPCR discoverered to interact with GPRASP1 in vitro, no 

study has been undertaken to understand the role of GPRASP1 in DOR signaling and trafficking in vivo.  

 In this context, our aim was to explore the role of GPRASP1 in the development of 

analgesic tolerance to the fast-internalizing agonist of DOR SNC80 and in the degradation of activated DOR 

in vivo, using a newly generated mouse line that expresses DOR as a fusion protein with the fluorescent 

eGFP fluorophore (DOR-eGFP knock-in mice (Erbs et al., 2015; Scherrer et al., 2006) and that is constitutively 

deficient for the expression of the GPRASP1 protein.     

 

Results 

GPRASP1 can be co-immunoprecipitated with DOR-eGFP from brain extracts (Fig. 1)  

In a first step, we wanted to ascertain that GPRASP1 can be found in interaction with DOR in vivo. 

As there is not yet any specific DOR antibodies available, we used DOR-eGFP knock-in mice that express the 

fluorescently-tagged DOR under the endogenous DOR promotor with no detectable alteration in mouse 

behavior (Pradhan et al., 2010, 2009b; Scherrer et al., 2006)(Faget et al., 2012) We 

immunoprecipitated DOR-eGFP from 10mg brain extracts of DOR-eGFP knock-in mice on GFP-Trap agarose 

beads and investigated whether GPRASP1 can be specifically detected from DOR-eGFP immunoprecipitates 

with in-house validated anti-GPRASP antibodies (Zeder-Lutz et al., 2023). As shown in Figure 1, GPRASP1 

could be detected from DOR-eGFP immunoprecipitates. This result indicates that GPRASP1 can interact 

with DOR-eGFP in brain from non-treated mice and that the eGFP, localized on the C-tail of DOR, does not 

seem to cause steric hindrance and to interfere with this protein-protein interaction. Of note, the closest 

homolog of GPRASP1, GPRASP2, was also significantly enriched in DOR-eGFP immunoprecipitates 

suggesting that GPRASP2 also interacts in vivo with DOR. 

 

Analgesic tolerance to repeated SNC80 injections is absent in DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice in a model of 

neuropathic pain. 

 We next studied the potential role of GPRASP1 in the development of analgesic tolerance to DOR 

agonist SNC80. To this purpose, we generated a new mouse-line by crossbreeding DOR-eGFP knock-in mice 

with GPRASP1-KO mice and studied the consequences of chronic SNC80 administration in a model of 
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neuropathy induced by the constriction of the sciatic nerve both in males and females. The anti-allodynic 

effect of SNC80 was evaluated everyday with von Frey filaments following injection of SNC80 during 9 days. 

First, we observed a basal sensitivity of the paw of 1.9 g ± 0.06 in DOR-eGFP/GPRASP1-KO males (Fig. 2A) 

and 1.6 g ± 0.1 in females (Fig. 2B). Similar values were obtained in DOR-eGFP/GPRASP1-WT. Three weeks 

after the surgery a strong allodynia was observed in both genotypes and both sexes (Fig. 2). The anti-

allodynic effect of the first administration of SNC80 on day 1 (10mg/kg, i.p., 45 minutes before testing) was 

similar in WT and GPRASP1-KO mice both in males and in females. In DOR-eGFP/GPRASP1-WT animals the 

anti-allodynic action of SNC80 started to decline after the second administration of SNC80 and was 

completely absent from day 3 to day 9 in males and from day 3 to 7 in females (Fig. 2). Conversely, in DOR-

eGFP/GPRASP1-KO males and females, the anti-allodynic effect of SNC80 was fully maintained throughout 

the experiment. In the same experiment, we also evaluated thermal allodynia on day 7 in males and on day 

5 in females in the cold plate test (Fig. S1). In DOR-eGFP/GPRASP1-WT males, the number of paw lift was 

similar between vehicle and SNC80-treated groups but was significantly lower in DOR-eGFP/GPRASP1-KO 

males treated with SNC80. The female group of DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice also display a diminished 

number of paw lift upon SNC80 administration although it was not significant due to the high dispersion of 

the number of paw lifts in the vehicle group (Fig. S1B). Altogether, these data show that GPRASP1 is 

mandatory for the development of analgesic tolerance to the fast-internalizing DOR agonist SNC80 both in 

males and females with neuropathic pain. 

 

Analgesic tolerance to repeated SNC80 injections is absent in DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice in a model of 

inflammatory pain.  

 Next, an inflammatory pain model with Complete Freund Adjuvant’s (CFA, 20µl, s.c.) injected at 

the base of the tail of male mice was investigated. To precipitate the development of analgesic tolerance, 

the two first administrations of the SNC80 agonists were spaced by 4 hours (Pradhan et al., 2009a) and then 

administration of SNC80 was once daily for 4 consecutive days. The results are presented with the number 

of SNC80 injections (5 in total). The brain, the spinal cord and the dorsal root ganglia were collected after 

the behavioral experiments, 6 hours after the fifth administration of SNC80, when its anti-hyperalgesic 

effect was over.  

In the mechanical pain modality, basal nociceptive threshold as well as the hyperalgesia induced by CFA 3 

days after its injection were similar in both DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice (Fig. 

3A). The first SNC80 administration (10mg/kg, i.p.) displayed anti-nociceptive activity that was similar in 

DOR-eGFP/GPRASP1-WT and in DOR-eGFP/GPRASP1-KO. In DOR-eGFP/GPRASP1-WT, this anti-nociceptive 

activity started to decline after the second administration and was completely absent after administrations 
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3 to 5 while it was fully maintained in DOR-eGFP/GPRASP1-WT. We obtained the same results by measuring 

the thermal nociceptive threshold of the animals in the tail immersion test (Fig. 3B). These data show that 

analgesic tolerance to SNC80 fully developed in DOR-eGFP/GPRASP1-WT mice but not in DOR-

eGFP/GPRASP1-KO mice. Finally, naltrindole (5mg/kg, i.p.) fully reversed the anti-nociceptive action of the 

fifth SNC80 administration in DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice, demonstrating that it is due to the activation 

of DOR and not an off-target action (Fig. 3A and 3B). Moreover, we observed that acute anti-hyperalgesic 

effect and development of analgesic tolerance following repeated administrations of SNC80 were similar in 

DOR-eGFP (Fig S2A- S2D) and DOR-WT mice (e.g. non fluorescent DOR; Fig. S2B-S2E), as previously reported 

(Pradhan et al., 2010) and tolerance to SNC80 was absent in DOR-WT/GPRASP1-KO mice (Fig. S2C-S2F). 

Altogether, these data clearly highlight the mandatory role of GPRASP1 in the development of analgesic 

tolerance to chronic SNC80 in a model of inflammatory pain. Finally, as the analgesic response to SNC80 

has already been shown to be higher in b -arrestin1 KO mice (Pradhan et al., 2016) ; (Vicente-Sanchez et al., 

2018), we investigated the consequences of chronic administration of a lower and a higher dose of SNC80 

(5mg/kg and 20 mg/kg, respectively) in DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice upon 

CFA-induced inflammation. Of note, higher doses of SNC80 than 30 mg/kg have been reported previously 

to potentially be lethal (Vicente-Sanchez et al., 2018). In this experiment, mechanical (Fig. 3C and 3D) and 

thermal pain modalities (Fig. S2G and S2H) were tested. The first injections of 5mg/kg and 20mg/kg of 

SNC80 displayed mechanical anti-nociceptive effect that was similar in DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-

eGFP/GPRASP1-KO mice (Fig. 3C and 3D, respectively). At the fifth injection of SNC80 (5mg/kg and 20 

mg/kg), a significant mechanical anti-nociception was still present in DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice (Fig. 3D) 

but not in DOR-eGFP/GPRASP1-WT mice (Fig. 3C). For the dose of 20mg/kg, acute thermal anti-nociception 

was observed in both genotypes and the development of tolerance was completely absent in DOR-

eGFP/GPRASP1-KO mice as compared to DOR-eGFP/GPRASP1-WT mice (Fig. S2G and S2H). For the dose of 

5 mg/kg, no significant thermal anti-nociception was observed in both genotypes. Of note, all the mice 

treated with the 20mg/kg SNC80 first dose showed convulsion-like behavior that was not further 

characterized but tolerance to the convulsion-like effect of SNC80 developed to the same extent in both 

genotypes starting from the second SNC80 injection.   

 Overall, our results indicate that GPRASP1 is essential for the development of analgesic tolerance 

to SNC80 in two different models of persistent pain, and that the maintenance of the anti-hyperalgesic 

effect of SNC80 in GPRASP1-KO mice is mediated by DOR.  

 

SNC80-activated DOR-eGFP is similarly degraded in WT and GPRASP1-KO mice. 

 In the next series of experiments, we investigated the consequences of the absence of GPRASP1 

on the down-regulation of DOR after chronic SNC80 treatment in vivo. To explore the extent of DOR-eGFP 
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degradation between tolerant mice (WT) and still responding mice (GPRASP1-KO), we combined both 

radiolabeled ligand binding and Western blot experiments either on whole brain membranes or on 

immunoprecipitated DOR-eGFP from tissue extracts of the organs collected after the behavioral 

experiments. Saturations curves of 3H-Deltorphine II were established, for brain membrane extracts of each 

animal after the fifth administration of SNC80 10mg/kg (Fig. 4A). In vehicle treated animals, the KD and 

Bmax values for DOR-eGFP were similar in WT and GPRASP1-KO mice (KD : 2,7±0,89 and 4,2±1,33 and Bmax 

100 ± 17% and 120 ± 13%) suggesting that GPRASP1 does not significantly influence the conformational 

state of DOR that binds to the radiolabeled ligand as well as the total amount of DOR-eGFP. As previously 

described (Pradhan et al., 2010), in DOR-eGFP mice, the receptor was massively degraded after the 

repeated treatment with SNC80 (Bmax : 19 ± 6% n=5). Surprisingly, we observed in DOR-eGFP/GPRASP1-

KO brains the same extent of degradation of DOR-eGFP after repeated treatment, with more than 80% of 

receptor binding loss after SNC80 stimulation (Bmax=16.5 ± 3% n=5, p=0.0006 vs KO-vehicle). Quantification 

of DOR with 3H-Deltorphine II in brain membranes of WT (non-fluorescent DOR) and GPRASP1-KO mice (Fig. 

S3A) showed the same level of DOR degradation in presence or absence of GPRASP1. Moreover, 

quantification of DOR-eGFP with 3H-Deltorphine II in brain membranes of animals treated with the lowest 

dose of SNC80 (5mg/kg) indicated less down-regulation but to the same extent in DOR-eGFP/GPRASP1-WT 

(degradation of 53% n=2, p= 0,0003 vs vehicle) and DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice (degradation of 51% n=2, 

p=0,0023), (Fig. S3B). There was also a dose/effect detected in brain of animals injected with 20mg/kg of 

SNC80 (between 80 and 87% of degradation in DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice, 

respectively; n = 2, p <0,0001 and 0,0001 vs vehicle of the same genotype, Fig. S3B).  

 As GPRASP1 has been previously reported to be critical for the sorting toward lysosomal 

degradation of different GPCRs including DOR in vitro (Whistler et al., 2002), we further quantified DOR-

eGFP on brain membrane lysates of DOR-eGFP ± GPRASP1-KO mice by Western blot with an anti-GFP 

antibody in order to avoid any bias associated with radioligand binding experiments. Extracts of DOR-WT 

mice were used as a negative control for the eGFP signal. As shown in Figure 4B, the quantification of the 

luminescent signals confirmed that the initial pool of DOR-eGFP was similar after CFA inflammation in the 

presence or absence of GPRASP1 (DOR-eGFP/GPRASP1-WT vehicle 100 ± 7.7 %; DOR-eGFP/GPRASP1-KO 

vehicle 98.4 ± 6 %) and that the decrease of DOR-eGFP after SNC80 treatments was similar in DOR-

eGFP/GPRASP1-WT  and DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice (WT SNC80 38.9 ± 3.2 %, vs vehicle p < 0.005; 

GPRASP1-KO SNC80 31.7 ± 3.2 %, vs vehicle p < 0.005, WT vs KO SNC80: p=0.97 One way ANOVA). With this 

method, we also observed DOR degradation depends on the dose of SNC80 used, with around 53% and 

45.6% of DOR-eGFP left at 5 mg/kg, decreasing to 30% and 25.6% at 20 mg/kg for DOR-eGFP/GPRASP1-WT 

and DOR-eGFP/GPRASP1-KO, respectively (Fig. S3C and S3D). As a control, GPRASP1 could be detected in 

the total brain membrane extracts of DOR-eGFP/GPRASP1-WT mice by Western blot with anti-GPRASP 

antibodies but not in DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice (Fig. 4B). We observed no significant variation of 
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quantities of GPRASP1 detected between vehicle- and SNC80-treated mice. Interestingly, a band 

corresponding to GPRASP2 was also detected in the membrane fraction and no significant variation was 

observed between WT and GPRASP-KO mice or between SNC80-treated or control animals. Taken together, 

these results show that GPRASP1 is not necessary for DOR degradation in the brain upon chronic 

stimulation. Yet, they further indicate that after chronic SNC80 treatment there was sufficient DOR left in 

GPRASP1-KO mice to obtain a full anti-hyperalgesic effect of SNC80 (Figures 2 and 3).  

 Since the anti-hyperalgesia mediated by DOR originates to a large extent from Nav1.8 sensory 

neurons of the DRG projecting into the skin and the spinal cord (Gavériaux-Ruff and Kieffer, 2011) (Nozaki 

et al., 2012), we next investigated the role of GPRASP1 in DOR degradation in the first relay of pain (i.e. the 

spinal cord and DRG). GPRASP1 could be detected by Western blot with anti-GASP antibodies in the lumbar 

spinal cord (Fig. 4C) and DRG (Fig. S3E) total lysates of DOR-eGFP/GPRASP1-WT but not of DOR-

eGFP/GPRASP1-KO mice indicating that the protein is expressed in these tissues. Again, the GPRASP2 band 

was also detected in spinal cord and in DRG (Fig. 4C and Fig. S3E, respectively) with no significant variation 

between WT and GPRASP1-KO mice treated or not with SNC80. To quantify DOR in the lumbar spinal cord 

and DRG, DOR-eGFP was immunoprecipitated on GFP-trap agarose beads to concentrate the signal. In 

spinal cord extracts (Fig. 4C), the amount of DOR-eGFP quantified following Western blotting with an anti-

GFP antibody conjugated to HRP was equivalent in vehicle-treated DOR-eGFP/GPRASP1-WT (100 ± 4,9 %) 

and in vehicle-treated DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice (91 ± 17 %). The down-regulation of DOR in lumbar 

spinal cord was as massive as in the brain after 5 administrations of SNC80 (10mg/kg, i.p.) and detected in 

both WT (DOR left: 35 ± 4%, p < 0.001 vs vehicle group) and GPRASP1-KO mice (DOR left: 28 ± 4 %, p < 0.001 

vs vehicle group). In DRG, the quantity of DOR-eGFP was very low even when DRG of 2 mice were pooled 

for one immunoprecipitation on GFP-trap beads, excluding statistical measurements. However, a faint band 

corresponding to DOR-eGFP was systematically detected in DRG lysates of vehicle-treated mice in either 

DOR-eGFP/GPRASP1-WT or DOR-eGFP/GPRASP1-KO (Fig. S3E) while there was less detectable DOR-eGFP 

after SNC80 treatment in both genotypes, indicating that DOR degradation also takes place in primary 

nociceptors and is not critically influenced by the absence of GPRASP1. 

 Overall, our results of in vivo experiments and DOR quantification in DOR-eGFP/GPRASP1-WT and 

DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice, show that GPRASP1 is mandatory for the development of analgesic tolerance 

to DOR agonist SNC80 but is not involved in SNC80-induced DOR degradation at all the levels of the nervous 

system involved in pain pathways. This suggests that contrary to the general assumption in the field, 

agonist-stimulated DOR degradation is not the main mechanism leading to analgesic tolerance to the high-

internalizing DOR SNC80 agonist. Furthermore, contrary to the previously published in vitro experiments, 

GPRASP1 is not critically involved in DOR degradation in vivo.  
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Plasma membrane DOR localization is slightly different in brain of DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-

eGFP/GPRASP1-KO mice. 

 The complex membrane trafficking of DOR has been implicated in the development of analgesic 

tolerance, since low-internalizing agonists or agonists that mediate fast recycling of DOR to the plasma 

membrane develop delayed or no analgesic tolerance (Bagheri Tudashki et al., 2020; Conibear et al., 2020; 

Nozaki et al., 2012; Pradhan et al., 2010, 2009b). We therefore decided to investigate if the absence of 

GPRASP1 had any effect on the subcellular localization of DOR-eGFP by immunohistochemistry following 

established protocols (Erbs et al., 2016; Faget et al., 2012). Brain slices of animals with CFA-induced 

inflammatory pain and chronically treated with SNC80 were collected 24 hours after the last administration 

of SNC80 (4 animals per group, 3 slices per animal). In the hippocampus, striatum, cortex and septum, 

neurons expressing DOR-eGFP were identified in WT and in GPRASP1-KO animals by fluorescence 

microscopy using the Nanozoomer Hamamatsu slide reader. The brain regions where we observed the 

presence of DOR-positive cells were similar in DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO 

animals, in inflammatory condition, with and without  five SNC80 stimulations. Confocal microscopy 

allowed us to observe a different subcellular distribution of the DOR-eGFP signal between cells: sub-

plasmalemmal for some of them, punctiform in the cytoplasm for others, or a mixed distribution (Fig. 5A). 

First, the global amount of DOR-eGFP intensities relative to the total cell surface were quantified per cell. 

There was no difference in the quantity of DOR-eGFP measured by this technique between vehicle-treated 

DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO animals, in agreement with the results obtained with 

the two biochemical methods used for quantifications of DOR-eGFP in total brain membranes. However, 

for the two SNC80-treated groups, independently of the genotypes, there was no significant reduction of 

the fluorescence intensities of the DOR-eGFP in DOR-expressing cells, despite that down-regulation of DOR 

was clearly detected with biochemical methods. This result suggests that after SNC80 treatments most 

DOR-eGFP expressing cells have probably an amount of DOR-eGFP that is too low to be detected from the 

background signal. These cells being excluded from the quantifications, the degradation of DOR-eGFP is 

therefore largely underestimated by immunohistochemistry (Fig. 5B).  

 We next evaluated the relative quantities of DOR-eGFP at the plasma membrane as compared to 

the total quantities of DOR-eGFP detected per cell. Cells of vehicle-treated DOR-eGFP/GPRASP1-WT animals 

had on average 33 ± 1% (n = 66) of DOR-eGFP localized at or close to the plasma membrane (Fig. 5C). 

Interestingly, in vehicle-treated DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice the proportion of DOR-eGFP sub-

plasmalemmal signal was significantly reduced to 28 ± 1% (n = 68; (p < 0.0001) of the total cell fluorescence. 

This result suggests that DOR-eGFP might be in a different membrane compartment at steady state in 

inflamed DOR-eGFP/GPRASP1-KO as compared to inflamed DOR-eGFP/GPRASP1-WT mice. Note that the 

proportion of DOR-eGFP sub-plasmalemmal signal was also quantified after SNC80 treatment even so, as 

discussed before, the technique seemed not sensitive enough to detect all the activated DOR-eGFP 
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expressing cells. In the cells where DOR-eGFP fluorescence could be detected, the proportion of DOR-eGFP 

at the plasma membrane was similar between WT (23±0.7% (n=70) 24h after the 5th treatment with SNC80) 

and GPRASP1-KO (24.9±0.7%, n=77) 

Kinetics studies of the interactome of DOR-eGFP after SNC80 activation. 

 In order to investigate further a potential difference of the membrane compartment of DOR-eGFP 

in the brain, in presence or absence of GPRASP1 and therefore a potential difference of the proteins in 

complex with DOR, we undertook interactomics studies of DOR-eGFP as a function of time before and after 

SNC80 activation. Since, between WT and GPRASP1-KO animals, differences in anti-hyperalgesic effects of 

SNC80 were already detected at the second dose of SNC80 either after a gap of 24h in the CCI neuropathic 

pain model (Fig. 2) or after a gap of 4h in the CFA-inflammatory pain model (Fig. 3A), a time-course of 8 

time-points was designed, comprising two successive injections of SNC80 at 24h intervals. Mice received 

vehicle or CFA injection into the tail (20µl s.c.) 72h before SNC80 administration (10mg/kg, i.p.). Three brains 

were collected from the animals of the following groups: non-treated, CFA-inflamed, 15 min, 30 min, 2h, 

4h, 24h after the first SNC80 injection and 30 min after the second injection in CFA-inflamed animals (Fig6A). 

The immunoprecipitations of DOR-eGFP were performed on 10 mg brain lysates with GFP-trap beads.  

Desensitization as measured by phosphorylation of the DOR-eGFP is similar between DOR-

eGFP/GPRAP1-WT versus DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice. 

 First, control immunoblots with 1/10 of the immunoprecipitated materials were run to verify the 

correct DOR-eGFP immunoprecipitations and to follow the kinetics of DOR-eGFP phosphorylation on two 

residues Threonine T361 and Serine S363 known in vitro to participate to the desensitization of DOR then 

to its internalization by beta-arrestins (Kouhen et al., 2000; Mann et al., 2020). Interestingly, DOR-eGFP 

degradation could already be detected since the intensity of the DOR-eGFP total signal at 24h post-SNC80 

was around 20% lower than in CFA-vehicle groups (n= 6, 82 ± 18% in DOR-eGFP/WT mice, 71 ± 15% in DOR-

eGFP/ GPRASP1-KO, of GFP basal signal of the same genotype, Fig. 6A and 6B). It was shown in vivo that the 

fast-internalizing SNC80 produces a strong phosphorylation on S363 and to a lesser extent on T361 after 20 

minutes while low-internalizing agonists that trigger no tolerance are much less potent (Mann et al., 2020), 

but no precise kinetics have been published so far. The immunoblots showed a robust phosphorylation of 

DOR after SNC80 first stimulation (Fig. 6A). The amount of phosphorylation was quantified relative to the 

DOR-eGFP amount of each animal. As described previously, P-S363 (Fig. 6C) peaked at 15 min in WT mice 

(n=3) and decreased thereafter until back to basal level 2h after SNC80 injection. At the second SNC80 

stimulation (CFA SNC80 24h+30min) P-S363 was equivalent to that of the first stimulation (CFA SNC80 

30min). Importantly, the kinetics of P-S363 was not different between DOR-eGFP/ GPRASP1-WT and DOR-

eGFP/GPRASP1-KO mice. The phosphorylation of T361 displayed a different kinetics (Fig. 6A and 6D) since 

it reached its maximum 2h after SNC80 administration (CFA SNC 120min, n=3) and was still at high level 
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after 4h. At the second SNC80 stimulation (CFA SNC80 24h+30min) phosphorylation of T361 was not 

different from that of the first stimulation (CFA SNC 30min). Again, the kinetics of P-T361 was not different 

between WT and GPRASP1-KO mice. In conclusion, DOR was phosphorylated and dephosphorylated with 

the same speed and intensity in both genotypes. Together, these results suggest that during the time-

course of 24h after SNC80 activation, part of DOR-eGFP had been desensitized, internalized and targeted 

to the lysosomes for degradation to the same extent in DOR-eGFP/ GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-

KO mice and that at 24h post-activation DOR-eGFP were no more desensitized. Yet in the CFA-inflammatory 

pain model, the anti-hyperalgesic effect of SNC80 to a second SNC80 injection 4h post-SNC80 first injection 

was already reduced in WT animals as compared with no tolerance in GPRASP1-KO mice, suggesting that 

the role of GPRASP1 in the development of tolerance takes place already between the first 4 hours post-

activation by SNC80.  

Constitutive interaction of GPRASP1 with DOR-eGFP. 

 The blots with 1/10 of the immunoprecipitated materials were also immunostained with anti-

GPRASP antibodies. The band for GPRASP1 was specifically detected with the DOR-eGFP 

immunoprecipitated material from DOR-eGFP/GPRASP1-WT mice at all the time-points and not from 

controls DOR-eGFP/GPRASP1-KO animals. Surprisingly, no significant variation in the amount of GPRASP1 

associated with the activated DOR-eGFP could be observed at any time-points (Fig. 6E). On the contrary, a 

non-significant but reproducible decrease of the interaction of GPRASP1 with DOR-eGFP was observed in 

all immunoprecipitated material obtained from CFA-treated animals activated or not by SNC80 as compared 

to non-treated animals (Fig. 6E). This result suggests that GPRASP1 probably interacts with DOR in a 

constitutive manner and that the interaction of GPRASP1 and DOR was not increased upon activated DOR 

trafficking in the endocytic pathway up to 4h after SNC80 activation, when DOR-eGFP was still strongly 

phosphorylated on P-T361. 

Interactome of DOR-EGFP as a function of time after SNC80 activation (Table 1). 

 Kinetics of the interactome of DOR upon activation with an agonist have already been studied in 

vitro (Lobingier et al., 2017) but in vivo, it has been characterized only in untreated animals (Degrandmaison 

et al., 2020). We therefore aimed to characterize the interactomes of DOR-eGFP from mice after CFA-

inflammation establishment and 30 min after the first or the second SNC80 injections. To this purpose, 

previous co-immunoprecipitations of brains from three mice per group with GFP-Trap agarose beads and 

immunoprecipitated material were analyzed by mass spectrometry.  

The analysis of the results is yet to come. Independently of the results, whether we find a difference between 

WT and KO-GPRASP1 or not, the main points of the article remain and are here after discussed.  

 Discussion  
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GPRASP1 is mandatory for analgesic tolerance to SNC80. 

In the present study, we demonstrated the requirement of GPRASP1 in the development of 

analgesic tolerance to the high-internalizing DOR agonist SNC80 in mice since in both GPRASP1-KO mice, 

either with DOR-eGFP knock-in mice or with DOR-WT (non-fluorescent DOR mice), SNC80 gave a full anti-

hyperalgesic effect at each daily injection in two models of chronic pain. Together with beta-arrestin 1, this 

is the second protein interacting with DOR reported to give a clear phenotype of reduction of analgesic 

tolerance to SNC80. Beta-arrestin 1 was also previously implicated in the development of analgesic 

tolerance to SNC80 using a model of inflammatory pain similar to ours but that injection of CFA was into 

the plantar surface of the hindpaw instead of the base of the tail (Pradhan et al., 2016; Vicente-Sanchez et 

al., 2018). Indeed, in beta-arrestin 1-KO mice an anti-hyperalgesic effect at each daily injection of SNC80 

could be detected but the effect was not as efficacious as what we observed using GPRASP1-KO mice. This 

could be due to a difference in SNC80 doses used since in the study with beta-arrestin 1 KO mice, there was 

an increased in SNC80 efficacy at the first injection compared to WT-mice such that, in order to be in 

equipotent conditions, the SNC80 dose in WT mice was of 10mg/kg but reduced to 3mg/kg in beta-arrestin 

1-KO mice (Vicente-Sanchez et al., 2018). In our inflammatory pain model, three SNC80 doses were tested 

and the results suggested that SNC80 was rather equipotent in the two genotypes: GPRASP1-KO mice 

showed a significant anti-hyperalgesic effect to SNC80 at the first injection of either 5mg/kg, 10mg/kg or 

20mg/kg SNC80. In WT-mice, while the first administrations of either 10mg/kg or 20mg/kg SNC80 gave a 

significant anti-hyperalgesic effect, the first injection of 5mg/kg SNC80 gave an anti-hyperalgesic effect that 

was however not significant, suggesting that the efficacy of SNC80 is slightly increased in GPRASP1-KO mice. 

In any case, GPRASP1-KO mice developed no analgesic tolerance to daily injections of as low as 5mg/kg and 

as high as 20mg/kg SNC80, while analgesic tolerance developed in WT-mice at both 10mg/kg or 20mg/kg 

SNC80. Of note, also we did not properly measure it, WT and GPRASP1-KO mice both displayed convulsive-

like effects upon injection of the first dose of 20mg/kg of SNC80, but this effect disappeared in the 

subsequent injections in both WT and GPRASP1-KO mice. Thus GPRASP1-KO mice probably displayed 

tolerance to the convulsive effect of SNC80. This convulsive effect of SNC80 was proposed to originate from 

DOR-expressing forebrain GABAergic neurons (Chu Sin Chung et al., 2015), to be independent of DOR/G-

protein signaling (Dripps et al., 2018, 2017) and to be repressed by beta-arrestin 1 (Dripps et al., 2018). 

Thus, the signaling pathway of DOR leading to seizure appears to have a very different mechanism than the 

signaling leading to analgesia and it is therefore not so unexpected that GPRASP1 seems not implicated in 

the establishment of tolerance to seizure induced by SNC80.     

Several functions of beta-arrestin 1 on DOR signaling have been proposed, one being its canonical 

function in triggering clathrin-mediated endocytosis of GPCR and the other being a repressor of DOR 

exocytosis from the trans-Golgi network upon a first activation by SNC80 (Mittal et al., 2013). The role of 



  

 14 

beta-arrestin 1 in establishing analgesic tolerance is proposed to be dependent on internalization of 

activated DOR since low-internalizing DOR agonists trigger less analgesic tolerance (Cahill et al., 2016; 

Pradhan et al., 2010, 2009b; Vicente-Sanchez et al., 2018). As for beta-arrestin 1, the role of GPRASP1 is 

also proposed to take place during endocytosis but at a later step than beta-arrestins, at the level of sorting 

activated DOR towards the degradative pathway (Rosciglione et al., 2014; Whistler et al., 2002). This is the 

reason why we next compared the quantity of DOR upon chronic SNC80 treatment in WT and GPRASP1-KO 

mice.  

Analgesic tolerance to SNC80 might not be a consequence of DOR degradation 

The tissues of inflamed mice were collected 6h after the fifth SNC80 injections. Surprisingly, 

activated DOR was degraded to the same extent in brain of GPRASP1-KO compared to WT mice regardless 

of the technique used. Indeed, we have used two independent techniques to measure DOR amount: 

radiolabeled ligand-binding assays showed similar amount of DOR in brain membranes both of DOR-eGFP 

knock-in and DOR-WT (non-fluorescent DOR) mice activated by SNC80 or not, Western blots detecting DOR-

eGFP with anti-GFP antibodies gave similar quantifications in brain membranes and in spinal cord. 

Depending on the method used, after the 5fth SNC80 administration in brain membranes of GPRASP1-WT, 

19% or 39% of DOR-eGFP were left and of GPRASP1-KO 16% or 32% of DOR-eGFP were left (binding or 

Western blot measurements respectively). The Western blot technique is probably more accurate in 

detecting all the DOR-eGFP independently of the receptor conformational state while an agonist was used 

as a radiolabelled tracer for the binding experiments probably detecting mainly high-affinity states of DOR. 

In the spinal cord, the extent of DOR-eGFP degradation was even higher with only 1/3 of the receptors 

remaining after chronic stimulation with SNC80 both in WT and GPRAPS1-KO mice. As to the quantities of 

DOR-eGFP in the DRG, down-regulation of DOR-eGFP seemed to occur to the same extent in WT as in 

GPRASP1-KO mice but could not be quantified due to very faint bands. Importantly, in the SNC80 

dose/effect experiment, the analyzed brains were collected at a later time point after the last SNC80 

administration: down-regulation of DOR-eGFP was still detected 24h after activation of the receptor at the 

time where another SNC80 administration could have been performed. There was a dose/dependent 

degradation of DOR-eGFP with 20% versus 13% of total DOR-eGFP remaining after 20mg/kg SNC80 

injections in WT mice as compared to GPRASP1-KO mice respectively (Western blot measurements of brain 

membranes). Although not significant, the amount of residual DOR-eGFP always appeared even smaller in 

GPRASP1-KO than in WT mice. Taken together, contrary to the general assumption in the field, our results 

strongly suggest that analgesic tolerance to SNC80 in WT mice seems not to be a direct consequence of 

down-regulation of DOR into lysosomes following its internalization. Indeed, it appears to us very unlikely 

that DOR-eGFP would be resistant to degradation in GPRASP1-KO mice only in a small and distinct 

subpopulation of GPRASP1 expressing cells, just the one cells at the origin of the analgesic effect of SNC80 
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perceived in behavioral experiments. Of note, also the extent of DOR-eGFP down-regulation has never been 

quantified in DRG, SNC80 triggers DOR-eGFP internalization in DRG as much as in other tissues investigated 

(Nozaki et al., 2012; Pradhan et al., 2009b). In addition, since a blockade of DOR by pre-treatment with the 

selective DOR antagonist naltrindol could abolish the analgesic effect of SNC80 occurring at the fifth 

injection of GPRASP1-KO mice, our results suggest that the residual DOR-eGFP in GPRASP1-KO mice was 

fully competent to trigger a complete analgesia while the similar amount of residual DOR-eGFP in WT mice 

might not be in an activatable state. This led us to investigate the extent of phosphorylation of DOR as a 

hallmark of desensitization.  

Kinetics of phosphorylation unaltered between WT and GPRASP1-KO mice 

Several Ser and Thr localized in the C-tail of DOR could become phosphorylated upon SNC80 

activation of the receptor, and phosphorylation of Ser363, as a primary site than, subsequently of Thr361, 

are occurring in cells within seconds than minutes respectively (Mann et al., 2020). However, in vivo no 

kinetics of phosphorylation of DOR with SNC80 were reported yet. Phosphorylation of Ser363 was proposed 

to be key to trigger internalization of DOR in vitro (Mann et al., 2020) although the dependence of 

phosphorylation has been questioned for presynaptic overexpressed DOR in cultured rat medium spiny 

neurons (Jullié et al., 2022). In vivo P-S363, and to a lower extent P-T361, was detected as early as 20 

minutes after 10mg/kg SNC80 injection in mice (Pradhan et al. 2009, Mann et al. 2020). To follow DOR 

phosphorylation as a function of time, we designed and are now presenting for the first time, kinetics 

relevant to our results in the behavioral experiments on inflamed mice. A time-course of 8 time-points 

comprising two successive injections of SNC80 at 24h intervals was implemented. DOR phosphorylation was 

analyzed in brains of non-treated mice before or after CFA-inflammation establishment, at 15 min or 30 

min, 2h, 4h, 24h after the first SNC80 injection or 30 min after the second injection. The choice of evaluating 

earlier time-points of SNC80 activation originates from the fact that, in our hand, we already detected 

differences in the efficacy of analgesic effect of SNC80 between WT and GPRASP1-KO mice at 4h after the 

first SNC80 injection in the CFA model of pain and at a second injection of SNC80 at 24h in the CCI pain 

model. Indeed, kinetics of development of tolerance to SNC80 can be a bit variable depending of the studies 

since Pradhan and collaborators reported no tolerance if the second injection was at a 24h-interval from 

the first one (Pradhan et al., 2009). As reported previously P-S363 of DOR-eGFP was maximal at 15 minutes 

post SNC80 first injection in brain of WT mice and it was not different in brain of GPRASP1-KO mice. 

Interestingly, P-S361 gave a maximal signal at 2h post SNC80 first injection that was still very high at 4h post 

SNC80 first injection again with no difference between WT and GPRASP1-KO mice. The whole kinetics of 

phosphorylation was not different between the two genotypes even 30 minutes after the second SNC80 

injection. This suggests that the desensitization and rate of internalization of DOR-eGFP is the same in WT 

and GPRASP1-KO mice, in agreement with a role of GPRASP1 at a later compartment within the endocytic 
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pathway. Indeed, we did not detect any increase of GPRASP1 interaction with DOR measured by co-

immunoprecipitation within the timeframe of this experiment.    

About the role of GPRASP1 : GPRASP1 is not necessary for activated DOR degradation 

Another important result of the present study is that we clearly established that GPRASP1 is not 

necessary for targeting DOR to degradation as discussed above and this is contrary to the hypothesis from 

previous in vitro studies (He et al., 2013; Marley and Von Zastrow, 2010; Whistler et al., 2002). On the 

contrary, the absence of GPRASP1 seems even to increase the level of degraded DOR-eGFP. We have 

already found the same results of an increased degradation in GPRASP1-KO mice concerning the activated 

dopaminergic D2R from the striatum membranes of cocaine-treated mice (Boeuf et al. 2009). Since we now 

show for the first time that GPRASP2 can also be found to co-immunoprecipitate with DOR in vivo, we 

cannot exclude that GPRASP2 might participate to the mechanism of DOR degradation. Indeed, it has been 

already shown to compensate for GPRASP1-deficiency in the sorting of CXCR4 to the plasma membrane 

(Morales-Hernandez et al. 2020). GPRASP2 is very similar in its N-ter and its C-ter to GPRASP1 (Kaeffer et 

al. 2021), but it is much shorter and with only 7 GASP motifs instead of 22 in GPRASP1. Nevertheless, in our 

experiments, GPRASP2 was not found to be expressed to a higher level in GPRASP1-KO mice compared to 

WT mice excluding a strong compensatory effect. In addition, GPRASP2 cannot interact with beclin2, a 

protein that was proposed to interact in vitro with GPRASP1 and to participate to DOR degradation in vitro 

(He et al. 2013) and to cannabinoid CB1R in vivo (Kuramoto et al., 2016). Therefore, in future experiments, 

It might be interesting to address the role of GPRASP2 in DOR signaling.    

Novel role of GPRASP1 

While we have indications from our immunohistochemistry analysis, that a proportion of DOR-

eGFP might be in a different compartment after inflammatory priming between GPRASP1-KO mice 

compared to WT mice, the analgesic effect was similar between the two genotypes at the first SNC80 

injection. Even the efficacy of SNC80 might slightly be increased in GPRASP1-KO mice injected with the 

5mg/kg SNC80 dose. These results suggest that the intracellular localization of the receptor is not the major 

limiting factor for stimulating analgesia and it has indeed been observed in vitro that SNC80 can activate 

DOR in intracellular compartments such as in the Golgi apparatus or the endosomes (Stoeber et al., 2018). 

It has also been found that DOR in the endosomal compartment could contribute to the signaling for 

analgesia triggered by DOR activation (Jimenez-Vargas et al. 2020).  

We can speculate that GPRASP1 would be a repressor of DOR signaling leading to analgesia in 

participating to changes that initiate cellular allostasis, as has been proposed previously in the case of beta-

arrestins in contributing to analgesic tolerance to DOR and also MOR agonists (Cahill et al., 2016). We would 
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like to propose a model to explain the development of analgesic tolerance to agonists targeting DOR that 

conciliate the fact that low internalizing agonists of DOR or agonists that promote fast recycling of DOR due 

to an unstable interaction with beta-arrestins, trigger less analgesic tolerance (Audet et al., 2012; Bagheri 

Tudashki et al., 2020; Cahill et al., 2016; Conibear et al., 2020; Pradhan et al., 2010, 2009b; Vicente-Sanchez 

et al., 2018). We hypothesize that GPRASP1 could be required to trigger a negative feedback signalling that 

counteracts the analgesic effects through GPRASP1 and partner proteins at the level of endosomes, thus 

leading to the development of analgesic tolerance. This proposal is supported by indications from in vitro 

studies that loss of GPRASP1 expression can reduce GPCR signaling such as Gq-pathway, NFKB- and CREB-

dependent transcriptional signaling of the viral chemokine receptor US28 and insulin secretion of the 

glucagon-like peptide GLP-1 receptor (Buenaventura et al., 2018; Kaeffer et al., 2021; Tschische et al., 2010). 

Finally, since GPRASP1 is involved in the development of adaptation to chronic agonist activation of other 

GPCRs (Boeuf et al., 2009; Martini et al., 2010; Thompson et al., 2010), GPRASP1 appears as a potential 

target for reducing adaptation effects to agonist drugs targeting GPCRs.  

 

Materials and Methods 

 

Compounds  

The Complete Freund’s Adjuvent (CFA, F5881) and Naltrexone hydrochloride (N3136) were 

obtained from Sigma Aldrich. Naltrindole hydrochloride (1S,2S,13R,21R)-22-(cyclopropylmethyl)-14-oxa-

11,22-diazaheptacyclo[13.9.1.01,13.02,21.04,12.05,10.019,25]pentacosa-4(12),5,7,9,15,17,19(25)-

heptaene-2,16-diol, ref HY-101177 ) and SNC 80 ((+)-4-[(αR)-α-((2S,5R)-4-allyl-2,5- dimethyl-1-piperazinyl)-

3-methoxybenzyl]-N,N-diethyl benzamide, ref 07829J), were obtained from Interchim (Cayman chemical 

company, Ann Arbor, MI, USA). Radioactive [3H]-Deltorphine II was synthetized Perkin Elmer 

(NET1087959UC) 

Engineering of DOReGFP/GPRASP1-KO mice 

 

 DOReGFP/GPRASP1-KO mice were obtained by crossbreeding DOReGFP knock-in mice 

(Scherrer et al., 2006) and GPRASP1 knockout mice (Boeuf et al., 2009). Mouse were bred in Chronobiotron 

(UAR3415, Strasbourg) until experiments. 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 (10:00 am to 4:00 pm). Mice were habituated to the testing 

room and equipment and handled for two weeks before starting behavioral experiments. All experiments 

were carried out in strict accordance with the European guidelines for the care of laboratory animals 
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(European Communities Council Directive 2010/63/EU) and approved by the local ethical committee. All 

efforts were made to minimize animal discomfort and to reduce the number of animals used. 

Table 2. List of antibodies and conditions of use. 
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Neuropathic pain model 

Neuropathic pain was induced by chronic constriction injury on the main branch of the right sciatic 

nerve, as described by Seltzer (Seltzer et al., 1990). Under general gas anesthesia with isoflurane (Induction 

3%, maintenance 2,5%) and local analgesia with lidocaine (2mg/kg s.c. 5min prior incision, LID001 Lidor 

20mg/ml, Centravet), the skin of the right leg (ipsilateral) was shaved and incised, the sciatic nerve was 

isolated, and 3 nodes were done with suture thread (Ethilon 5-0, ref F3209G, Ethicon, USA). It was then 

repositioned and the skin sewn back on. Control mice undergo the same procedure except the nodes on 

the nerve (sham group). During awakening, mice were placed on a warmed clean home cage. The surgical 

site and the weight were checked daily for three days after surgery and the overall health monitored for 

one week to detect any infection. Endpoints were determined before and validated by the ethical 

committee.  

Assessment of mechanical allodynia 

Mechanical allodynia was assessed with von Frey filaments (Bioseb, Vitrolles, France), according 

the up & down method (Chaplan et al., 1994). Calibrated von Frey filaments were applied on the hind paw, 

starting at 0,4g. Depending on whether the animal responded to this stimulation, the higher or lower 

grammage filament is tested next. The response/non-response sequence was used to determine a 

sensitivity threshold. Before the surgery, mice had one week of acclimatization to the experimental device 

then basal threshold was evaluated 5 consecutive days. In neuropathic pain model, controlateral paw was 

used as internal control. 

 

Assessment of thermal allodynia  

Thermal cold allodynia was evaluated with a cold plate apparatus. Mice were placed 5 min each 

on a plate cooled to 4°C, from which they cannot escape, and each paw lift was scored. basal sensitivity to 

cold of the animals was evaluated before the surgery using the same protocol. 

Inflammatory pain model 

To induce an inflammatory pain, CFA was injected at the base of the tail (20µL, s.c., 24G needle 

with Hamilton syringe). Before injection, mice were accustomed to the manipulation and the test device 

during one week. The basal nociceptive threshold of the animals was then measured daily for 5 days. The 

development of hyperalgesia was observed 72h after the CFA injection.  

Mechanical hyperalgesia was measured with an instrumented rodents’ pincher (RP1, Bioseb). A gradual 

pressure was applied to the base of the tail, near the site where the inflammatory agent was injected until 

the animal removes its tail, indicating the pressure necessary to induce a withdrawal reflex of the tail.  
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Warm thermal nociception was assessed by the tail immersion test. The distal two-thirds of the mouse tail 

were placed in water at 46,5°C. The time taken to observe the tail withdrawal reflex was monitored. All 

measures were done in triplicates during baseline and in duplicate during testing, mechanical and thermal 

nociception were evaluated on the same animals.  

Treatment procedures  

Agonist treatment was performed when hyperalgesia or allodynia were established. In 

inflammatory pain model, hyperalgesia was evaluated by tail immersion test and tail pressure test before 

each SNC80 administration to assess the hyperalgesia of mice. The agonist, SNC80, was diluted in saline 

solution (NaCl 0,9%) and placed in acidic conditions (6mM HCl) at a concentration of 1mg/mL. In 

inflammatory pain model, two injections (10mg/kg, ip) were performed at four-hour intervals to induce 

analgesic tolerance, and then daily. Nociceptive threshold was evaluated 45min after each SNC80 

administration (Pradhan et al., 2010, p. 20). Naltrindole (5mg/kg, sc,) was administered 20 min prior to 

SNC80 (Kremer et al., 2016). In neuropathic pain model, SNC80 (10mg/kg, ip) was administered daily, during 

7 to 9 days. Mechanical allodynia was measured daily and for cold allodynia only one test was performed 

when analgesic tolerance was established. Animals were divided according to genotypes in equilibrate 

groups, from 8 to 12 mice per group.  

Dissections  

Brains, spinal cords and DRG were collected 4 or 24 hours after the last behavioral measurement. 

For the biochemical analysis that needed lysis of the tissues (radioligand binding, Western blot, 

immunoprecipitation…), mice were killed by cervical dislocation, brain was removed, spinal cord collected 

by the flush method and DRG were dissected using micro-scissors. Organs were frozen on dry ice as soon 

as possible. For immunohistochemical section imaging experiments, mice were anesthetized by 

intraperitoneal injection of ketamine/xylazine (100 mg/kg of Imalgène 1000 Boehringer Ingelheim Animal 

Health, Lyon, France + 10 mg/kg of Rompun 2% ; Bayer HealthCare, Kiel Germany, respectively) and 

perfused intracardiacally with flow rate of 10mL/min, during 2 min with Phosphate buffer saline (PBS, 

137mM NaCl ; 2,7mM KCl ; 4,3mM Na2HPO4 2H2O ; 1,4mM KH2PO4 ; pH = 7,3) to remove blood from the 

vascular system. Then tissues were fixed with PFA, 4% (from EM-15714-S 32%, Electron Microscopy 

Sciences, Hatfield, UK) diluted in 1x PBS, for 5 minutes. Organs were post-fixed in the same PFA solution for 

24h, cryoprotected in sucrose (30% diluted in PBS) for 24h at 4°C before being embedded in Cryomatrix 

(Optimal Cutting Temperature medium, ref 6769006, Thermo scientific, UK) and kept frozen at -80°C. 
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Brain membrane extracts 

 1,5mL of ice-cold buffer (Tris HCl 50mM, EDTA 1mM, sucrose 0,25M; pH 7,4) were added to a 

freshly defrosted brain. Brain was grinded 3 times for 6 sec at speed 4 with and Ultraturrax and the device 

was rinced with and additional 1,5mL of buffer, added to the lysate. The sample was centrifugated at 500g 

during 5min (4°C). The supernatant was collected and the pellet resuspended in 1,5mL of buffer prior to an 

additional grinding cycle. Grinding and rinsing were repeated as for the first cycle. The samples were 

centrifugated at 1100g for 10 min at 4°C. Supernatant was added to the first one collected. All samples were 

completed to 14mL and membrane fragments were pelleted by ultracentrifugation, at 40 000rpm 30min 

4°C. A second ultracentrifugation was processed to clean any trace of agonist remaining on the cells. The 

pellet was then resuspended in 1,5 mL of buffer and homogenized with a Dounce. The protein 

concentration was quantified by the Bradford method, according to manufacturer instructions (Bradford 

reagent, ref B6916, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA). Membrane extracts were store at -80°C. 

 

Binding experiments 

To proceed to quantification of DOR binding sites, 3H-Deltorphin II and 100µg of brain membranes 

were incubated in binding buffer (50mM Tris HCl, 1mM EDTA) in absence or presence of 1 µM naltrexone 

hydrochloride during 2h at 25°C under agitation. The receptor-ligand complexes were filtered using a cell 

harvester apparatus (Brandel, Alpha Biotech Ltd, London, UK), on a glass fiber filters (Whatman GF⁄B; GE 

Healthcare, Saclay, France) preincubated with a polyethyleneimine solution containing 50mM Tris HCl pH 

7,4 and 0,5% PEI (P3143, Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA). Filters were then placed in scintillation counting 

vial (S207-5, Snap Twist, Simport, Beloeil, Quebec, Canada) with 2,5 mL of scintillation cocktail (Ultima Gold, 

6013159, Perkin Elmer, Boston, MA, USA). After 12 h of incubation the radioactivity in each tube was 

quantified by scintillation counting on a Tricarb 4810 apparatus. To determine the maximum of possible 

binding (Bmax), a range of concentrations of 3H-Deltorphin II from 0,09nM to 6,4nM was used. Background 

was determined with 1µM naloxone hydrochloride. Once the Bmax determined by extrapolation of the 

saturation curve (on GraphPad Prism), samples from animals used for dose-effect evaluation were tested 

at a single saturating concentration of 3H-Deltorphin II (4nM). 

 

Immunoprecipitations 
 

 Membrane proteins from the different samples were extracted in lysis buffer (50mM tris HCl 

pH7,4, 150mM NaCl, 1% Nondiet P40, 0,25% sodium deoxycholate, 0,1% sodium dodecylsulfate (SDS) 

containing protease inhibitors (Complete, Roche, ref: 11873580001). For lumbar spinal cord, 5 ceramic 

beads were used per animal. Tissue weight was between 10 and 20mg and 350µL of lysis buffer without 

detergents were added. Organs were kept frozen until the lysis in Bioprep-24R. They were grinded at 4°C 
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by 2 cycles of 12 sec at 4260 rpm, with a 5 sec interruption in between. The lysates were then centrifuged 

at 4°C for 10 min at 500g. The supernatant was collected and detergents were added according to the 

supernatant volume and the volume of each sample was then completed to 1.2 mL with complete lysis 

buffer. For the dorsal root ganglia, 6 to 8 lumbar DRG of 3 mice of the same genotype and treatment group 

were pooled in a single microtube. DRG were kept frozen as long as possible. The grinding was realized with 

250 mg of glass beads (0,6mm) per sample and 350 µL of complete lysis buffer, in a tissue homogenizer 

Bioprep-24R cooled to 4°C, during 2 cycles of 15 seconds at 4260 rpm, with a 5 sec interruption in between. 

Samples were then centrifuged at 4°C for 10min at 16 000 g, to eliminate the foam before collecting the 

supernatant. A second round of lysis was performed with 350µL of buffer added to the pellet with the 

beads. Again, samples were centrifuged and supernatant added to the first collected. Volume was 

completed with lysis buffer to 1,2mL. For both spinal cord and DRG, samples were then placed for one hour 

at 4°C on a turning wheel and lysates were centrifugated for 15min at 16 000g (4°C) to eliminate the 

unsolubilized structures. Quantity of protein obtained after lysis was evaluated by PierceTM BCA Protein 

Assay (23225, Thermoscientific, Rockford, IL, USA). In each experiment replicate, an equal amount of 

proteins (around 0,5 mg for spinal cord and 0,2 to 0,4mg for DRG) was incubated with 20µL (spinal cord) or 

15µL (DRG) of GFP-trap magnetic beads (GTMA-20, ChromoTek GmbH, Planned-Martinsried, Germany) for 

16h at 4°C on a turning wheel. Beads were then washed three times with lysis buffer. Immunoprecipitated 

proteins were separated from the beads with 20 µL of 4X Laemmli buffer (50mM TrisHCl pH 6,8; 6mM urea; 

6% of β-mercaptoéthanol; 3% of Sodium Dodecyl Sulfate (SDS); bromophenol blue). 

 

Western blot analysis 

 Samples from brain membrane extracts or immunoprecipitation, were resolved by SDS-PAGE. 

Samples were mixed to 4X Laemmli buffer to obtain a final quantity of protein of 50 µg in 1X Laemmli buffer, 

shaked for 15min and heated for 3 min at 95°C just before being loaded on the gel. Gels were transferred 

to PVDF membranes (Immobilon R P, Membrane PVDF 0,45µm, IPVH00010, Merk Millipore, Darmstadt, 

Germany) by electrotransfer at 30V and 4°C in transfer buffer (25mM Tris HCl pH 7,4 ; 192mM glycine ; 

0,01% SDS, 10% Ethanol). Membranes were then saturated in phosphate-buffered saline (PBS pH 7,4) 

containing 0,1% Tween and 5% non-fat dry milk (w/vol) for one hour before incubating with a primary 

antibody. Primary antibodies were incubated 2 to 3 hours at room temperature or ON at 4°C with shaking. 

If required, after 2 quick and 5 longs (5-5-15-5-5min) washes, the relevant secondary antibody coupled with 

horse radish peroxidase was incubated (1h at RT). Primary and secondary antibodies were diluted and 

incubated as described in Table 2. Chemiluminescence was used to reveal signal, by ImmobilonR Western 

(Chemiluminescent HRP substrate, P90720 WBKLS0500, Merk Millipore, Burlington, Vermont, USA) on a 

luminescent image analyzer (Amersham Imager 680, GE Healthcare Bio-science AB, Uppsala, Sweden) and 

protein expression was quantified by ImageQuant TM TL software. If another antibody was revealed in the 
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same samples, membranes were desorbed with tris-glycine solution (0.2M HCl, 0.4M Glycine in PBS pH7,4) 

and rinsed with PBS before incubation with 5% milk buffer.  

 

Co-immunoprecipitations 

 Immunoprecipitations of DOR were done on samples from DOR-eGFP ± GPRASP1-KO mice 

collected and frozen in dry ice before storage at -80°C. All the procedure was performed at 4°C and samples 

kept on ice as much as possible. In a 5mL tube, frozen brain were placed with 20 ceramic beads (1,4 mm 

diameter), and 3 mL of lysis buffer, composed of 0,5% n-Dodecyl β-D-Maltopyranoside (DDM), 0,3% 3-[(3-

cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS), 7,5mM iodoacétamide, cOmplete™ 

protease inhibitor cocktail 1x (11873580001, Roche, Darmstadt, Germany), phosphatase inhibitor 

(PhosSTOP 4906837001, Sigma-aldrich, France) 20mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

(HEPES) pH7,8 and 50mM NaCl, were added to each brain just before grinding. 2 cycles of 15 sec at 4260 

rpm with a 5 sec interruption in between were performed on bioprep-24R (Allsheng). Samples were than 

centrifuged at 12 000g for 10min to eliminate foam before collecting the supernatant. 3 mL of lysis buffer 

were then added to the pellet before a novel cycle of homogenization. Supernatants were the collected 

and incubated on a turning wheel at 4°C for 90 min. Debris not solubilized by lysis were then removed by 

centrifugation at 16 000 g 30 min at 4°C. A pre-clarification was realized on lysate with 40µL of empty 

agarose beads (Bab-20 from Chromotek) under on agitation during 30min. Supernatant was removed from 

beads by centrifugation for 5 min at 2500 g before and proteins were quantified by the Bradford method. 

10 mg of proteins were then mixed with 40µl GFP-Trap agarose beads agarose (GTA-20, Chromotek) 

previously conditioned with the lysis buffer. Samples were then incubated for 16 h on a turning wheel at 

4°C. The supernatant was removed after centrifugation at 5min at 2500g. Three washes (Wash buffer with 

the same composition than lysis buffer except inhibitors) were done prior to extract immunoprecipitated 

material from GFP-beads in elution buffer (50mM Tris HCl 50mM DTT 1% SDS 1mM EDTA, 0,005% 

bromophenol blue, 10%glycerol) in which samples were stored before analysis. 

 

MS analysis  

 

In vivo phosphorylation studies 

 The kinetic of phosphorylation of DOR was assessed by Western blot on brain 

coimmunoprecipitations. DOR-eGFP ± GPRASP1-KO mice brains were collected from groups with no CFA-

inflammation, CFA-inflammation and CFA-inflammation + SNC80 treatment (n=3 per group). A DOR-WT 

group was used as negative control. First, CFA (20µl, s.c.) was injected to induce inflammation and SNC80 

(10mg/kg, i.p.) was administered three days later. Mice were sacrificed 15min, 30min, 2h, 4h and 24h after 

SNC80 injection. In a last group of animals, a second administration of SNC80 was performed 24h after the 
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first one and organs were collected 30min later. Brains were immediately frozen on dry ice and stored at -

80°C. Immunoprecipitation experiments and SDS-PAGE were performed as described above. 

Phosphorylation of Threonine 361 and Serine 363 was revealed in two separate experiments with 

corresponding antibodies (Table 2). 

 

Immunohistochemistry 

 Brain and spinal cord sections were cut at 25 µm and DRG at 10 µm thick with a cryostat (Leica 

CM3050S) and stuck on slice (super frost plus Epredia J1800AMNZ) at room temperature prior storing at -

20°C. Immunohistochermistry experiments were performed as described (Erbs et al., 2015). Sections were 

permeabilized and saturated during 1 hour in the blocking solution (1x PBS pH 7,4, 0,5% Triton x100 (93443-

500ML, Sigma, St Louis, MO, USA), 3% NGS (normal goat Serum PCN5000, Gibco, Frederick MD, USA, 

inactivated) and 1% Bovine serum albumin (BSA, A3912-100G Sigma, St Louis, MO, USA). Then, each slide 

was circled by hydrophobic barrier (EM-71312 SUPER PAP PEN, SMALL, Electron Microscopy Sciences, 

Hatfield, UK) and incubated with primary antibody, diluted in blocking solution at the appropriate 

concentration, at 4°C overnight. After 3 washes of 5min, the secondary antibody conjugated to 

AlexaFluor488 was added and incubated for 2 hours at room temperature. After 3 washes, nucleus were 

stained by 4ʹ, 6- diamidino-2-phenylindole (DAPI) (D9542-1mg, Sigma, St Louis, MO, USA) at 0,5 µg/ml for 

5 min, and after three washes, slices were mounted in Prolong Gold (Prolong gold antifade reagent P36930 

Invitrogene Eugene, Oregon, USA) under borosilicate coverglasses (Ref 631-0146, VWR, Leuven, Belgium), 

dried for 12h at room temperature and store at 4°C until analysis. 

 

Images acquisitions 

 Global slides acquisition was performed as described (Erbs et al. 2016), with the slide scanner 

Nanozoomer 2 HT and fluorescence module L11600-21 (Hamamatsu Photonics, Japan). The light source 

LX2000 (Hamamatsu Photonics, Japan) is an ultra-high-pressure mercury lamp coupled to an optical fiber. 

The filter set was designed for DAPI and fluorescein detection and a single RGB acquisition was made in 

epifluorescence. Images taken with dry 20x objective (NA: 0.75) were converted in 40x with a lens converter 

(resolution 0,23µm/pixel). To quantify membrane receptors, positive neurons were imaged with confocal 

microscope (TCS SPEII scanner Leica) using 63x (Plan Apochromat NA : 1.40) oil immersion objective and 

acquired with LCS (Leica) software at the Plateforme d’Imagerie Quantitative (PIQ, Faculty of Pharmacy, 

Strasbourg). Pictures were acquired in 2048x2048 pixels. Fluorescent light EL6000 with lasers 405 (25mW 

for DAPI) and 562 (10mW for GFP) permitted an acquisition in sequential mode (single excitation beams) 

to avoid fluorescent emissions crosstalk. 

 

Images analysis 
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Global positive neurons were detected from Nanozoomer files with NDPview software. Cellular 

distribution of DOR-eGFP signal was quantified from confocal images (n=68-77) on Icy software, thanks to 

a macro described in (Wang et al., 2023). GFP-positive cells were selected and manually delimited, then 

GFP/Alexafluor488 fluorescence intensity was measured in the subplasmalemmal zone (4 pixels wide). To 

obtain a percentage, the subplasmalemmal fluorescent was multiplied by the compartment surface and 

then reported to whole cell fluorescence multiplied by the cell surface.  

Data analysis 

Statistical analyses were performed with Graph-Pad Prism v5 (GraphPad, San Diego, CA, USA). 

Two-way ANOVA (treatment genotype) analysis was used to compare the analgesic effect of SNC80 and 

tolerance development. One-way ANOVA analysis with multiple comparison followed by Tukey’s post hoc 

analysis was performed to compare changes between SNC80 treated groups and vehicle from 

DOReGFP/GPRASP1-WT and DOReGFP/GPRASP1-KO. 
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Figures and Tables 

  

 

Figure 1. GPRASP1 co-immunoprecipitates with DOR-eGFP from brain extracts of DOR-eGFP mice. 

GPRASP1 co-immunoprecipitates with DOR-eGFP (lane 1 and 2) but not in negative control lysates 

expressing endogenous non-fluorescent WT-DOR (lane 3 and 4). Immunoprecipitation experiments 

were performed with agarose GFP-Trap beads using 10mg of proteins from DOR-eGFP and WT brain 

lysates. Co-immunoprecipitations were performed in duplicates.  
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Figure 2. Analgesic tolerance to repeated SNC80 injections is absent in DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice 

in a neuropathic pain model.  

Anti-allodynic effect and development of analgesic tolerance of SNC80 (10mg/kg, i.p.) have been 

studied on DOR-eGFP ± GPRASP1-KO mice, in neuropathic pain model (CCI) by Von Frey test in two 

separate experiments on (A) males and (B) females. Measures, surgery (red arrow) and injections (blue 

arrow) are described for males (A) and females (B). After baseline measures, all mice received CCI 

surgery at right paw and allodynia development was assessed before SNC80 injections. BL: Baseline, 

AD: allodynia, D: day, CCI: chronic constriction injury, CP: cold plate test, VF: von Frey’s test. Values are 

expressed as mean± SEM, (n = 11-12). Mixed effect analysis followed by a Tukey’s multiple comparison 

post hoc test. # WT vehicle vs WT SNC80 * KO vehicle vs KO SNC80. *: p < 0.05, **: p < 0.01,***: p < 

0.0005, ****: p<0.0001. 
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Figure 3. Analgesic tolerance to repeated SNC80 injections is absent in DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice 

in an inflammatory pain model.  

(A) Evaluation of analgesic tolerance in DOR-eGFP/GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO male 

mice, after repeated administration of SNC80, in inflammatory pain model in mechanical nociception 

(tail pressure test) and (B) thermal nociception. Experimental design, with baseline measures prior to 

CFA administration (red arrow, 20µL of CFA s.c. in tail), followed 3 days later with SNC80 administration 

and consecutive measures (blue arrows, 10mg/kg i.p., measured 45min after injection). DOR specific 

response was assessed by selective antagonist naltindole co-administration (Nti, orange arrow, 5mg/kg 

i.p., 20min prior SNC80 injection). Brains, spinal cord and DRG were collected 6h after the last 

administration of SNC80 to proceed to biochemical analysis. (C, D) The dose-effect correlation of SNC80 
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(5 ou 20mg/kg, i.p., evaluated 45min after administration) was evaluated in the same experimental 

design (A) by the tail pressure test, in DOR-eGFP/GPRASP1-WT mice (C) and in DOR-eGFP/GPRASP1-KO 

mice (D). Values are represented as mean ± SEM, (n= 8-9 for WT and n = 10-11 for KO). Statistical 

analysis by Two way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison post hoc test, *: p < 0.05, **: p 

< 0.01,***: p < 0.0005, ****: p<0.0001. 
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Figure 4. SNC80-activated DOR is similarly degraded in DOR-eGFP/WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO  

Quantifications of DOR amount were performed (A, B) in the brain and (C) spinal cord of DOR-

eGFP/GPRASP1-WT and DOR-eGFP/GPRASP1-KO treated with vehicle or SNC80. Brains and spinal cords 

were dissected out 6h after the fifth injection of SNC80 (A) Saturation curves of DOR-eGFP 

quantification in brain membranes by detection 3H-deltorphin II bound to the receptor. Maximum 

binding (Bmax) was determined by extrapolation and expressed in % of the mean value of DOR-eGFP 

(±SEM), or (B) by detecting the GFP fused to the receptor with anti-GFP antibody in Western blot. 

Representative Western blots are shown (C) This degradation profile was confirmed by anti-GFP 

Western blots following GFP-immunoprecipitation of DOR-eGFP in the spinal cord. Representative 
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Western blots are shown. Means ± SEM of n = 5-7 mice. Statistical analysis by One way ANOVA followed 

by Tukey’s post hoc test, **: p < 0.01 ***: p < 0.001 ****:p < 0.0001. 
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Figure 5. Plasma membrane DOR-eGFP localization is different in brain of DOR-eGFP/GPRASP1-WT 

versus DOR-eGFP/GPRASP1-KO mice. 

(A) Representative confocal images of DOR subcellular localization assessed by immunofluorescence of 

DOR (GFP revealed by anti-GFP and alexafluor 488) in brain slices of inflamed mice, 24h after the fifth 

SNC80 administration. (B) Total GFP intensity signal detected per cell, proportionally to the cell area 

(surface in pixels). (C) Proportion of DOR-eGFP in the sub-plasmalemmal compartment in percent of 

the whole fluorescence signal of the cell ± SEM. N = 68-77 neurons were counted in each group. 

Statistical analysis by Two-way ANOVA analysis followed by Tukey’s post hoc test. ***: p<0.0005; ****: 

p<0.0001. 
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Figure 6. Kinetics of DOR desensitization and of co-immunoprecipitation of GPRASP1 with DOR-eGFP 

as a function of time after SNC80 injections. 

Phosphorylation and degradation of DOR-eGFP were evaluated in inflamed condition and following one 

or two stimulations by SNC80 (10mg/kg, i.p.), and GFP-trap beads coimmunoprecipitation of DOR-eGFP 

from 10mg of protein brain extracts. (A) Representative Western blot of 1/10 of the 
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immunoprecipitated material. (B) No significant decrease of GFP could be seen after a single activation 

of DOR. (A, C) Phosphorylation of DOR-eGFP could be detected by Western blot. SNC80 produced a 

phosphorylation of 363 serine, maximal at 15min. (A,D) The 361 threonine was phosphorylated with a 

maximal at 2h after SNC80 administration to mice. (A,E). GPRASP1 was detected in association with 

DOR-eGFP in basal, inflamed and activated conditions.  
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SUPPLEMENTARY DATAS 

 

Supplementary figure 1: Anti-allodynic effect and development of analgesic tolerance to chronic 

SNC80 in DOR-eGFP ± GPRASP1-KO mice. Anti-allodynic effect and development of analgesic tolerance 

to chronic SNC80 (10 mg/kg, i.p.) was studied neuropathic animals (CCI) by cold plate in two separate 

experiments on (A) males and (B) females. The ipsi paw was the right CCI paw and the contralateral was 

the left healthy paw. Cold allodynia was assessed at day 7 for males and day 5 for females, in each case 

analgesic tolerance was already established as measured with von Frey filaments. 

Data are shown as mean ± SEM with individual values. Statical analysis by One way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison post hoc test. P<0,05: *, P< 0,005: **, P< 0,0005: ***, P <0,0001: ****. 
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Supplementary figure 2: SNC80 anti-hyperalgesic effect was equivalent in DOR-eGFP and non-

fluorescent WT-DOR mice but impacted by GPRASP1 deficiency.  

In an inflammatory pain model (CFA 20µl s.c. in the tail), mice were treated with repeated 

administrations of SNC80 (10mg/kg, sc). (A, B, C) Analgesic response and tolerance development were 

followed by tail pressure test and (D, E, F) tail immersion test. (A,D) DOR-eGFP in green (n=11-12) and 

(B, E) non-fluorescent DOR-WT mice in blue (n=8) developed analgesic tolerance with the same kinetic, 

(C,F) but non-fluorescent DOR-WT/GPRASP1-KO mice in red (n=12) did not show any tolerance to the 

agonist effect.  

(G, H) DOR-eGFP mice were challenged with various doses of SNC80 (5 and 20mg/kg i.p.), in the tail 

immersion test (46,5°C) at the first and the third administration of SNC80. (H) DOR-eGFP/GPRASP1-WT 

mice showed analgesic tolerance to the third SNC80 administration (G) when DOR-eGFP/GPRASP1-KO 

developed no analgesic tolerance. One way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison post hoc 

test. P<0,05: *, P< 0,005: **. 
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Supplementary figure 3 : Amount of DOR receptor in non-fluorescent DOR-WT brains and of DOR-

eGFP in DRG with or without GPRASP1. 

(A) Quantity of non-fluorescent DOR-WT in brain (fmol/mg of protein) was evaluated by radioligand 

binding, (B) and compared between WT and GPRASP1-KO mice at a saturating concentration of 3H-

Deltorphine II (4nM). Repeated administration of SNC80 (10mg/kg, ip, 5 times) induced a diminution of 

DOR binding sites in whole brain membranes. This proportion of degraded receptor in brain 

membranes was correlated with the dose of SNC80 administered, in radioligand binding experiments 

and (C) by Western blot. (D) The dose-dependent degradation was confirmed by quantification of 

*** 
**** 

*** 
**** 
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luminescence. (E)The degradation of DOR-eGFP was also assessed by Western blot after 5 

administrations of SNC80 (10mg/kg i.p.) on immunoprecipitated DOR-eGFP with GFP-trap beads of DRG 

extracts (3 mice per sample). 
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III. Partie 3 : Évaluation de la mise en place de la tolérance 

analgésique suite à l’injection répétée de l’agoniste ARM390 entre 

les souris sauvages et les souris KO-GPRASP1 

A. Intérêt de l’évaluation du ARM390 

Lors des expériences avec le SNC80 nous avons pu montrer que GPRASP1 est une protéine 

cruciale pour le développement de la tolérance analgésique, mais pas par la voie de la 

dégradation.  

 

Nous nous sommes donc interrogés sur son impact dans la réponse à un autre agoniste de 

DOR, possédant des caractéristiques de tolérance et internalisation différentes. 

 

Nous avons utilisé le ARM390, qui ayant la même affinité que le SNC80 pour DOR d’après 

la littérature (Pradhan et al., 2009) ne produit pas de tolérance analgésique aigüe (2 injections 

d’agoniste à 4h d’intervalle) mais produit une tolérance en traitement chronique similaire à celle 

du SNC80. Pradhan et collaborateurs ont montré que ARM390 ne produirait pas de 

désensibilisation transitoire lors d’un traitement aigu et pas d’internalisation ni de 

phosphorylation du DOR-eGFP ou d’internalisation de celui-ci (Pradhan et al., 2010). Ainsi, 

lors d’injections espacées de 12h, le SNC80 commence à montrer une tolérance dès la deuxième 

injection, contrairement au ARM390. De même, le SNC80 provoque une internalisation de 

DOR-eGFP lorsque l’administration est espacée de 12h, mais pas lorsqu’elle est espacée de 

24h. Le ARM390 lui, n’entraine jamais l’internalisation du récepteur dans les différents 

modèles évalués, ni de dégradation du récepteur ou de diminution de la réponse de la protéine 

G (Pradhan et al., 2010). 

B. Matériel et Méthode propres à l’étude de la réponse à 

l’agoniste ARM390 

1) Composés :  

Le AR-M 1000390 hydrochloride ou ARM390, soit N,N-diéthyl-4-(phényl-pipéridine-4-

ylideneméthyl)-benzamide fourni par Astra Zeneca, a été solubilisé à 1mg/ml, soit 2,87mM, 

dans une solution saline NaCl 0,9%. 
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2) Animaux 

Les souris utilisées sont les DOR-eGFP KO-GPRASP1, décrites précédemment. 

3) Modèles expérimentaux 

L’évaluation de l’effet analgésique et de la tolérance a été réalisée dans un modèle 

inflammatoire CFA, comme décrit précédemment dans la publication. L’ARM390 est injectée 

45min avant la mesure, à 10mg/kg par voie intrapéritonéale (pas d’inflammation observée).  

En fin d’expérience, les animaux ont été mis à mort 4h après la dernière administration par 

dislocation cervicale et les organes du système nerveux prélevés frais et congelés sur 

carboglace. 

4) Préparation de membranes de cerveaux 

La préparation de membranes de cerveaux est faite avec une lyse au Bioprep mise au point 

en partie I.B, puis comme décrites dans la publication II.D.  

5) Quantifications de DOR-eGFP par binding  

La quantification de récepteurs par liaison de radioligand est réalisée à l’aide de 3H-

deltporphine II, à une concentration de 4nM permettant d’atteindre la saturation des sites de 

liaison. 

6) Quantification de DOR-eGFP par Western Blot 

L’anticorps utilisé en Western-blot pour détecter DOR-eGFP les dérivés de la GFP est un 

anti-GFP-HRP, couplé à la Horse radish peroxidase (HRP, Abcam, référence : ab6663).  

C. Résultats : ARM390 ne provoque ni tolérance analgésique 

ni dégradation de DOR dans les souris WT ou les souris KO-

GPRASP1  

1) Pas de développement de tolérance analgésique suite à un 

traitement répété de ARM390 dans les souris sauvages et les souris 

KO-GPRASP1 

Le modèle de douleur persistante utilisé est l’hyperalgésie induite par une inflammation par 

injection de CFA dans la base de la queue. Après évaluation du seuil basal de sensibilité, 

l’hyperalgésie, similaire entre les animaux DOR-eGFP/GPRASP1-WT et DOR-
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eGFP/GPRASP1-KO, est maximale 3 jours après l’injection de l’agent inflammatoire (120±7g 

en TPT et considérée en TIT à 100±6% pour les WT et 113g±5 en TPT , 79% ±10 chez les 

KO). Cette hypersensibilité est réversée avec un retour au seuil basal par une administration 

d’ARM390 chez les animaux sauvages (184± 9g et 127±11% TIT) et déficients GPRASP1 

(173±8 g et 131±11% TIT). Cet effet est maintenu à la deuxième injection 4h après, dans les 

deux groupes, et il perdure au total sur les 5 administrations, une par jour de ARM390, avec 

une antihyperalgésie atteignant 190±12g pour les WT (127%±11 en TIT) et 187±14g (155±25% 

en TIT) pour les KO GPRASP1, contre 119±5g et 141±10g pour les groupes CFA-saline WT 

et KO-GPRASP1. Le ARM390 ne semble donc pas causer de tolérance analgésique dans ce 

modèle expérimental, ni en traitement aigu (2 injections en 4h) ni en traitement chronique 

(administration quotidienne pendant 4 jours), aussi bien en modalité mécanique que thermique 

(Figure 22 A et B respectivement), contrairement au SNC80.  

A B  

Figure 22 Effet du ARM390 dans les KO-GPRASP1 sur l’hyperalgésie induite par le CFA.  

L’antihyperalgésie provoquée par un traitement aigu (ARM390 1) et chronique (ARM390 

5) a été évaluée dans un modèle de douleur inflammatoire (20µL de CFA dans la queue) en 

modalité mécanique (A, pince calibrée) et thermique (B, test d’immersion de la queue).  

2) Pas de dégradation de DOR-eGFP suite à un traitement 

répété de ARM390 dans les souris sauvages et les souris KO-

GPRASP1 

La quantité de récepteurs dans le cerveau a été évaluée par test de radioliaison dans un 

premier temps, montrant une quantité de récepteurs après inflammation de 67.4±3 fmol/mg de 

protéines chez les animaux WT et 80,9±9 chez les animaux KO non traités, et de même 

66,4±4fmol chez les WT et 66,6±10 Chez les KO GPRASP1 stimulés par ARM390.  
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Après SDS-PAGE, la bioluminescence obtenue par Western Blot réalisé sur les membranes 

de cerveau était également équivalente dans les 4 groupes comparés (rapporté au signal 

d’actine de chaque échantillon : 9,11±1,89 RLU n = 7 WT GPRASP1 CFA-saline (Figure 

23A) 6,82±0,51 n=5 KO GPRASP1 CFA-saline, puis 9,03±0,8 % n=7 pour les WT 

GPRASP1 après ARM390 et 7,00±0,68 n=7 pour les KO GPRASP2 CFA-ARM390 (Figure 

23B). 

La dégradation a également été évaluée par Western Blot dans la moëlle épinière lombaire, 

où DOR est exprimé dans les interneurones régulateurs. A ce niveau également, les animaux 

WT et KO GPRASP1 avaient un seuil basal équivalent (respectivement 100 ± 4,1% n=7 et 107 

± 5% n=9), et le traitement par ARM390 ne générait pas de modification significative de cette 

quantité de récepteurs chez les animaux compétents (108 ±5,4 % n=8) comme déficient pour 

GPRASP1 ( 100±6 % n=8 ; Figure 23C).  

Les analyses biochimiques réalisées sur ces animaux montrent donc que ni au niveau du 

cerveau (binding et Western Blot) ni au niveau de la moëlle épinière, le récepteur n’est dégradé 

après 5 stimulations par ARM390 (Figure 23). 

3) Conclusion sur le traitement répété par ARM390 

Après 5 administrations de ARM390, l’efficacité observée de l’agoniste est toujours la 

même, aucune tolérance analgésique n’a été développée, contrairement à ce qui aurait été 

attendu d’après la littérature (Pradhan et al., 2010). Les souris KO-GPRASP1 répondent de la 

même manière que les souris sauvages, sans potentialisation de l’effet. GPRASP1 ne semble 

pas médier une adaptation de la réponse à l’agoniste ARM390.  

En concordance avec l’absence de tolérance, on constate que ARM390 ne génère pas de 

dégradation du récepteur après 5 administrations contrairement au SNC80. Cela a été vérifié 

par deux méthodes dans le cerveau, mais également par immunoprécipitation de DOR-eGFP 

dans la moëlle épinière.  

Ces résultats seront discutés dans la discussion générale de la thèse. 
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Figure 23 ARM390 n’entraine pas de dégradation de DOR-eGFP après des stimulations 

répétées 

La quantité de DOR-eGFP a été évaluée à la suite de son activation par 5 administrations 

d’ARM390 dans les membranes de cerveau (A) par test de liaison à l’équilibre de 3H-

deltorphine-II à une concentration saturante de 4nM pour 100µg de protéines (n=5-6 ±SEM) et 

(B) par Western Blot (n=6 ±SEM) ainsi que (C) dans la moëlle épinière (exprimé en pourcent 

du ratio de WT-CFA-saline GFP/actine n=7-9± SEM). 
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IV. Partie 4 :  

Expériences complémentaires pour l’exploration du rôle de 

GPRASP1 dans le maintien de l’effet analgésique de SNC80 injecté 

de manière répétée : analyse de la quantité de certains 

neurotransmetteurs dans les extraits de GRD  

A. Dosage des neurotransmetteurs dans les GRD 

1) Objectif 

Une hypothèse qui pourrait expliquer les réponses différentes à la stimulation de DOR en 

absence de GPRASP1 serait une différence dans les neurotransmetteurs synthétisés par les 

neurones périphériques. Pour étudier cela, nous avons réalisé des dosages par spectrométrie de 

masse des principaux neurotransmetteurs, en condition basale, inflammée et suite au traitement 

par l’agoniste SNC80, chez les animaux sauvages et KO-GPRASP1. 

2) Matériel et méthode 

La préparation des échantillons et leur analyse par spectrométrie de masse ont été réalisées 

par Yannick Goumon et Virginie Andry (INCI, UPR3212, CNRS, Strasbourg). 

a) Préparation des échantillons 

Les échantillons sont soniqués (deux cycles de 5s, amplitude 20% -100 watts) dans 150 µl, 

centrifugés 30 min à 20 000 G et 4°C, puis les 150µL de surnageant sont mélangés à 50µL 

d’acétonitrile 100%, additionné de 400.26 pmol de D8-2AG (ref sc-480539; Santa Cruz, 

Heidelberg, Germany) et 100.15 pmol de D4-AEA (Tocris/Biotechne, Lille, France). Les 

surnageants sont ensuite prélevés en vue du dosage protéique et de l’analyse en spectrométrie 

de masse.  

 

Pour le dosage des catécholamines, une dérivation est réalisée, à chaque échantillon, 10µL 

d’ISTD sont ajoutés à 40µL de surnageant, ainsi que 50µL de borate et 10µL d’AccQTAq. 

Ce mélange est ensuite centrifugé et le surnageant est évaporé 10 min à 55 °C. Le culot 

précipité est resuspendu, 30% d’acétonitrile, 0,1% d’acide formique et 69,9% d’eau (V/V/V) 
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sont ajoutés et la réaction est mise sur agitation, avant d’être centrifugée 30 min à 20 000G 4°C. 

Le surnageant en est collecté pour procéder aux analyses de spectrométrie de masse.  

Il est repris dans 20µL d’acide formique à 0,1M. puis 10 min au thermos mix à 4 ° C vitesse 
maxi puis centrifugé 20.000g 4°C 10 min.  

b) Instruments et conditions analytiques de LC-MS/MS  

Les peptides obtenus sont chargés sur une colonne ZORBAX SB-C18 (150 x 1 mm, 3,5 μm, 

débit de 90 μl/min ; Agilent, Les Ulis, France) chauffée à 40°C. Ils sont séparés par 

chromatographie liquide (système HPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Electron)), couplé à 

un spectromètre de masse Endura triple quadripôle (Thermo Electron). 5µL du mélange sont 

injectés dans une colonne Zorbax 1 mm (HPLC Agilent technologies) avant d’être identifiés 

par spectrométrie de masse. L’analyse a été réalisée grace au logiciel Xcalibur v4.0 (RRID : 

SCR_014593) a été utilisé pour contrôler le système (Thermo Electron) (Gabel et al., 2022).  

3) Échantillons analysés 

Les tissus analysés sont des GRD d’animaux DOR-eGFP ± KO GPRASP1. Ils sont issus 

d’une expérience de CCI. Les animaux « salines » ont donc subi une opération chirurgicale et 

une neuropathie, tandis que les SNC80 ont en plus reçu 9 administrations quotidiennes de 

SNC80 à 10mg/kg.  

Les groupes contrôles sont des animaux DOR-eGFP n’ayant pas subi d’expérience de 

comportement, qu’ils soient compétents ou KO pour GPRASP1, de sorte à étudier l’effet de la 

neuropathie ainsi que du traitement sur la synthèse de neurotransmetteurs, en absence de 

GPRASP1 comparativement à des animaux compétents. 

Les organes sont prélevés 24h après la dernière injection, sans lavage ni fixation, et congelés 

dans de la carboglace. Ils ont été conservés un an à -80°C avant analyse.  

4) Résultats 

Les 5 neurotransmetteurs évalués sont le glutamate, l’acide γ-aminobutyrique (GABA), la 

sérotonine, la noradrénaline et l’acide 5hydroxyindolacétique (5HIAA), métabolite de la 

sérotonine. 
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Figure 24 Neurotransmetteurs détectés dans les GRD en condition neuropathique. 

Les neurotransmetteurs principaux ont été dosés par spectrométrie de masse dans des lysats 

de GRD. 

Aucune différence n’a été observée dans les 4 groupes comparés. Ni dans les 

neurotransmetteurs inhibiteurs (GABA), ni le principal excitateur (glutamate), les 

catécholamines (noradrénaline) du neurone postganglionnaire, ni la sérotonine et ses 

métabolites. La détection de la sérotonine et du 5 La différence de réponse observée entre les 

animaux WT et KO GPRASP1 ne provient donc pas d’une variation de la synthèse de 

neurotransmetteurs par les nocicepteurs.  
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5) Conclusion  

L’absence de GPRASP1 n’entraine pas de modifications majeures dans la synthèse de 

neurotransmetteurs dans les nocicepteurs, qu’ils soient excitateurs ou inhibiteurs, ni en 

condition basale, ni après inflammation ou situation de tolérance à un agoniste. Ce n’est pas ce 

mécanisme adaptatif qui sous-tend le développement de la tolérance analgésique et qui serait 

bloqué en absence de GPRASP1. 
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V. Partie 5 : Analyse de la résolution de l’hyperalgésie 

inflammatoire et de la résolution de l’allodynie neuropathique dans 

les souris WT comparée aux souris KO-GPRASP1 

A. Contexte 

Lors de l’évaluation de l’effet des agonistes DOR sur le seuil de sensibilité à la douleur des 

animaux KO-GPRASP1 dans un modèle de douleur inflammatoire par CFA, après une 

hyperalgésie développée de façon équivalente entre les animaux sauvages et ceux déficients 

pour GPRASP1, il s’est installé une légère différence au cours des jours de traitement dans les 

groupes CFA-saline. Aussi, nous avons décidé de suivre la résolution de l’hyperalgésie dans 

les deux groupes saline, WT-GPRASP1 et KO-GPRASP1, pour évaluer la persistance de cette 

différence.  

B. Suivi de la résolution de l’hyperalgésie chez des animaux 

KO-GPRASP1 comparé aux animaux WT-GPRASP1 

1) Modèle de douleur inflammatoire  

La résolution a été évaluée par test d’immersion de la queue sur des animaux sauvages pour 

DOR, montrant une résolution de l’hyperalgésie en 10 jours après l’injection sous-cutanée de 

CFA pour les KO GPRASP1, au lieu de 38 jours pour les animaux sauvages (Figure 25 A). 

Dans le cas où le récepteur DOR est greffé de la protéine GFP, la résolution de l’hyperalgésie 

est complète en environ 20 jours chez les animaux KO-GPRASP1, ce qui cette fois est environ 

10 jours plus tôt que pour les animaux WT-GPRASP1 (Figure 25 B). La différence de durée 

de la résolution de l’inflammation entre les 2 génotypes de souris KO-GPRASP1 entre-elles 

pourrait être dûe soit à une différence entre DOR non fluorescent et DOR-eGFP, soit à une 

différence expérimentale d’injection du CFA entre les deux expérimentateurs différents.  
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Figure 25 Résolution de l’hyperalgésie inflammatoire chez les animaux KO-GPRASP1 

(A) Suivi de la résolution de l’hyperalgésie induite par le CFA évaluée par test d’immersion 

de la queue pour les animaux KO GPRASP1 (Données du Dr Glenn-Marie LeCoz) (B) et par 

pince calibrée chez des animaux DOR-eGFP KO-GPRASP1. Il semble que GPRASP1 joue un 

rôle dans la résolution de l’hyperalgésie inflammatoire dans les modalités mécanique et 

thermique.  

 

2) Modèle de douleur neuropathique 

Pour explorer un peu plus le rôle inattendu de la protéine GPRASP1 dans la résolution de 

l’hyperalgésie en modèle inflammatoire, nous avons regardé la résolution de l’allodynie 

provoquée dans le deuxième modèle de douleur chronique utilisé, la neuropathie par 

constriction du nerf sciatique.  
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Figure 26 Résolution de l’allodynie provoquée par constriction du nerf sciatique chez des 

animaux KO-GPRASP1.  

La sensibilité mécanique des souris après constriction du nerf sciatique a été mesurée par le 

test de Von Frey jusqu’à la résolution de l’allodynie chez les animaux WT et KO-GPRASP1. 

(Données des Dr Raphaëlle Quillet et Dr Khadija Elhabazi) 

 

Dans ce modèle de douleur neuropathique, l’allodynie se développe à la même vitesse et 

avec la même profondeur chez les animaux WT comme KO GPRASP1, avec un récepteur DOR 

sauvage. La résolution de l’allodynie a pris environ 110 jours, elle aussi identique dans les deux 

génotypes observés (Figure 26). 

C. Conclusions 

Lors d’expériences en modèle de douleur chronique inflammatoire, il est apparu que 

l’absence de GPRASP1 accélérait la résolution de la douleur. Cet effet inattendu n’a pas été 

retrouvé dans le modèle de douleur neuropathique. On pourrait donc supposer que GPRASP1 

a un rôle dans l’entretien de la douleur inflammatoire, peut être par le maintien de 

l’inflammation. Chez l’Homme, GPRASP1 est présent dans les lymphocytes CD4+ et les 

lymphocytes CD8+. GPRASP1 est aussi connu comme interagissant avec le récepteur CXCR4 

aux chimiokines (Morales-Hernandez et al., 2020) mais CXCR4 est plutôt impliquée dans 

l’installation de l’hyperalgésie inflammatoire plutôt que sa résolution (donnée du laboratoire 

non publiées). 
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I. GPRASP1 est nécessaire pour l’établissement de la tolérance 

analgésique à l’agoniste SNC80 de DOR 

  
Durant cette thèse, j’ai confirmé que le SNC80, agoniste synthétique de DOR, est 

responsable d’une analgésie dans un modèle murin qui est rapidement contrée par le 

développement d’une tolérance, que ce soit dans un modèle de douleur neuropathique (CCI) 

chez les mâles comme chez les femelles, ou dans un modèle de douleur chronique 

inflammatoire (CFA). Dès la deuxième administration de l’agoniste, qu’elle soit espacée de 4 

ou 24h, son effet est diminué de moitié chez les souris sauvages. En revanche, avec une 

administration quotidienne, l’analgésie générée par le SNC80 est conservée aussi longtemps 

que nous l’avons testée, sans faiblissement, chez les souris KO-GPRASP1. Ce maintien de 

l’analgésie au SNC80 se confirme dans deux modèles de douleurs persistantes, en modalité 

mécanique et thermique, chez les mâles comme chez les femelles. GPRASP1 semble donc 

nécessaire au développement de la tolérance analgésique au SNC80. 

Nous avons également évalué un agoniste décrit comme non-internalisant mais produisant 

une analgésie sujette à la tolérance en administration chronique, le ARM390 (Pradhan et al., 

2010). Nous avons préféré employer la voie injectable et non orale, utilisée dans les études 

antérieures, pour nous assurer de la dose administrée en nous affranchissant de la 

biodisponibilité de la molécule. En effet, bien que cela ait été décrit lors de l’étude antérieure 

qui parlait de la tolérance ARM390 à long terme, nous n’avons pas observé d’effet indésirable 

du traitement chronique par ARM390 en i.p. Dans nos conditions expérimentales favorisant 

l’apparition rapide de la tolérance au SNC80, en condition d’hyperalgésie inflammatoire, 

aucune tolérance analgésique n’a semblé se développer lors d’administrations répétées 

d’ARM390, ni en modalité mécanique, ni en modalité thermique. Ces résultats sont en accord 

avec ceux de DiCello et collaborateurs (DiCello et al., 2020), qui met en évidence qu’ARM390 

n’induit ni tolérance aiguë ni une tolérance chronique pour le contrôle de la motricité colique.  

Nous n’avons ici pas étudié la formation d’hétéromères MOR-DOR, ni déterminé si 

GPRASP1 pourrait avoir un rôle dans la stabilisation de ce couple. Nous n’avons pas testé 

d’antagoniste sélectif de MOR dans notre modèle animal. Pourtant, la formation d’hétéromères 

entre le domaine transmembranaire 4 de DOR et le domaine transmembranaire 1 de MOR est 

bien connue (Erbs et al., 2015; Xie et al., 2009) et les résultats de l’équipe de Metcalf suggèrent 

que le SNC80 active les hétéromères DOR-MOR pour produire son analgésie (Metcalf et al., 
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2012), cependant cette théorie n’est pas soutenue par les résultats plus récents (Derouiche et al., 

2020).  

II. La dégradation de DOR est indépendante de la présence de 

GPRASP1 
Diverses études biochimiques ont été réalisées à la suite de ces expériences, pour évaluer à 

quel niveau de la voie d’internalisation/dégradation/recyclage du récepteur GPRASP1 

intervenait.  

L’hypothèse principale de la tolérance analgésique de DOR est basée sur la dégradation 

rapide et massive du récepteur. Pour l’évaluer, nous avons eu recours à deux techniques 

indépendantes, la liaison de deltorphine-II radioactive ainsi que la détection du récepteur par 

un anticorps anti-GFP. Les deux méthodes utilisées ainsi que les trois organes évalués ont donné 

des résultats similaires. Que ce soit chez les souris sauvages ou déficientes pour l’expression 

de GPRASP1, au niveau du système nerveux central ou périphérique, après 5 administrations 

de SNC80, DOR est dégradé à plus de 50%, et ce même si l’analgésie observée est maintenue 

à un niveau équivalent dans les KO-GPRASP1. La dégradation du récepteur apparait être dose-

dépendante, la quantité de DOR persistante s’amenuisant quand on augmente la dose de 

SNC80. La tolérance analgésique est dissociée de la dégradation du récepteur. Pourtant, 

l’utilisation de l’antagoniste sélectif de DOR, le naltrindole, en réponse analgésique nous a 

confirmé que l’antihyperalgésie observée chez les KO-GPRASP1 est bien médiée par DOR, 

alors qu’il reste entre 20 et 50% du récepteur dans tout le système nerveux. 

Après un traitement répété au ARM390, DOR n’est pas dégradé, ni dans le cerveau, ni dans 

la moëlle épinière, indiquant qu’il est possible d’obtenir une analgésie maximale et persistante 

sans activer la voie de la dégradation. 

Des travaux de l’équipe, non présentés dans cette thèse, ont mis en évidence par la technique 

de BRET que le SNC80 et ARM390 n’ont pas la même cinétique d’internalisation et recyclage 

en modèle de cellules transfectées, bien que l’ARM390 produise également une internalisation 

du récepteur.  
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III. GPRASP1 semble impliqué dans le trafic membranaire de 

DOR 
La dégradation de DOR requiert son internalisation. Si GPRASP1 permet de maintenir 

l’analgésie malgré une dégradation de 80% du récepteur cellulaire, il a été envisagé que le rôle 

de GPRASP1 soit d’empêcher le recyclage du récepteur, et qu’en son absence, le recyclage se 

fasse beaucoup plus vite et que la fraction de récepteurs restante soit majoritairement à la 

membrane plasmique. Pour cela, des expériences d’immunohistochimie ont été réalisées, de 

sorte à étudier la proportion de récepteurs à la membrane plasmique, quand la différence 

analgésique est établie entre les souris sauvages et celles KO-GPRASP1. Le prélèvement a été 

fait 24h après la dernière dose de SNC80, au moment où une nouvelle dose de SNC80 aurait 

été injectée si le protocole de comportement avait été prolongé. Il y a bien une différence de 

localisation de DOR à la membrane entre les deux génotypes : en condition d’hyperalgésie 

inflammatoire, la proportion de DOR-eGFP à la membrane plasmique par rapport à la 

fluorescence DOR-eGFP totale est significativement diminuée chez les animaux KO-

GPRASP1 par rapports aux souris sauvages. En revanche, ni internalisation, ni augmentation 

du signal à la membrane plasmique n’ont pu être mises en évidence chez les KO-GPRASP1 

après traitement répété au SNC80. Cela peut être dû à la faible sensibilité de la technique pour 

détecter DOR-eGFP, qui nécessite l’amplification du signal, et à la perte de 80% du récepteur. 

Dans la littérature, DOR est décrit comme trouvé à l’état basal sous forme majoritaire de 

récepteur de réserve, dans des vésicules intracellulaires et serait adressé à la membrane lors 

d’une stimulation (Gendron et al., 2019). Ce premier résultat devrait être validé par une autre 

technique, cependant GPRASP1 semble participer à l’adressage du récepteur à la membrane 

plasmique. La différence attendue étant après traitement, les animaux non inflammés n’ont pas 

été ajoutés en contrôle de ces expériences, nous empêchant pour l’instant d’affirmer que c’est 

lors de l’inflammation que DOR est adressé à la membrane plasmique et que l’absence de 

GPRASP1 limite ce mouvement. Il faudra donc approfondir l’étude de la localisation 

subcellulaire de DOR, dans un premier temps en réitérant ces expériences de quantification à 

la membrane plasmique, en incluant cette fois-ci des animaux non inflammés, pour pouvoir 

déterminer si on observe un adressage de DOR à la membrane plasmique et s’il est 

effectivement modulé par GPRASP1. Il semble pertinent de compléter ces observations pas 

l’analyse similaire de la répartition de DOR dans la moëlle épinière ainsi que dans les GRD. 

Il semble d’autant plus important d’étudier DOR en périphérie que certains agonistes 

peptidiques développant une tolérance analgésique, le DADLE et le DPDPE, ne passent pas la 
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barrière hémato encéphalique, leur efficacité est uniquement médiée par l’activation de DOR 

périphérique. La perte quasi-totale de l’effet analgésique des agonistes DOR dans les animaux 

KO-DOR dans les neurones NaV1.8 des GRD renforce également l’importance d’étudier le 

comportement de DOR en périphérie (Ceredig et al., 2020; Nozaki et al., 2012; Spahn and Stein, 

2017). Un suivi cinétique de l’internalisation lors d’une administration aiguë est également à 

envisager pour confirmer ou infirmer une différence de recyclage du récepteur.  

Si la proportion de DOR intracellulaire est plus importante, le compartiment intracellulaire 

dans lequel il se trouve pourrait donner des indications sur la façon dont il maintient son activité. 

En effet, plusieurs études ont montré maintenant que DOR pouvait continuer d’avoir une 

signalisation depuis les compartiments intracellulaires, en particulier l’endosome et l’appareil 

de Golgi (Jimenez-Vargas et al., 2020; Radoux-Mergault et al., n.d.; Stoeber et al., 2018) 

(Figure 27). L’utilisation de marqueur des compartiments cellulaires comme le lysosome 

(LAMP1), l’endosome (EEA1) ou l’appareil de Golgi (GM130) apporterait également une 

information sur la localisation intracellulaire du récepteur lors de l’internalisation avec et sans 

GPRASP1. Il est également probable que le SNC80 soit capable de passer la membrane 

plasmique et d’activer des récepteurs intracellulaires (Stoeber et al., 2018). Auquel cas, si les 

récepteurs intracellulaires sont atteignables par l’agoniste, si les 20% suffisent à donner une 

analgésie maximale chez les KO-GPRASP1 alors que les WT ne répondent plus, bien que la 

phosphorylation soit identique, une autre forme de désensibilisation du récepteur pourrait avoir 

eu lieu. Elle sera étudiée par activabilité du récepteur couplé à la protéine Gai grâce à un 

anticorps anti-Gai -GTP, qui reconnait spécifiquement la conformation active de la protéine G 

(G protein activation assay kit NB80301, New East Biosciences, Wuhan, China ; mise au point 

en cours) ou à l’aide du nanobody Nb33, qui reconnait séléctivement les récepteurs DOR et 

MOR sous leur conformation activée. Celui-ci permettrait un suivi de l’activation du récepteur 

dans des neurones vivants (Stoeber et al., 2018). 
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Figure 27 Paysage spatiotemporel de 

l’activation des récepteurs opioïdes dans la 

cellule.  

(A) résumé des connaissances : 

l’activation de DOR a lieu à des 

compartiments membranaires distincts, de 

façon ligand-dépendante. Les agonistes 

peptidiques (bleu foncé) ont un schéma 

d’activation classique, avec deux vagues 

séquentielles d’activation, d’abord à la 

membrane plasmique, puis dans 

l’endosome suite à l’internalisation du 

récepteur.  

Les agonistes non peptidiques (bleu 

clair), changent ce schéma en activant le 

pool de récepteur intracellulaire, localisé à 

l’appareil de golgi, donnant une activation 

aberrante. (B) On peut également constater 

que l’activation des récepteurs opioïdes à 

une cinétique différente selon le 

compartiment cellulaire où ils se trouvent.  

D’après Stoeber et al., 2018 

 

Nous avons également pu exclure que la réponse différente chez les animaux KO-GPRASP1 

provenait d’une différence de production de neurotransmetteurs au niveau périphérique.  

 

IV. La désensibilisation de DOR n’empêche pas la réponse 

analgésique  
La phosphorylation de DOR a été explorée in vivo. Tout d’abord, alors que jusqu’à 

maintenant les études de phosphorylation in vivo étaient faites à 15 ou 20 min post-

administration du SNC80 (Mann et al., 2020; Pradhan et al., 2009), nous avons montré que les 

temps de phosphorylation maximale sont entre 30 min et 2h pour les deux sites, avec une 

ManII-marked clusters (Figure 6E, orange arrows), consistent with
transport carriers derived from Golgi outposts. Together, these
observations raised the question of whether non-peptide opiate
drugs, inaddition toproducingadiscretecomponent ofORactiva-
tion in the somatic Golgi apparatus, might have the ability to drive
additional internal membrane activation more broadly by access-
ing Golgi outposts. This was indeed the case because alkaloid
agonistsproduced robustORsensor recruitment toManII-marked
membrane structures throughout dendrites (Figures 6F and 6G).
Like Golgi activation in the soma, OR sensor recruitment to den-
dritic Golgi outposts occurred in <20 s, distinguishing this compo-
nent of ORactivation temporally fromORactivation in endosomes
that develops over several minutes (Figure S6). Taken together,
these results indicate that the ability of opiate alkaloids to drive a
rapid and discrete component of OR activation in Golgi mem-
branes isnot restricted to thesoma.Rather,ORactivationbydrugs
extends throughout the dendritic arbor via Golgi outposts.

DISCUSSION

The present study establishes a genetically encoded conforma-
tional biosensor that is capable of directly resolving the subcel-
lular location of OR activation in living neurons and in real time.
To our knowledge, the present results are the first to describe
a nanobody-based conformational biosensor for detecting acti-
vation of any peptidergic GPCR and the first to apply conforma-
tional biosensor technology to assess any receptor type in
neurons. Our results delineate a characteristic spatiotemporal
pattern of neuronal OR activation that is produced by opioid
peptides and reveal distinct activation effects of opioid drugs,
thereby suggesting a cellular framework for understanding spec-
ificity and diversity of opioid drug action at the level of individual
target neurons.
The traditional understanding of OR activation in neurons

holds that ligand-dependent activation of receptors is restricted
to the cell surface. Whereas neuropeptides, including opioids,
are clearly influenced by endosome acidification and proteases
(Grady et al., 1995; Gupta et al., 2014), the idea that ORs are
necessarily inactive in endosomes is based on assumption.
The development of OR sensor provided an opportunity to test
this assumption directly. Unexpectedly, we found endosomes
to represent a discrete site of ligand-dependent OR activation.
Using OR sensor, we delineated a characteristic spatiotemporal
pattern of OR activation that is elicited by peptide ligands in living
neurons, beginning in the PM and propagating to endosomes
after receptors undergo ligand-induced internalization.
Endosomal OR activation remains dynamically ligand depen-

dent but differs from activation in the PM due to ligand trapping.
Accordingly, endosomal OR activation is longer lasting than
activation in the PM, and we directly demonstrate slow reversal
after peptide removal from the extracellular milieu. This suggests
that OR activation in endosomes provides a form of cellular
‘‘memory’’ of previous opioid exposure. The effect of mem-
brane-permeant antagonists, such as naloxone, is different
from agonist washout because naloxone rapidly reverses
endosomal OR activation. This suggests that administration of
an opiate antagonist drug does not simply mimic the effect of
agonist removal, but instead it distorts the neuronal OR activa-
tion landscape by blocking or reversing a discrete component
that would normally persist. Alkaloid agonists distort the activa-
tion landscape in a different way by driving conformational
activation of ORs at discrete and additional internal membrane
locations, including the somatic Golgi apparatus and Golgi out-
posts throughout the dendritic arbor, which are inaccessible to
peptides and do not require receptor trafficking for activation.
Together, these results support a model in which OR activa-

tion occurs in living neurons through spatially (Figure 7A) and
temporally (Figure 7B) resolved ‘‘waves’’. Opioid peptides drive
a ‘‘regular’’ activation pattern that is comprised of sequential
waves of OR activation in the PM and propagating to endo-
somes. Agonist and antagonist drugs distort this pattern, with
clinically relevant alkaloid agonists, such as morphine, uniquely
driving a third wave of Golgi-localized OR activation in the
soma and dendrites.
An important future direction is to determine the functional sig-

nificance of location-specific OR activation. The present results

Figure 7. Spatiotemporal Landscape of OR Activation in the Cell
(A) Summary of findings: activation of OR occurs at distinct cellular membrane

compartments in a ligand-dependent manner. Peptides agonists tested (dark

blue) drive a ‘‘regular’’ activation pattern, with two sequential waves of OR

activation, first in plasma membrane and then in endosomes following inter-

nalization of the receptor. Non-peptide agonist (light blue) distorts this pattern

by activating a Golgi-localized internal OR pool (‘‘aberrant’’ activation). The

distinct OR activation sites are differentially affected by peptide (dark blue) and

non-peptide (light blue) antagonists.

(B) Kinetics of OR activation at distinct cellular membrane compartments.

Activation of ORs in PM and the Golgi apparatus occurs within seconds of

agonist application. The endosome activation wave lags several minutes.
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phosphorylation persistante de T361 ainsi que de S363 4h après l’injection du SNC80 i.p., un 

délai auquel l’effet analgésique est terminé. Cette phosphorylation du récepteur se fait selon 

une cinétique et avec une intensité similaire quel que soit le génotype des souris, GPRASP1 

n’intervient pas dans cette étape de la réponse à l’agoniste. C’est à 4h que nous avons réalisé la 

deuxième administration de SNC80 dans le modèle de douleur inflammatoire, l’effet de la 

première injection est terminé et la deuxième entraine un effet maximal du SNC80, DOR 

semble donc être redevenu activable, bien qu’il soit toujours massivement phosphorylé au 

niveau du cerveau total.  

La spectrométrie de masse réalisée sur les co-immunoprécipitations de DOR-eGFP pourrait 

nous permettre d’étudier le nombre de phosphorylations présentes en C-ter de DOR suite à son 

activation et peut-être de différencier un autre résidu impacté par l’absence de GPRASP1. 

 

La culture de neurones primaires de l’hippocampe ainsi que des ganglions rachidiens 

dorsaux, obtenus à partir des souris KO-GPRASP1, pourrait permettre de comparer la réponse 

du récepteur dans des types cellulaires différents. La cinétique de phosphorylation pourrait alors 

être suivie dans les neurones périphériques en s’affranchissant de la faible quantité de DOR 

présente physiologiquement dans ces structures.  

L’une des hypothèses expliquant la tolérance analgésique en cours de développement est la 

superactivation de l’adénylate cyclase est développée par Ahmed Mansour et collaborateurs 

(Mansour et al., 2021). Lors d’expériences sur les voies activées par divers agonistes de DOR 

en cellules, Mansour et collaborateurs se sont aperçus que, lors d’une incubation de 8h avec les 

agonistes, l’AMPc produit par les HEK293 par stimulation directe de l’adénylate cyclase (via 

la forskoline) peut atteindre 150% de l’AMPc produit sans agoniste DOR. Ce serait un 

mécanisme compensatoire de l’inhibition prolongée par la protéine Gai, produisant un niveau 

d’AMPc supérieur au niveau basal (Mazei-Robison and Nestler, 2012). Grâce à des cultures de 

neurones primaires obtenues à partir d’animaux sauvages et KO-GPRASP1, il serait intéressant 

d’étudier l’activation d’AMPc après un traitement prolongé au SNC80, en absence de 

GPRASP1. On sait que GPRASP1 potentialise les augmentations de cAMP après activation de 

RCPG lié à Gas (Tschische et al., 2010)(nos résultats Abu-Helo et al. 2023, en préparation) et 

que GPRASP1 interagit avec Gas in vitro, il pourrait être acteur d’un mécanisme adaptatif 

similaire avec DOR.  



 

 

117 

V. Co-immunoprécipitation de GPRASP1 avec DOR-eGFP 
Pour la première fois, nous avons mis en évidence dans du tissu animal, grâce aux co-

immunoprécipitations de DOR-eGFP cérébral, que GPRASP1 fait bien partie d’un 

complexe protéique avec DOR. Si cette interaction est spécifique et robuste, elle n’est pas 

augmentée lors de la préactivation ou de l’activation de DOR, elle aurait plutôt tendance à 

diminuer suite à son activation par le SNC80, du moins entre 0 et 4h après stimulation. 

  

L’analyse de ces interactômes par spectrométrie de masse est une étape du projet en cours. 

Plusieurs interactômes ont été élucidés, l’un en modèle cellulaire (HEK293) grâce à la 

technique de la péroxidase de l’acide ascorbique (APEX), où l’environnement protéique de 

DOR a pu être étudié suite à une activation 1, 3, 10 et 10min d’activation par l’agoniste DADLE 

(Lobingier et al., 2017), mais également sur des cerveaux de souris FLAG-DOR par l’équipe 

de Louis Gendron (Degrandmaison et al., 2020). Une co-immunoprécipitation de cerveau sur 

billes magnétiques greffées d’anticorps anti-FLAG a permis d’extraire DOR et les complexes 

protéiques avec lesquels DOR interagit en condition basale, les protéines retenues avec le 

récepteur ont ensuite été analysées par un tandem chromatographie en phase liquide – 

spectrométrie de masse. Les protéines au moins 2 fois plus enrichies dans les échantillons 

FLAG-DOR que dans le cerveau KO-DOR ont été considérées positives. De nombreuses 

protéines identifiées qui interagissent avec DOR sont impliquées dans l’endocytose et 

l’exocytose, participent à l’adressage intracellulaire du récepteur. Par la technique APEX, 

TOM1 et WWP2 ont été identifiées, elles ont toutes deux été impliquées dans la dégradation 

du récepteur (Lobingier et al., 2017). La majorité des protéines spécifiquement associées à DOR 

fait partie des systèmes de transport membranaire et de signalisation intracellulaire. En 

particulier, nous avons identifié Rab10 et VSP41 (Degrandmaison et al., 2020). Des sous-unités 

a des protéines hétérotrimériques G, Gao1, Gaq et Gaz ont également été trouvées dans 

l’interactôme de DOR, mais pas Gai. In vivo, c’est la b-arrestine 1 (=arrestine 2), qui a été 

confirmée sélectivement associée à DOR (Degrandmaison et al., 2020).  

Plusieurs protéines identifiées dans l’interactôme APEX sont confirmées dans cette co-

immunoprécipitation in vivo, comme la protéine de transport Sec31A, la Ras-related GTP-

binding portein C, des sous-unités catalytiques d’ATPase. Le récepteur cannabinoïde 1 a 

également été identifié comme interactant du DOR (Degrandmaison et al., 2020). 
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Tableau 16 Protéines interagissant avec DOR identifiées par LC-MS/MS chez les souris 

FLAG-DOR et validées par un autre résultat. 

 
 
 

 
Liste des interactions entre FLAG-DOR immunoprécipité du cerveau de souris et identifiées 

par analyse LC-MS/MS et validée par co-immunoprécipitation ou identifiées par APEX 

(Lobingier et al., 2017). Extrait de (Degrandmaison et al., 2020). 

Cependant, in vivo, les complexes protéiques de DOR n’ont été étudiées qu’à l’état basal. 

Comme GPRASP1 pourrait avoir le rôle d’une protéine d’échafaudage, qui formerait un 

complexe impliqué dans l’adressage intracellulaire de DOR (Kaeffer et al., 2021), nous 

pourrions donc supposer que sans un des éléments du complexe, il est déstabilisé et nous 

souhaitons comparer les interactions qui varient en absence de GPRASP1 pour identifier les 

autres protéines qui participent à son activité. Par ailleurs, si DOR est bien adressé à la 

membrane plasmique lors d’une préactivation, les complexes protéiques dans lesquels il se 

trouve pourraient varier dans un contexte inflammatoire, et puisque GPRASP1 aurait un 

impact sur la localisation à la membrane de DOR, l’interactome de DOR pourrait peut-être 

révéler des différences et des voies de signalisation et d’adressage impliquées. Des analyses 

préliminaires de spectrométrie de masse ont été réalisées au cours de la mise au point des co-

immunoprécipitations de DOR-eGFP. Nous avons trouvé parmi les protéines interagissant 

spécifiquement avec DOR l’adénylate cyclase 5, inhibée par Gai, déjà décrite comme 

interagissant avec DOR (Kim et al., 2006; Olianas et al., 2012a), et une sous-unité du canal calcique 

de type L.  

Dans un troisième temps, la tolérance du récepteur n’est pas la même en absence de 

GPRASP1, cela signifie que son activation entraine d’autres adaptations intracellulaires, 

peut-être dans les protéines interagissant avec le récepteur.   

analyses with other studies that used MS analyses, coimmuno-
precipitation (coIP), and bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) to identify proteins interacting with DOPr. We
confirmed 24 proteins that were previously reported by us, and
others, to interact with DOPr, including β-arrestin-1 (18, 19), the
cannabinoid receptor 1 (20, 21), heterotrimeric G proteins (22),
the cyclin-dependent–like kinase 5 (23), calnexin (24), as well as
subunits of the coatomer (25, 26) and the V-type proton ATPase
complexes (27) (Table 1).
As opposed to the other members of the opioid receptor

family, and GPCRs in general, DOPr exhibits particular traf-
ficking properties, contributing to our lack of knowledge re-
garding its regulation. First, although it has been shown to
recycle after endocytosis, DOPr preferentially traffics to
lysosomal compartments, resulting in its down-regulation (28).
Interestingly, we have identified the vacuolar protein sorting-
associated protein 41 homolog (VPS41), which is involved in
the vesicle-mediated protein trafficking to lysosomal compart-
ments (29), as a DOPr-interacting protein in our LC-MS/MS
analyses, specifically in the KI condition (Fig. 4C and SI Ap-
pendix, Table S1). We confirmed the interaction between VPS41
and DOPr at the endogenous level in vivo by immunoprecipi-
tation of FLAG-DOPr from brain lysates of KO and KI mice,
followed by Western blot analysis using an anti-VPS41 antibody
(Fig. 4D), thereby confirming our LC-MS/MS results. Further

validation of our proteomic data was performed using coIP ex-
periments of human orthologs of FLAG-DOPr and three newly
identified interactors tagged with an HA epitope expressed in
HEK293 cells. Fig. 4 E and F show that ADP ribosylation factor
6 (ARF6), which was previously reported to regulate the traf-
ficking and signaling of MOPr (30), and Ras GTPase-binding
effector protein 1 (also known as Rabaptin-5), involved in the
regulation of endosome morphology and functions (31), coim-
munoprecipitated with DOPr.
Although this remains controversial, another unique feature of

the DOPr concerns its intracellular localization (extensively
reviewed and discussed in ref. 32). Interestingly, we and others
have shown that, under specific conditions, such as chronic
morphine administrations or inflammatory pain, the cell surface
targeting of DOPr is increased, which is also correlated with an
augmentation in DOPr agonists-mediated analgesia (9–11).
Therefore, among the newly identified interactors, Rab10 was of
a particular interest since it was previously shown to regulate the
cell surface delivery of several membrane proteins (33, 34), in-
cluding the somatostatin receptor subtype 2 (SSTR2) (35), and
because it displayed at least a 1.5-fold peptide intensity ratio KI/
KO in both LC-MS/MS experiments (Fig. 4C and SI Appendix,
Table S1). Noteworthy, a set of proteins related to the functional
network of Rab10, such as Llgl1, EHBP1, and members of the
exocyst complex (EXOC2, 3, 4, 5, and 8), were also identified in

Table 1. Validation of DOPr interactors identified by LC-MS/MS analysis performed on KI mice

Gene symbol Protein identity
N/
2

Fold intensity
KI/KO

Unique
peptide

Coverage
(%) Method References

Proteins appearing in both experiments with an intensity ratio of at least 1.5-fold
ARF6 ADP ribosylation factor 6 2 2.3–2.0 2–4 18.3–33.1 CoIP This study (Fig. 4E)
ARRB1 β-Arrestin-1 2 3.0 – N/A 2–2 3.3–10.0 CoIP Refs. 18 and 19
ATP1A2 Sodium/potassium transporting ATPase subunit α-2 2 1.6–1.7 18–18 35.7–36.1 CoIP 83
COPA Coatomer subunit α 2 1.5–1.9 11–12 13.0–13.2 MS Ref. 25
CNR1 Cannabinoid receptor 1 2 N/A – 1.9 2–1 6.3–3.3 BRET/

coIP
Refs. 20 and 21

RAB10 Ras-related protein Rab-10 2 51.0–1.5 2–2 17.0–23.0 CoIP This study (Fig. 5A)
Proteins appearing in KI group only
COPE Coatomer subunit e 1 N/A 2 21.4 MS Ref. 25
ITSN2 Intersectin-2 1 N/A 1 11.6 APEX-MS Ref. 27
RABEP1 Rab GTPase-binding effector protein 1 1 N/A 1 6.6 CoIP This study (Fig. 4F)
TFRC Transferrin receptor protein 1 1 N/A 1 1.7 APEX-MS Ref. 27
VPS41 Vacuolar protein sorting-associated protein 41 homolog 1 N/A 1 1.8 CoIP This study (Fig. 4D)
Proteins appearing with an intensity ratio ≥1.5-fold
ARCN1 Coatomer subunit δ 1 1.9 3 6.7 MS Ref. 25
ATP2A2 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 1 1.7 30 31.0 CoIP Ref. 84
ATP6V1A V-type proton ATPase catalytic subunit A 1 1.5 28 57.1 APEX-MS Ref. 27
ATP6V1E1 V-type proton ATPase catalytic subunit E1 1 1.8 5 35.4 APEX-MS Ref. 27
CANX Calnexin 1 2.6 7 15.2 CoIP Ref. 24
CCT7 T-complex protein 1 subunit eta 1 2.4 13 35.6 CoIP Ref. 56
CDK5 Cyclin-dependent-like kinase 5 1 1.7 9 30.8 CoIP Ref. 23
GNAO1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit α 1 1.6 1 39.5 CoIP Ref. 22
GNAQ Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit α 1 1.7 4 27.6 CoIP Ref. 22
GNAZ Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit α 1 1.7 8 32.1 CoIP Ref. 22
GPM6A Neuronal membrane glycoprotein M6 1 1.7 2 6.7 BRET Ref. 85
NAPG γ-Soluble NSF attachment protein 1 1.8 9 35.9 APEX-MS Ref. 27
RPN1 Ribophorin I 1 3.1 5 11.4 CoIP Ref. 86
RRAGC Ras-related GTP-binding protein C 1 2.6 2 5.5 APEX-MS Ref. 27
SCAMP3 Secretory carrier-associated membrane protein 3 1 2.4 2 13.0 APEX-MS Ref. 27
SEC31A Protein transport protein Sec31A 1 2.3 3 3.5 APEX-MS Ref. 27
VAPA Vesicle-associated membrane protein-associated protein A 1 1.5 2 20.5 CoIP Ref. 87

List of interactions between FLAG-DOPr immunoprecipitated from the forebrains of KI mice and identified proteins by LC-MS/MS analysis that have already
been reported by us and others. A protein was considered as a positive hit when the ratio of peptide intensity KI/KO displayed at least a 1.5-fold increase. The
number of experiments in which a protein was considered positive (N/2) is shown, and results from both experiments are separated by a hyphen when
applicable. N/A indicates that peptides were detected only in KI condition. APEX-MS, engineered ascorbate peroxidase proximity labeling coupled with MS;
BRET, bioluminescence resonance energy transfer; coIP, coimmunoprecipitation; MS, mass spectrometry.
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analyses with other studies that used MS analyses, coimmuno-
precipitation (coIP), and bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) to identify proteins interacting with DOPr. We
confirmed 24 proteins that were previously reported by us, and
others, to interact with DOPr, including β-arrestin-1 (18, 19), the
cannabinoid receptor 1 (20, 21), heterotrimeric G proteins (22),
the cyclin-dependent–like kinase 5 (23), calnexin (24), as well as
subunits of the coatomer (25, 26) and the V-type proton ATPase
complexes (27) (Table 1).
As opposed to the other members of the opioid receptor

family, and GPCRs in general, DOPr exhibits particular traf-
ficking properties, contributing to our lack of knowledge re-
garding its regulation. First, although it has been shown to
recycle after endocytosis, DOPr preferentially traffics to
lysosomal compartments, resulting in its down-regulation (28).
Interestingly, we have identified the vacuolar protein sorting-
associated protein 41 homolog (VPS41), which is involved in
the vesicle-mediated protein trafficking to lysosomal compart-
ments (29), as a DOPr-interacting protein in our LC-MS/MS
analyses, specifically in the KI condition (Fig. 4C and SI Ap-
pendix, Table S1). We confirmed the interaction between VPS41
and DOPr at the endogenous level in vivo by immunoprecipi-
tation of FLAG-DOPr from brain lysates of KO and KI mice,
followed by Western blot analysis using an anti-VPS41 antibody
(Fig. 4D), thereby confirming our LC-MS/MS results. Further

validation of our proteomic data was performed using coIP ex-
periments of human orthologs of FLAG-DOPr and three newly
identified interactors tagged with an HA epitope expressed in
HEK293 cells. Fig. 4 E and F show that ADP ribosylation factor
6 (ARF6), which was previously reported to regulate the traf-
ficking and signaling of MOPr (30), and Ras GTPase-binding
effector protein 1 (also known as Rabaptin-5), involved in the
regulation of endosome morphology and functions (31), coim-
munoprecipitated with DOPr.
Although this remains controversial, another unique feature of

the DOPr concerns its intracellular localization (extensively
reviewed and discussed in ref. 32). Interestingly, we and others
have shown that, under specific conditions, such as chronic
morphine administrations or inflammatory pain, the cell surface
targeting of DOPr is increased, which is also correlated with an
augmentation in DOPr agonists-mediated analgesia (9–11).
Therefore, among the newly identified interactors, Rab10 was of
a particular interest since it was previously shown to regulate the
cell surface delivery of several membrane proteins (33, 34), in-
cluding the somatostatin receptor subtype 2 (SSTR2) (35), and
because it displayed at least a 1.5-fold peptide intensity ratio KI/
KO in both LC-MS/MS experiments (Fig. 4C and SI Appendix,
Table S1). Noteworthy, a set of proteins related to the functional
network of Rab10, such as Llgl1, EHBP1, and members of the
exocyst complex (EXOC2, 3, 4, 5, and 8), were also identified in

Table 1. Validation of DOPr interactors identified by LC-MS/MS analysis performed on KI mice

Gene symbol Protein identity
N/
2

Fold intensity
KI/KO

Unique
peptide

Coverage
(%) Method References

Proteins appearing in both experiments with an intensity ratio of at least 1.5-fold
ARF6 ADP ribosylation factor 6 2 2.3–2.0 2–4 18.3–33.1 CoIP This study (Fig. 4E)
ARRB1 β-Arrestin-1 2 3.0 – N/A 2–2 3.3–10.0 CoIP Refs. 18 and 19
ATP1A2 Sodium/potassium transporting ATPase subunit α-2 2 1.6–1.7 18–18 35.7–36.1 CoIP 83
COPA Coatomer subunit α 2 1.5–1.9 11–12 13.0–13.2 MS Ref. 25
CNR1 Cannabinoid receptor 1 2 N/A – 1.9 2–1 6.3–3.3 BRET/

coIP
Refs. 20 and 21

RAB10 Ras-related protein Rab-10 2 51.0–1.5 2–2 17.0–23.0 CoIP This study (Fig. 5A)
Proteins appearing in KI group only
COPE Coatomer subunit e 1 N/A 2 21.4 MS Ref. 25
ITSN2 Intersectin-2 1 N/A 1 11.6 APEX-MS Ref. 27
RABEP1 Rab GTPase-binding effector protein 1 1 N/A 1 6.6 CoIP This study (Fig. 4F)
TFRC Transferrin receptor protein 1 1 N/A 1 1.7 APEX-MS Ref. 27
VPS41 Vacuolar protein sorting-associated protein 41 homolog 1 N/A 1 1.8 CoIP This study (Fig. 4D)
Proteins appearing with an intensity ratio ≥1.5-fold
ARCN1 Coatomer subunit δ 1 1.9 3 6.7 MS Ref. 25
ATP2A2 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 1 1.7 30 31.0 CoIP Ref. 84
ATP6V1A V-type proton ATPase catalytic subunit A 1 1.5 28 57.1 APEX-MS Ref. 27
ATP6V1E1 V-type proton ATPase catalytic subunit E1 1 1.8 5 35.4 APEX-MS Ref. 27
CANX Calnexin 1 2.6 7 15.2 CoIP Ref. 24
CCT7 T-complex protein 1 subunit eta 1 2.4 13 35.6 CoIP Ref. 56
CDK5 Cyclin-dependent-like kinase 5 1 1.7 9 30.8 CoIP Ref. 23
GNAO1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit α 1 1.6 1 39.5 CoIP Ref. 22
GNAQ Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit α 1 1.7 4 27.6 CoIP Ref. 22
GNAZ Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit α 1 1.7 8 32.1 CoIP Ref. 22
GPM6A Neuronal membrane glycoprotein M6 1 1.7 2 6.7 BRET Ref. 85
NAPG γ-Soluble NSF attachment protein 1 1.8 9 35.9 APEX-MS Ref. 27
RPN1 Ribophorin I 1 3.1 5 11.4 CoIP Ref. 86
RRAGC Ras-related GTP-binding protein C 1 2.6 2 5.5 APEX-MS Ref. 27
SCAMP3 Secretory carrier-associated membrane protein 3 1 2.4 2 13.0 APEX-MS Ref. 27
SEC31A Protein transport protein Sec31A 1 2.3 3 3.5 APEX-MS Ref. 27
VAPA Vesicle-associated membrane protein-associated protein A 1 1.5 2 20.5 CoIP Ref. 87

List of interactions between FLAG-DOPr immunoprecipitated from the forebrains of KI mice and identified proteins by LC-MS/MS analysis that have already
been reported by us and others. A protein was considered as a positive hit when the ratio of peptide intensity KI/KO displayed at least a 1.5-fold increase. The
number of experiments in which a protein was considered positive (N/2) is shown, and results from both experiments are separated by a hyphen when
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analyses with other studies that used MS analyses, coimmuno-
precipitation (coIP), and bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) to identify proteins interacting with DOPr. We
confirmed 24 proteins that were previously reported by us, and
others, to interact with DOPr, including β-arrestin-1 (18, 19), the
cannabinoid receptor 1 (20, 21), heterotrimeric G proteins (22),
the cyclin-dependent–like kinase 5 (23), calnexin (24), as well as
subunits of the coatomer (25, 26) and the V-type proton ATPase
complexes (27) (Table 1).
As opposed to the other members of the opioid receptor

family, and GPCRs in general, DOPr exhibits particular traf-
ficking properties, contributing to our lack of knowledge re-
garding its regulation. First, although it has been shown to
recycle after endocytosis, DOPr preferentially traffics to
lysosomal compartments, resulting in its down-regulation (28).
Interestingly, we have identified the vacuolar protein sorting-
associated protein 41 homolog (VPS41), which is involved in
the vesicle-mediated protein trafficking to lysosomal compart-
ments (29), as a DOPr-interacting protein in our LC-MS/MS
analyses, specifically in the KI condition (Fig. 4C and SI Ap-
pendix, Table S1). We confirmed the interaction between VPS41
and DOPr at the endogenous level in vivo by immunoprecipi-
tation of FLAG-DOPr from brain lysates of KO and KI mice,
followed by Western blot analysis using an anti-VPS41 antibody
(Fig. 4D), thereby confirming our LC-MS/MS results. Further

validation of our proteomic data was performed using coIP ex-
periments of human orthologs of FLAG-DOPr and three newly
identified interactors tagged with an HA epitope expressed in
HEK293 cells. Fig. 4 E and F show that ADP ribosylation factor
6 (ARF6), which was previously reported to regulate the traf-
ficking and signaling of MOPr (30), and Ras GTPase-binding
effector protein 1 (also known as Rabaptin-5), involved in the
regulation of endosome morphology and functions (31), coim-
munoprecipitated with DOPr.
Although this remains controversial, another unique feature of

the DOPr concerns its intracellular localization (extensively
reviewed and discussed in ref. 32). Interestingly, we and others
have shown that, under specific conditions, such as chronic
morphine administrations or inflammatory pain, the cell surface
targeting of DOPr is increased, which is also correlated with an
augmentation in DOPr agonists-mediated analgesia (9–11).
Therefore, among the newly identified interactors, Rab10 was of
a particular interest since it was previously shown to regulate the
cell surface delivery of several membrane proteins (33, 34), in-
cluding the somatostatin receptor subtype 2 (SSTR2) (35), and
because it displayed at least a 1.5-fold peptide intensity ratio KI/
KO in both LC-MS/MS experiments (Fig. 4C and SI Appendix,
Table S1). Noteworthy, a set of proteins related to the functional
network of Rab10, such as Llgl1, EHBP1, and members of the
exocyst complex (EXOC2, 3, 4, 5, and 8), were also identified in

Table 1. Validation of DOPr interactors identified by LC-MS/MS analysis performed on KI mice

Gene symbol Protein identity
N/
2

Fold intensity
KI/KO

Unique
peptide

Coverage
(%) Method References

Proteins appearing in both experiments with an intensity ratio of at least 1.5-fold
ARF6 ADP ribosylation factor 6 2 2.3–2.0 2–4 18.3–33.1 CoIP This study (Fig. 4E)
ARRB1 β-Arrestin-1 2 3.0 – N/A 2–2 3.3–10.0 CoIP Refs. 18 and 19
ATP1A2 Sodium/potassium transporting ATPase subunit α-2 2 1.6–1.7 18–18 35.7–36.1 CoIP 83
COPA Coatomer subunit α 2 1.5–1.9 11–12 13.0–13.2 MS Ref. 25
CNR1 Cannabinoid receptor 1 2 N/A – 1.9 2–1 6.3–3.3 BRET/

coIP
Refs. 20 and 21

RAB10 Ras-related protein Rab-10 2 51.0–1.5 2–2 17.0–23.0 CoIP This study (Fig. 5A)
Proteins appearing in KI group only
COPE Coatomer subunit e 1 N/A 2 21.4 MS Ref. 25
ITSN2 Intersectin-2 1 N/A 1 11.6 APEX-MS Ref. 27
RABEP1 Rab GTPase-binding effector protein 1 1 N/A 1 6.6 CoIP This study (Fig. 4F)
TFRC Transferrin receptor protein 1 1 N/A 1 1.7 APEX-MS Ref. 27
VPS41 Vacuolar protein sorting-associated protein 41 homolog 1 N/A 1 1.8 CoIP This study (Fig. 4D)
Proteins appearing with an intensity ratio ≥1.5-fold
ARCN1 Coatomer subunit δ 1 1.9 3 6.7 MS Ref. 25
ATP2A2 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 1 1.7 30 31.0 CoIP Ref. 84
ATP6V1A V-type proton ATPase catalytic subunit A 1 1.5 28 57.1 APEX-MS Ref. 27
ATP6V1E1 V-type proton ATPase catalytic subunit E1 1 1.8 5 35.4 APEX-MS Ref. 27
CANX Calnexin 1 2.6 7 15.2 CoIP Ref. 24
CCT7 T-complex protein 1 subunit eta 1 2.4 13 35.6 CoIP Ref. 56
CDK5 Cyclin-dependent-like kinase 5 1 1.7 9 30.8 CoIP Ref. 23
GNAO1 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit α 1 1.6 1 39.5 CoIP Ref. 22
GNAQ Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit α 1 1.7 4 27.6 CoIP Ref. 22
GNAZ Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit α 1 1.7 8 32.1 CoIP Ref. 22
GPM6A Neuronal membrane glycoprotein M6 1 1.7 2 6.7 BRET Ref. 85
NAPG γ-Soluble NSF attachment protein 1 1.8 9 35.9 APEX-MS Ref. 27
RPN1 Ribophorin I 1 3.1 5 11.4 CoIP Ref. 86
RRAGC Ras-related GTP-binding protein C 1 2.6 2 5.5 APEX-MS Ref. 27
SCAMP3 Secretory carrier-associated membrane protein 3 1 2.4 2 13.0 APEX-MS Ref. 27
SEC31A Protein transport protein Sec31A 1 2.3 3 3.5 APEX-MS Ref. 27
VAPA Vesicle-associated membrane protein-associated protein A 1 1.5 2 20.5 CoIP Ref. 87

List of interactions between FLAG-DOPr immunoprecipitated from the forebrains of KI mice and identified proteins by LC-MS/MS analysis that have already
been reported by us and others. A protein was considered as a positive hit when the ratio of peptide intensity KI/KO displayed at least a 1.5-fold increase. The
number of experiments in which a protein was considered positive (N/2) is shown, and results from both experiments are separated by a hyphen when
applicable. N/A indicates that peptides were detected only in KI condition. APEX-MS, engineered ascorbate peroxidase proximity labeling coupled with MS;
BRET, bioluminescence resonance energy transfer; coIP, coimmunoprecipitation; MS, mass spectrometry.
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analyses with other studies that used MS analyses, coimmuno-
precipitation (coIP), and bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) to identify proteins interacting with DOPr. We
confirmed 24 proteins that were previously reported by us, and
others, to interact with DOPr, including β-arrestin-1 (18, 19), the
cannabinoid receptor 1 (20, 21), heterotrimeric G proteins (22),
the cyclin-dependent–like kinase 5 (23), calnexin (24), as well as
subunits of the coatomer (25, 26) and the V-type proton ATPase
complexes (27) (Table 1).
As opposed to the other members of the opioid receptor

family, and GPCRs in general, DOPr exhibits particular traf-
ficking properties, contributing to our lack of knowledge re-
garding its regulation. First, although it has been shown to
recycle after endocytosis, DOPr preferentially traffics to
lysosomal compartments, resulting in its down-regulation (28).
Interestingly, we have identified the vacuolar protein sorting-
associated protein 41 homolog (VPS41), which is involved in
the vesicle-mediated protein trafficking to lysosomal compart-
ments (29), as a DOPr-interacting protein in our LC-MS/MS
analyses, specifically in the KI condition (Fig. 4C and SI Ap-
pendix, Table S1). We confirmed the interaction between VPS41
and DOPr at the endogenous level in vivo by immunoprecipi-
tation of FLAG-DOPr from brain lysates of KO and KI mice,
followed by Western blot analysis using an anti-VPS41 antibody
(Fig. 4D), thereby confirming our LC-MS/MS results. Further

validation of our proteomic data was performed using coIP ex-
periments of human orthologs of FLAG-DOPr and three newly
identified interactors tagged with an HA epitope expressed in
HEK293 cells. Fig. 4 E and F show that ADP ribosylation factor
6 (ARF6), which was previously reported to regulate the traf-
ficking and signaling of MOPr (30), and Ras GTPase-binding
effector protein 1 (also known as Rabaptin-5), involved in the
regulation of endosome morphology and functions (31), coim-
munoprecipitated with DOPr.
Although this remains controversial, another unique feature of

the DOPr concerns its intracellular localization (extensively
reviewed and discussed in ref. 32). Interestingly, we and others
have shown that, under specific conditions, such as chronic
morphine administrations or inflammatory pain, the cell surface
targeting of DOPr is increased, which is also correlated with an
augmentation in DOPr agonists-mediated analgesia (9–11).
Therefore, among the newly identified interactors, Rab10 was of
a particular interest since it was previously shown to regulate the
cell surface delivery of several membrane proteins (33, 34), in-
cluding the somatostatin receptor subtype 2 (SSTR2) (35), and
because it displayed at least a 1.5-fold peptide intensity ratio KI/
KO in both LC-MS/MS experiments (Fig. 4C and SI Appendix,
Table S1). Noteworthy, a set of proteins related to the functional
network of Rab10, such as Llgl1, EHBP1, and members of the
exocyst complex (EXOC2, 3, 4, 5, and 8), were also identified in
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List of interactions between FLAG-DOPr immunoprecipitated from the forebrains of KI mice and identified proteins by LC-MS/MS analysis that have already
been reported by us and others. A protein was considered as a positive hit when the ratio of peptide intensity KI/KO displayed at least a 1.5-fold increase. The
number of experiments in which a protein was considered positive (N/2) is shown, and results from both experiments are separated by a hyphen when
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analyses with other studies that used MS analyses, coimmuno-
precipitation (coIP), and bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) to identify proteins interacting with DOPr. We
confirmed 24 proteins that were previously reported by us, and
others, to interact with DOPr, including β-arrestin-1 (18, 19), the
cannabinoid receptor 1 (20, 21), heterotrimeric G proteins (22),
the cyclin-dependent–like kinase 5 (23), calnexin (24), as well as
subunits of the coatomer (25, 26) and the V-type proton ATPase
complexes (27) (Table 1).
As opposed to the other members of the opioid receptor

family, and GPCRs in general, DOPr exhibits particular traf-
ficking properties, contributing to our lack of knowledge re-
garding its regulation. First, although it has been shown to
recycle after endocytosis, DOPr preferentially traffics to
lysosomal compartments, resulting in its down-regulation (28).
Interestingly, we have identified the vacuolar protein sorting-
associated protein 41 homolog (VPS41), which is involved in
the vesicle-mediated protein trafficking to lysosomal compart-
ments (29), as a DOPr-interacting protein in our LC-MS/MS
analyses, specifically in the KI condition (Fig. 4C and SI Ap-
pendix, Table S1). We confirmed the interaction between VPS41
and DOPr at the endogenous level in vivo by immunoprecipi-
tation of FLAG-DOPr from brain lysates of KO and KI mice,
followed by Western blot analysis using an anti-VPS41 antibody
(Fig. 4D), thereby confirming our LC-MS/MS results. Further

validation of our proteomic data was performed using coIP ex-
periments of human orthologs of FLAG-DOPr and three newly
identified interactors tagged with an HA epitope expressed in
HEK293 cells. Fig. 4 E and F show that ADP ribosylation factor
6 (ARF6), which was previously reported to regulate the traf-
ficking and signaling of MOPr (30), and Ras GTPase-binding
effector protein 1 (also known as Rabaptin-5), involved in the
regulation of endosome morphology and functions (31), coim-
munoprecipitated with DOPr.
Although this remains controversial, another unique feature of

the DOPr concerns its intracellular localization (extensively
reviewed and discussed in ref. 32). Interestingly, we and others
have shown that, under specific conditions, such as chronic
morphine administrations or inflammatory pain, the cell surface
targeting of DOPr is increased, which is also correlated with an
augmentation in DOPr agonists-mediated analgesia (9–11).
Therefore, among the newly identified interactors, Rab10 was of
a particular interest since it was previously shown to regulate the
cell surface delivery of several membrane proteins (33, 34), in-
cluding the somatostatin receptor subtype 2 (SSTR2) (35), and
because it displayed at least a 1.5-fold peptide intensity ratio KI/
KO in both LC-MS/MS experiments (Fig. 4C and SI Appendix,
Table S1). Noteworthy, a set of proteins related to the functional
network of Rab10, such as Llgl1, EHBP1, and members of the
exocyst complex (EXOC2, 3, 4, 5, and 8), were also identified in
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VI. Hypothèses complémentaires à explorer 

A. Étude des modulations de GPRASP1 et DOR par 

hybridation in situ 

Nous n’avons jamais pu explorer la colocalisation de DOR avec GPRASP1, car notre 

anticorps anti-GPRASP reconnait également GPRASP2 et ne donne pas de signal spécifique de 

GPRASP1 en immunohistochimie sur coupes de tissus ((Zeder-Lutz et al., 2023), voir en 

Annexe 1). La distribution du messager de DOR est connue, l’ARNm de GPRASP1 a été 

retrouvé dans toutes les zones du cerveau par séquençage d’ARN en cellule unique (Zeisel et 

al., 2015) et en hybridation in situ (“Brain tissue expression of GPRASP1 - Summary - The 

Human Protein Atlas”) Allen experiment 67765726). Puisque nous avons obtenu une co-

immunoprécipitation qui semble spécifique, nous pouvons supposer qu’il y a une expression 

dans les mêmes cellules, mais sans en avoir fait l’observation directe. Nous ignorons également 

si DOR est systématiquement exprimé avec GPRASP1 ou bien s’ils sont retrouvés uniquement 

partiellement co-exprimés, et quelle classe de neurones les expriment tous les deux. En absence 

d’anticorps spécifique, pour répondre à cette question il faudra réaliser des expériences 

d’hybridation in situ, à l’aide de sondes fluorescentes multiplexées (RNAscope) qui ciblent 

l’ARNm des gènes par de multiples couples de sondes(Wang et al., 2012). GPRASP2 ayant 

une séquence très proche de GPRASP1, il faudra cibler les zones de séquence différente 

exclusivement. Cette méthode est également quantitative, bien que nous n’ayons pas observé 

de variation d’expression protéique de GPRASP1 lors des stimulations du récepteur, ni de DOR 

en absence de GPRASP1, nous pourrons confirmer le maintien de leur expression. Cela permet 

également de distinguer le type (NeuN pour les neurones, GFAP pour la glie…) et le sous-type 

cellulaire qui expriment nos cibles. 

B. Étude directe des voies de signalisation 

Les voies de signalisations activées par DOR en aigu sont partiellement connues mais peu 

dans un contexte de traitement répété et avec un suivi cinétique. Une des hypothèses résultant 

de nos observations est que les voies de signalisation seraient différentes en présence et en 

absence de GPRASP1 (Figure 28). Pour les explorer, l’étude des phosphorylations générées 

par l’activation des MAPkinases, p38 par exemple (“p38 MAPK Signaling Pathway | Sino 

Biological,” 2023), de mTOR, ou JNK est envisagée. En considérant que Mittal et 

collaborateurs voient une implication de la PKC et JNK dans la resensibilisation de MOR après 

http://mouse.brain-map.org/experiment/show/67765726
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des agonistes faiblement internalisant (Mittal et al., 2013), il pourrait être instructif de regarder 

si en absence de GPRASP1, cette voie est activée suite à l’administration de SNC80. 

La réponse des neurones pourrait être suivie par électrophysiologie, ex vivo, de sorte à 

détecter la vitesse de désensibilisation du récepteur chez les animaux sauvages et KO-

GPRASP1. 

C. Exploration des modifications de transcription provoquées 

par l’absence de GPRASP1 

Pour explorer les modifications de transcription générées par l’absence de GPRASP1 et la 

stimulation du récepteur, il serait intéressant de procéder à des analyses transcriptomiques, 

comme du RNAseq dans des zones enrichies en DOR (l’hippocampe ou les bulbes olfactifs) 

(Zeisel et al., 2015). Les voies de signalisation de DOR activées par le SNC80 en présence et 

en absence de GRPASP1 pourraient être évaluées par l’étude du kinome de DOR, avec la 

technique PAMgene (Hilhorst et al., 2009). Par ces méthodes, nous espérons par exemple 

mettre en evidence l’activation de signalisation anti-opioïde. 

D. Hypothèses alternatives : incompétence de DOR dans les 

neurones périphériques 

L’hypothèse défendue par Allison Brackley et collaborateurs en 2017 implique la GRK2, la 

PKA et une protéine d’ancrage à la membrane plasmique, AKAP (A-anchoring Protein 79/150) 

(Brackley et al., 2017). La GRK2 a été montrée constitutivement liée à DOR et libèrerait 

l’extrémité C-ter en cas de préactivation par une inflammation (Brackley et al., 2016). Dans ce 

contexte, dans des cultures de neurones de rat, la PKA semble phosphoryler la GRK2 après 

l’activation du récepteur, ce qui la maintient attachée à DOR et empêche la réponse 

intracellulaire lors de l’activation du récepteur. La PKA est ancrée à la membrane par AKAP, 

ce qui la retient à l’extrémité synaptique des neurones du cerveau, augmentant ses chances de 

phosphoryler GRK2 sur DOR. Ainsi, la présence du complexe AKAP-PKA à la membrane 

plasmique post synaptique favoriserait l’incompétence de DOR dans les neurones sensoriels 

périphériques. Cependant, la GRK2 n’a pas été retrouvée par spectrométrie de masse suite aux 

co-immunoprécipitations réalisées sur DOR-eGFP en condition basale ni par Degrandmaison 

et collaborateurs (Degrandmaison et al., 2020). Nous n’avons pas non plus observé la 

redondance d’autres protéines connues. Pourtant, nous trouvons spécifiquement GPRASP1 en 

Western Blot, il serait donc intéressant de vérifier également la présence d’autres protéines 
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décrites comme interagissant avec DOR dans nos co-immunoprécipitations grâce à des 

anticorps spécifiques de chacune d’elles.  

E.  Perspectives médicales 

Ce projet de thèse a été financé avec l’un des objectifs de développer des molécules bloquant 

l’action de GPRASP1, pour limiter son impact dans le développement de la tolérance 

analgésique.  

En effet, plusieurs molécules agonistes de DOR ont atteint les phases cliniques I et II du 

développement d’un médicament. L’ADL5859, un diméthylbenzamide, basé sur la structure du 

SNC80, montrerait en phase préclinique une réversion complète de l’hyperalgésie et une action 

antidépresseur, une durée d’action courte, aucun effet indésirable opiacé et une bonne tolérance 

jusqu’à 1g/kg. Cependant chez l’homme l’ADL5859 n’a montré aucun soulagement des 

patients dans les différents types de douleur évalués, mettant ainsi fin au développement de la 

molécule par Pfizer et Adolor (Cubist Pharmaceuticals LLC, 2015; Nozaki et al., 2012). Une 

seconde molécule a suivi le même cheminement, avec une amélioration de la biodisponibilité 

par voie orale : l’ADL5747. Le temps de ½ vie de 12h a été bien toléré en phase I sur sujets 

sains, Lors de la phase IIa, un effet intermédiaire a été observé dans les douleurs neuropathiques 

post herpétiques, mais non satisfaisant, il n’a pas permis de continuer l’exploitation de cette 

molécule (Cubist Pharmaceuticals LLC, 2015). L’AZD2327 a lui montré des effets anti-

dépresseurs et anxiolytiques en modèle préclinique, mais pas suffisamment lors des essais 

cliniques pour atteindre la phase III (Richards et al., 2016). Pour beaucoup de ces essais, les 

résultats ne sont pas publics et ne nous permettent pas de savoir si, bien que l’objectif principal 

n’ait pas été atteint, des objectifs secondaires intéressants se seraient détachés des résultats. Une 

des pistes évoquées pour améliorer l’efficacité de traitement ciblant DOR, serait de faire des 

agonistes uniquement périphériques, agissant dans les zones lésées et non au niveau central, 

mais également de développer des modulateurs allostériques qui augmenteraient l’efficacité ou 

l’affinité des ligands de DOR sur le récepteur (Spahn and Stein, 2017). Des agonistes MOR-

DOR biaisés ont ensuite été développés pour limiter les effets indésirables convulsivants, tel 

que le TRV250 qui est en étude de phase II dans le cadre du traitement de la migraine. 

GPRASP1 est également associée à de nombreux RCPG, dont le récepteur b2-adrénergique, 

ciblé dans le traitement de l’asthme. Il est possible que chez l’humain également, GPRASP1 

soit responsable du développement de tolérance analgésique, ainsi empêcher son action pourrait 

permettre de potentialiser le traitement de l’asthme ou d’augmenter les chances de réussite d’un 
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traitement analgésique. Il faudra cependant s’assurer qu’un bloqueur de cette protéine n’a pas 

d’impact majeur sur le fonctionnement physiologique de ces récepteurs. 
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Figure 28 Représentation schématique d’une hypothèse de l’implication de GPRASP1 dans 

la régulation de l’analgésie aux agonistes DOR.  

L’hypothèse actuelle sur le role de GPRASP1 est qu’elle serait une protéine échafaudage, 

permettant de stabiliser un complexe protéique responsable de la désensibilisation, de 

l’adressage intracellulaire de DOR et de l’activation de voies anti-opioïdes, qui entraine le 

développement de la tolérance analgésique. En absence de GPRASP1, ce complexe serait 

déstabilisé et la cascade de développement de la tolérance ne serait donc pas mise en place. 

Créé avec Biorender.com 
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Conclusion 

Durant cette thèse, j’ai pu mettre en évidence que GPRASP1 interagit in vivo avec le 

récepteur aux opioïdes delta et a un rôle important à jouer dans la tolérance analgésique aux 

agonistes DOR. Cette protéine cytoplasmique est nécessaire au développement de la tolérance 

analgésique suite à l’administration répétée de l’agoniste DOR SNC80, quel que soit le modèle 

de douleur inflammatoire étudié. Cependant, contrairement à l’hypothèse communément 

admise, le développement de cette tolérance n’est pas dû à la dégradation du récepteur. En effet, 

en absence de GPRASP1, la dégradation massive de DOR est maintenue au même niveau que 

chez les animaux sauvages, à tous les niveaux du système nerveux central. Pourtant, les 30% 

de récepteur persistants suffisent à maintenir un effet analgésique maximal de l’agoniste. La 

désensibilisation par phosphorylation n’est pas non plus modifiée en absence de GPRASP1. En 

revanche, elle semble avoir un impact sur la localisation subcellulaire de DOR. De nombreux 

complexes protéiques sont impliqués dans la régulation de la réponse et l’internalisation de 

DOR, comme les b-arrestines, GRK2, RGS4, HRS, Gas et il est probable que GRPASP1 soit 

une protéine servant d’échafaudage à ces interactions. Ainsi, en son absence, certaines voies de 

signalisation contrecarrant l’effet des opioïdes ne seraient pas activées et l’analgésie provoquée 

par l’activation du récepteur serait maintenue (Figure 28). 
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I. Annexe 1 
 

L’annexe 1 est un article publié dans le journal Analytical Biochemistry en janvier 2023, 

décrivant la création et la caractérisation de l’anticorps purifié ciblant sélectivement GPRASP1 

et GPRASP2 par l’équipe RCPG, douleur et inflamamtion. J’ai participé à ces travaux pour la 

caractérisation de l’anticorps en immunohistochimie et immunofluorescence. J’ai prélevé les 

cerveaux de souris WT et KO-GPRASP1 fixés au paraformaldéhyde et réalisé leur coupe au 

cryostat ainsi que participé aux tests d’immunohistochimie sur tissus. J’ai également réalisé des 

coupes de culots cellulaires congelés en vue d’un marquage par anticorps sur lames. La 

présence de GPRASP2 dans les mêmes tissus donnant un signal fort chez les KO-GPRASP1, 

les résultats n’ont pas été concluants et ne sont pas illustrés dans l’article. 
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A B S T R A C T   

G protein-coupled receptor associated sorting protein 1 (GPRASP1) belongs to a family of 10 proteins that display 
sequence homologies in their C-terminal region. Several members including GPRASP1 also display a short 
repeated sequence called the GASP motif that is critically involved in protein-protein interactions with G protein- 
coupled receptors (GPCRs). Here, we characterized anti-GASP motif antibodies and investigated their potential 
inhibitory functions. We first showed that our in-house anti-GPRASP1 rabbit polyclonal serum contains anti- 
GASP motif antibodies and purified them by affinity chromatography. We further showed that these anti-
bodies can detect GPRASP1 and GPRASP2 in Western blot, immunoprecipitation and immunofluorescence ex-
periments while a mutant of GPRASP2, in which the most conserved hydrophobic core of the GASP motifs is 
mutated, was no more detected. Further characterization of anti-GASP motif antibodies by ELISA and Surface 
Plasmon Resonance assays suggests that GASP motifs function as multivalent epitopes. Finally, we set-up an 
Amplified Luminescent Proximity Homogeneous AlphaScreen® assay to detect the interaction between purified 
ADRB2 receptor and the central domain of GPRASP1 and showed that anti-GASP motif antibodies efficiently 
inhibit this interaction. Altogether, our results suggest that anti-GASP motif antibodies could represent a valuable 
tool to neutralize the interaction of GPRASP1 and GPRASP2 with different GPCRs.   

1. Introduction 

The GPRASP/ARMCX protein family, mainly present in mammals, is 
composed of ten members, nine of which are encoded in tandem on the X 
chromosome. They share homologies in their carboxyl-terminal do-
mains that contain armadillo-like repeats and can be subdivided ac-
cording to whether they possess or not GASP motif repeats (subfamily 1 
and 2, respectively; [1–4]. GPRASP1 and GPRASP2 (GPCR-associated 
sorting proteins) are the best functionally characterized proteins of 
subfamily 1 and have been implicated in membrane trafficking of G 
protein-coupled receptors (GPCRs; [3,5–7]. However, the molecular 
functions of GPRASP1 and GPRASP2 remain to be precisely character-
ized and knowledge about their intracellular localization and regulation 
is missing. 

In previous studies, we have identified and characterized the GASP 
motif as a consensus sequence of twenty-one residues, the fifteen most 
conserved residues being formed by a hydrophobic kernel tetrapeptide - 
serine-tryptophan-phenylalanine-tryptophan (SWFW) - surrounded by 
acidic amino acids [3]. The GASP motif repeats are located in the central 
part of the proteins, which is considered an intrinsically disordered re-
gion, and are unique to the GPRASP/ARMCX subfamily 1 of all proteins 
in the Swissprot database [3,4]. In Human, GASP motifs are found in 
tandems, 22 times in GPRASP1, 7 times in GPRASP2, 2.5 times in 
GPRASP3, 11 times in ARMCX4 and 1.5 times in ARMCX5 [3]. We have 
shown previously that GASP motifs are necessary for GPRASP1 or 
GPRASP2 to interact directly with several GPCRs [2]. We have observed 
that in vitro translated full-length GPRASP1 could be pulled-down by 
the purified GST-tagged C-tail of GPCRs including delta-opioid, 
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E-mail address: simonin@unistra.fr (F. Simonin).   

1 Co-last authors. 

Contents lists available at ScienceDirect 

Analytical Biochemistry 

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yabio 

https://doi.org/10.1016/j.ab.2023.115062 
Received 13 September 2022; Received in revised form 17 January 2023; Accepted 24 January 2023   

mailto:simonin@unistra.fr
www.sciencedirect.com/science/journal/00032697
https://www.elsevier.com/locate/yabio
https://doi.org/10.1016/j.ab.2023.115062
https://doi.org/10.1016/j.ab.2023.115062
https://doi.org/10.1016/j.ab.2023.115062
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ab.2023.115062&domain=pdf


Analytical Biochemistry 665 (2023) 115062

2

muscarinic M1 and beta-adrenergic ADRB1 receptors. Moreover, the 
central domain of GPRASP1 on its own could be pulled-down to the 
same extent by these receptor C-tails. Since this central domain contains 
19 GASP motifs, this motif may play a major role in mediating these 
interactions. In cells, exogenously expressed full-length muscarinic M1 
receptor, beta-adrenergic ADRB1 or ADRB2 receptors and 
calcitonin-like CALCR, could all co-immunoprecipitate the full-length 
GPRASP1 as well as the central domain of GPRASP1 expressed on its 
own. Using Surface Plasmon Resonance (SPR) measurements, we have 
shown that the purified central domain of GPRASP1 could interact in 
vitro with purified full-length ADRB2 or cannabinoid type 2 CNR2 re-
ceptors with an apparent affinity of 10–100 nM [2]. Interestingly, 
GST-pull-down experiments or SPR measurements allowed us to show 
that the interaction between these receptors and full-length GPRASP1 or 
the central domain of GPRASP1 (respectively) is completely abolished 
by a small peptide encoding one of the GASP motifs of GPRASP2 used as 
a competitor [2]. Finally, GPRASP2 can be pulled-down by purified 
GST-tagged C-tail of several GPCRs while a mutant of GPRASP2 in which 
the consensus kernel SWFW of GASP motifs was substituted by four 
alanine residues is no longer pulled-down [2]. These results indicate that 
GASP motifs mediate protein/protein interactions in particular with 
GPCRs. 

We have previously generated and validated in GPRASP1 knock-out 

mice a rabbit polyclonal serum directed against GPRASP1 [8]. To 
generate antibodies, one approach consists in producing a short peptide 
of 10–20 amino acids that is predicted to represent an immunogenic 
region of the targeted protein. A drawback of this approach is that many 
anti-peptide antibodies can react with the peptide but fail to recognize 
the cognate protein. Another approach is to produce the target protein as 
the immunogen for inoculation into animals, which, as a general rule, 
produces antibodies that can recognize the native protein and often 
display interfering function. We employed this latter to generate rabbit 
polyclonal anti-GPRASP1 antibodies directed against the last 470 resi-
dues of the GPRASP1. This region of GPRASP1 corresponds to the 
sequence initially isolated as a prey from a two-hybrid screen using the 
C-tail of delta-opioid receptor as a bait [4]. To raise antibodies, we 
produced and purified from E Coli GST fused to GPRASP924-1395 and 
injected it to two rabbits. Within this immunogenic sequence, the ma-
jority codes for the most conserved C-ter domain of the GPRAS-
P/ARMCX protein family with armadillo-like repeats but it extends on 
its N-terminus to include three GASP motifs repeated in tandem. We 
have previously observed that the resulting polyclonal serum could label 
the central domain of GPRASP1 [2] suggesting that it might contain 
anti-GASP motif antibodies. In the present study, we have purified from 
this serum and further characterized subpopulations of antibodies that 
specifically recognize GASP motifs. Using these anti-GASP motif 

Table 1 
Information on the different constructs used in this study.  

Name of the 
fusion 
protein 

GPRASP/ 
ARMCX 
domain or 
protein 

GPRASP/ 
ARMCX 
residues 

Vector Nter-tag or 
Nter-protein 

Goal Assays Name of the 
antibodies 
subpopulations 

References 

MBP-o.Ag Original 
Antigen 

924–1395 pMalC2 Maltose 
Binding 
protein 

Production, 
purification in E. 
coli 

Affinity columns for 
antibodies purification, 
ELISA 

Affinity purified 
anti-o.Ag 

This 
publication 

MBP- 
GPRASP1- 
Ct 

GPRASP1-Ct 1147–1395 pMalC2x Hexa-Histidine Affinity purified 
anti-GPRASP1-Ct 

MBP- 
GPRASP1- 
M 

GPRASP1-M 380–1073 pMalC2x Affinity purified 
anti-GPRASP1-M 

6xHis-GASP 
peptide 

GASP motif 800–889 pET28b Affinity purified 
anti-GASP-peptide 

GST- 
GPRASP1 

GPRASP1 1–1395 pGEX-4T3 Glutathione S 
transferase 

Production, 
purification in E. 
coli 

SPR Anti-GST-o.Ag 
serum 

This 
publication 

GST-o.Ag Original 
Antigen 

924–1395 pGEX-4T3 Rabbit immunization [4] 

GST- 
GPRASP2- 
C 

GPRASP2-C 367–838 pGEX-4T3 SPR This 
publication 

GST- 
GPRASP1- 
M 

GPRASP1-M 380–1073 pGEX-4T3 SPR, AlphaScreen [2] 

GPRASP1 GPRASP1 1–1395 pcDNA3  Overexpression in 
mammalian cells 

Western Blot (WB)  [4] 
GPRASP2 GPRASP2 1–838 pcDNA3 [2] 
GPRASP2- 

DM 
GPRASP2-DM 1–838 pcDNA3 [2] 

GPRASP3 GPRASP3 1–547 pcDNA3.1 [2] 
ARMCX5 ARMCX5 1–558 pcDNA3.1 [2] 
GLuc2- 

GPRASP1 
GPRASP1 1–1395 pSPICA- 

N2 
Cter of Gaussia 
Luciferase 

Overexpression in 
mammalian cells 

Western Blot (WB)  Lecat et al. In 
preparation 

GLuc2- 
GPRASP2 

GPRASP2 1–838 pSPICA- 
N2 

GLuc2- 
GPRASP2- 
DM 

GPRASP2-DM 1–838 pSPICA- 
N2 

GLuc2- 
GPRASP3 

GPRASP3 1–547 pSPICA- 
N2 

GLuc2- 
ARMCX5 

ARMCX5 1–558 pSPICA- 
N2 

EYFP- 
GPRASP1 

GPRASP1 1–1395 pcDNA3.1 EYFP Overexpression in 
mammalian cells 

Immunofluorescence  This 
publication 

EYFP- 
GPRASP2 

GPRASP2 1–838 pcDNA3.1  
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antibodies, we have set-up and validated a miniaturized assay suitable 
for the identification of compounds that inhibit the ADRB2 recep-
tor/GPRASP1 interaction. 

2. Experimental section 

2.1. Cloning of GPRASP/ARMCX coding sequences into mammalian and 
bacterial expression vectors 

All the constructs that were used in this study are summarized in 
Table 1. The cDNAs encoding the full-length proteins GPRASP1, 
GPRASP2, GPRASP2-DM, GPRASP3 and ARMCX5 cloned into the 
pcDNA3 or pcDNA3.1 eukaryotic expression vectors were described 
elsewhere [2,4]. For the expression of the EYFP-GPRASP1 and 
EYFP-GPRASP2 fusion proteins, the sequence encoding the enhanced 
yellow fluorescent protein (EYFP, Clontech) was fused 5’ upstream to 
each of these cDNA and inserted into the pcDNA3.1/Hygromycin (+) 
vector. For the expression of each GPRASP/ARMCX proteins fused at the 
C-ter of the Gaussia princeps luciferase GLuc2 fragment according to 
Ref. [9], PCR fragments were cloned into pDONOR223 (GPRASP1 and 
GPRASP2) or pDONOR207 (GPRASP3 and ARMCX5) following the 
Gateway cloning scheme and then subcloned by LR recombination into 
pSPICA-N2 vector (derived from the pCiNeo mammalian expression 
vector). The cDNAs encoding the different domains of GPRASP1 or 
GPRASP2 in fusion at their N-terminus with different proteins or tags 
were cloned into different vectors for E. coli expression: pGEX-4T3 
vectors for bacterial expression of GST (glutathione S-trans-
ferase)-fused to sequences encoding full-length GPRASP1, the original 
antigen (o.Ag) encompassing residues 924 to 1395 of GPRASP1 and 
GPRASP2-C encompassing residues 367 to 838 of GPRASP2. The Middle 
domain of GPRASP1, GPRASP1-M, encoding residues 380 to 1073 was 
also cloned into pGEX-4T3 [2,4]. pMALC2x vector was used for bacterial 
expression of the MBP (maltose binding protein) fused GPRASP1 protein 
domains: the o.Ag, the GPRASP1-Ct encompassing residues 1147 to 
1395 and the GPRASP1-M. pET28b vector was used for bacterial 
expression of the GASP peptide encoding residues 800 to 889 of 
GPRASP1 fused to a hexa-Histidine-tag (6xHis). All constructs were 
verified by DNA sequencing. 

2.2. Expression and purification of GPRASP1 fusion proteins (Table 1) 

GST-GPRASP1 full-length protein was expressed and purified as 
previously described [2]. To express the 6xHis-GASP peptide and the 
recombinant MBP proteins, vectors were introduced into competent 
E. coli Rosetta 2 DE3 strain (NOVAGEN 71400) and expression was 
induced using 0.5 mM isopropylthiogalactoside (IPTG) for 18 h at 22 ◦C 
(MBP-GPRASP1-M) or 1 mM IPTG for 2,5 h at 37 ◦C (6xHis-GASP pep-
tide; MBP-o.Ag, MBP-GPRASP1-Ct). Bacteria were then pelleted, sus-
pended in ice-cold lysis buffer (20 mM Tris pH 7.5; 200 mM NaCl; 1 mM 
DTT with cOmplete protease inhibitors cocktail (ROCHE)), lysed using 
the microfluidizer M110-EH-30 or a sonicator (40 W). Finally, the ly-
sates were cleared by centrifugation (10,000 g, 15 min, 4 ◦C). The MBP 
alone and MBP-fused GPRASP1 domains were purified on an AKTA 
Purifier instrument (GE Healthcare) using an MBP-Trap 1 ml column 
(Cytiva Europe GmbH) according to the manufacturer instructions. 
Proteins were eluted with lysis buffer supplemented with 10 mM 
maltose. The fractions corresponding to the protein of interest were 
pooled and concentrated using Vivaspin6 centrifugal concentrator with 
a 50 kDa cut-off (Sartorius) and dialyzed to exchange the buffer for PBS 
or for the coupling buffer (0.2 M NaHCO3 pH 8.3; 0.5 M NaCl) when 
used to prepare columns for anti-GST-o.Ag serum affinity purification. 
All fusion proteins with purified GPRASP1 domains were quantified 
using the BCA assay (Pierce), analyzed by SDS-PAGE and stored at 
−20 ◦C. 

2.3. Affinity purification of antibodies sub-populations from serum 
against GST-o.Ag protein 

Different purified MBP-fused GPRASP1 domains were immobilized 
onto affinity columns in order to purify antigen-specific antibodies from 
the serum with polyclonal rabbit antibodies directed against the GST-o. 
Ag fusion protein [4]. The purified MBP-fused GPRASP1 domains were 
cross-linked via amine groups onto the pre-packed NHS-activated 
Sepharose™ columns (HiTrap NHS-activated HP; Cytiva Europe GmbH) 
according to the instructions from the manufacturer and equilibrated in 
PBS before their further use. To purify antibodies, total IgGs fraction was 
first prepared from 1 to 2 ml of serum diluted 2-fold with binding buffer 
(PBS) using a HiTrap Protein A HP 1 ml column (Cytiva Europe GmbH). 
The IgGs were eluted with 200 mM citric acid, pH 2.5 (elution buffer) 
into neutralizing buffer (1 M Tris-HCl, pH 8) and dialyzed against PBS 
before their adsorption by recirculation onto MBP-GPRASP1 domai-
n-affinity columns. After incubation for 4 h–12 h at 4 ◦C, each affinity 
column was washed with 10 ml PBS. Antibodies were eluted with 0.5 ml 
elution buffer into 1.5 ml tubes pre-loaded with 0.05 ml neutralizing 
buffer. 

2.4. Cell culture and transfection 

Cells were grown at 37 ◦C in a water-saturated atmosphere con-
taining 5% CO2 incubator. HEK293 cells lines [10] were grown in 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco) with 4.5 g/L 
glucose, 4 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, and 10% (v/v) fetal 
bovine serum (Gibco), penicillin and streptomycin (100 U/ml and 100 
μg/ml) antibiotics. For transient transfection, cells were seeded at 5 to 
6.105 cells/well in 6-wells culture plates. 24 h after seeding (80% con-
fluency) DNA transfection was started by adding 4 μg of plasmid DNA 
and 9 μg of PEImax reagent (24765–1, Polysciences; Europe). Cell ly-
sates were prepared 24 h later in ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris-HCl 
pH 7.4; 150 mM NaCl; 1% (v/v) NP40; 0.25% (w/v) Na-deoxycholate) 
supplemented with EDTA-free anti-protease and protein concentra-
tions were determined (BCA assay kit, Pierce). Chinese hamster ovary 
(CHO) cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
supplemented with HAMF12 (DMEM/HAMF12 1:1, Gibco) containing 
5% (v/v) fetal calf serum (Gibco), penicillin and streptomycin antibi-
otics (100 U/ml and 100 μg/ml, respectively) and 2 mM L-glutamine. 
CHO cells stably expressing either EYFP-GPRASP1 or EYFP-GPRASP2 
after lipofectamine 2000 transfection were established with the help 
of FACS sorting and propagated in appropriate selection media supple-
mented with 0.4 mg/ml Hygromycin. Human SH-SY5Y neuroblastoma 
cells were grown in RPMI medium, 4 mM L-glutamine, and 10% (v/v) 
fetal bovine serum (Gibco), penicillin and streptomycin antibiotics (100 
U/ml and 100 μg/ml, respectively). 

2.5. Generation of GPRASP2-KO HEK293 cell line by CRISPR/Cas9 
technology 

HEK293 cells were genome edited using clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated 9 (Cas9) 
system. To ensure the high specificity to the target sites, three different 
selective GPRASP2 guided-RNAs (gRNA 1, 2 and 3) were tested using 
web-based algorithms (https://www.dna20.com/eCommerce 
/cas9/input) and verified on NCBI blast. The gRNAs were also 
controlled for genome-wide off-target analysis using CCTop, (http://cr 
ispr.cos.uni-heidelberg [11]. gRNA 1, 2 and 3 had the following se-
quences: gRNA1, 5′-CACCGCTGGGGAAGAGGTTATCGC; gRNA2, 
5′-CACCGTTAGGACCCAGGCAACTAC and gRNA3, 5′-CACCGGA-
GACCAAGTCTGTGCCTG. Each gRNA was subcloned into pSpCas9 
(BB)-2A-GFP (PX458) (Addgene plasmid # 48138, gift from Feng 
Zhang). Forty-eight hours after cell transfection with 166.7 ng plas-
mid/cm2 using the calcium phosphate technique [12], GFP positive cells 
were sorted by flow cytometry (FACS Aria, Becton Dickinson) and were 
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allowed to grow prior to GPRASP2 expression analysis by Western 
blotting using anti-GST-o.Ag serum. The promising polyclonal cell 
populations in term of large decrease of GPRASP2 expression were 
diluted in order to collect clones after 3 weeks of growth in T10 plates. 
GPRASP2-KO HEK293 clones could be obtained with the three gRNAs. 
GPRASP2-KO HEK293 clone N◦2 generated using gRNA2 was further 
used in this study. 

2.6. Mouse brain total homogenates preparation 

Brain tissue samples of WT and GPRASP1 deficient mice [8] were 
homogenized with an UltraTurrax device (IKA) followed by several 
dounce passages (IMLAB) in a final volume of 20 ml/g of tissue of 50 mM 
Tris-HCl, pH 7.4, 1 mM EDTA, 250 mM Sucrose, and the homogenate 
was centrifuged for 10 min at 500 g at 4 ◦C. The supernatant was then 
collected and protein concentrations were determined by BCA assay kit 
(Pierce). 

2.7. Immunoprecipitation experiments 

CHO cells stably expressing N-terminally EYFP-tagged GPRASP1 or 
GPRASP2 grown in petri dishes were washed twice with PBS and lysed 
in a buffer containing 10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 25 mM 
KCl, 0.3% (v/v) Triton X-100 and cOmplete protease inhibitors (Roche) 
for 1 h at 4 ◦C under agitation. 250 μg of proteins from the cleared ly-
sates were incubated with 1.5 μg (20 nM) of the indicated affinity- 
purified anti-GPRASP1 population overnight at 4 ◦C, followed by an 
incubation with 50 μl of protein A MAG-Sepharose (GE Healthcare) for 
an additional 3 h at 4 ◦C. Beads were then washed three times in ice-cold 
lysis buffer. 

2.8. SDS-PAGE and immunoblotting 

HEK293 cells lysates, brain homogenates or immuno-precipitates 
were mixed in Laemmli buffer and incubated at 100 ◦C for 5 min. Pro-
teins were separated by electrophoresis on SDS 8% polyacrylamide gels 
and transferred to PVDF membranes (IMMOBILON P, Merck). After 1 h 
incubation with blocking buffer (3% (w/v) BSA in PBS + 0.04% (v/v) 
Tween-20 (PBST)) at room temperature (RT), membranes were incu-
bated with primary antibodies overnight at 4 ◦C. Membranes were 
washed 3 times with PBST (5 min/each) and incubated for 1 h at RT with 
Goat anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary 
antibody (1:50000) (Jackson ImmunoResearch). Blots were washed five 
times (5 min each) with PBST, prior to imaging. Blots were developed 
using enhanced chemiluminescence (West Pico Plus, PIERCE) and the 
Amersham Imager 680 system (Cytiva Europe GmbH). Antibodies used 
were rabbit anti-Gaussia luciferase (NEB, E8023S) [9] and 
anti-GFP-HRP (Ab6663 Goat polyclonal to GFP, Abcam). 

2.9. ELISA and SPR measurements 

For the ELISA assays, microtiter wells (Nunc MaxiSorp™Thermo-
Fisher Scientific) were coated either with purified MBP-o.Ag (1 nM), 
MBP-GPRASP1-M (1 nM) or MBP-GPRASP1-Ct (10 nM) in PBS over- 
night at 4 ◦C. After a saturation step (3% (w/v) BSA in PBST) of 1 h at 
RT, the indicated purified polyclonal antibodies subpopulation was 
diluted in PBST and incubated at RT for 2 h. After three washes with 
PBST, antigen-antibodies complexes were revealed with addition of 
HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch). After 
several washes with PBST and addition of 3′,3′,5′,5′-tetramethylbenizi-
dine (Sigma-Aldrich) in Citrate-Phosphate buffer 0.1 M pH 5, the optical 
density was measured at 450 nm in an ELISA reader. 

The SPR measurements were achieved with a Biacore 2000 SPR in-
strument (GE Healthcare) equipped with a Sensor Chip CM5 (GE 
Healthcare) at 25 ◦C with HBS-EP (GE Healthcare) as the running buffer. 
The SPR signal (in ‘resonance units’; RU) was monitored in real time and 

shown as sensorgrams (RU vs time plots). According to Ref. [13], an SPR 
signal of 1000 RU corresponds to 1 ng/mm2 of immobilized protein). 
Affinity-purified polyclonal anti-GST antibodies (GE Healthcare) were 
covalently immobilized in 4 flow cells using Amine Coupling Kit (GE 
Healthcare) according to the instructions from the manufacturer. Re-
combinant GST alone or indicated GST-fused GPRASP1 or GPRASP2 
domains were captured and the GST surface was used as reference. Two 
concentrations of the indicated affinity-purified anti-GPRASP1 anti-
bodies subpopulations were passed over GST (reference cell, 854 RU 
~28,5 fmol/mm2); GST-GPRASP1 full-length (700 RU ~4.1 fmol/mm2) 
GST-GPRASP1-M (1160 RU ~10.5 4.1 fmol/mm2) and GST-GPRASP2-C 
(1393 RU ~ 18.6 fmol/mm2). Signals were corrected for signals from the 
reference flow cell and were normalized relative to target density as 
RU/fmol.mm2. 

2.10. Immunofluorescence microscopy 

About 5 to 6.105 cells were seeded on fibronectin-coated 18 mm glass 
coverslip in 6 wells plates. After 24 h (80% confluency), cells were 
transfected with the corresponding expression vectors using Lipofect-
amine2000, according to the manufacturer instructions. For the analysis 
by immunofluorescence microscopy, cells were fixed with 4% (v/v) 
paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences, Euromedex) in PBS 
for 10 min and permeabilized with PBS + 0.1% (v/v) Triton X100 for 10 
min. After a blocking step (3% (w/v) BSA in PBS, 60 min) fixed cells 
were incubated with the indicated affinity-purified anti-GPRASP anti-
bodies subpopulations diluted in PBS over night at 4 ◦C. The bound 
antibodies were detected with Alexa Fluor 594 labelled-goat anti-rabbit 
immunoglobulins incubated during 60 min (Molecular probes). Nuclei 
were stained with 4′,6′-diamino-2phenyl-indole (DAPI 1 μg/ml, 5 mn). 
After several washes with PBS, the coverslips were mounted with 
Mowiol (CALBIOCHEM) and imaged with a microscope (DM5500 Leica) 
equipped with a 63X objective. The signal was recorded with a 
DFC350FX R2 camera (Leica). Confocal microscopy was performed with 
DMI 4000 (Leica). All microscopy images were processed using the Fiji/ 
Image J software. The YFP detection in immunofluorescence experi-
ments with the CHO cells stabilized for EYFP-GPRASP1 or EYFP- 
GPRASP2 expression was performed with a mouse monoclonal anti- 
GFP antibody (Life technologies A11120, 0.5 μg/ml, overnight at 
4 ◦C) and YFP-mab complexes were revealed with an Alexa Fluor488 
labelled-goat anti-mouse immunoglobulins 4 μg/ml, overnight at 4 ◦C 
(Molecular probes). 

2.11. AlphaScreen experiments 

Cross-titration of His-tagged ADRB2 receptor (2000-125 nM) against 
GST-GPRASP1-M (250–62.5 nM) was performed in 384 well plates 
(Optiplate, Perkin-Elmer, USA). Resulting combinations were mixed and 
incubated for 60 min at 25 ◦C. Glutathione Donor Beads (Perkin-Elmer) 
and Nickel Chelate Acceptor Beads (AlphaScreen Histidine Detection 
Kit; Perkin-Elmer) were then added to a final concentration of 20 μg/ml, 
incubated for 60 min and plates were then read using an EnVision Plate 
Reader (Perkin-Elmer). For the antibody competition assay, solubilized 
and purified His-tagged ADRB2 receptor (described in Ref. [2] and pu-
rified GST-GPRASP1-M were diluted in PBS at pH 7.0, 0.1% (w/v) BSA, 
and 0.1% (v/v) Tween20. The ADRB2 receptor (125 nM) was incubated 
with the GST-GPRASP1-M (62.5 nM) preincubated for 60 min at RT in 
presence of purified antibodies (concentration range of 0–800 nM) in 
384-well plates (Optiplate, Perkin-Elmer). Glutathione Donor Beads 
Perkin-Elmer) and Nickel Chelate Acceptor Beads (AlphaScreen Histi-
dine Detection Kit, Perkin-Elmer) were then added to a final concen-
tration of 20 μg/ml. After 60 min, Alpha Counts were read using an 
EnVision Plate Reader (Perkin-Elmer). Quadriplicates were performed 
in each experiment. Positive (ADRB2 receptor 125 
nM/GST-GPRASP1-M 62.5 nM) and negative controls (only ADRB2 re-
ceptor 125 nM) were performed in 8 wells each. The Z′ value was 
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calculated according to the following formula [14]: Z’ = 1 – [(3SD of 
sample + 3SD of control)/(mean of sample – mean of control). Data 
were analyzed in GraphPad Prism (version 4.0c), using nonlinear 
regression analysis for curve fitting. 

3. Results 

3.1. Identification of antibodies targeting the GASP motif 

As an initial step, we analyzed the binding properties of the immune 
serum from a rabbit immunized against purified glutathione S-trans-
ferase fused to residues 924–1395 of GPRASP1 (previously described in 
Ref. [4]. This carboxyl-terminal part (470 last residues) of GPRASP1, 
named in this study the original Antigen (o.Ag), contains the last three 
GASP motifs of GPRASP1 upstream to the entire C-ter domain that dis-
plays sequence homologies with the other members of the GPRAS-
P/ARMCX protein family (Fig. 1). We therefore analyzed potential cross 
reactivity of this serum with the closest homologues of GPRASP1 
(GPRASP2, GPRASP3 and ARMCX5) in Western blot experiments. In 
addition, we used the GPRASP2-DM mutant protein [2] in which the full 
consensus hydrophobic core SWFW present in two out of seven GASP 
motifs were substituted by four Alanine residues. Lysates of HEK293 
cells overexpressing either GPRASP1, GPRASP2, GPRASP2-DM, 
GPRASP3 or ARMCX5 as fusion proteins with the Gaussia Luciferase 
C-ter domain (GLuc2, Table 1) were analyzed by immunoblotting 
analysis with the serum containing anti-GST-o.Ag antibodies. While 
analysis with anti-GLuc antibodies confirmed the overexpression of all 
fusion proteins (Fig. 2 left panel), only overexpressed GLuc2-GPRASP1 
and GLuc2-GPRASP2 were detected by anti-GST-o.Ag antibodies from 
the serum (Fig. 2 right panel). The absence of detection of the mutant 
GPRASP2-DM, with mutated GASP motifs, as well as GPRASP3 and 
ARMCX5 suggests that the serum contains mainly antibody populations 
that detect GASP motifs present in GPRASP1 and GPRASP2. These re-
sults corroborate our previous observation showing that these 
anti-GST-o.Ag antibodies were able to detect the GPRASP1-Middle 
protein (i.e. the central part of GPRASP1 encompassing residues 380 
to 1073; Fig. 2) that contains 19 GASP motifs [2]. 

3.2. Characterization of affinity-purified antibodies subpopulations 
targeting GASP motifs by ELISA and Surface Plasmon Resonance (SPR) 

To further characterize the recognition specificity of GPRASP1 
polyclonal antibodies, we next decided to purify by affinity sub- 
populations of antibodies from the serum against GST-o.Ag. To this 
purpose, the IgG fraction from the immune rabbit serum was first iso-
lated by conventional Protein G chromatography and the sub- 
populations of antibodies were then affinity-purified on sepharose- 
beads bound to MBP-o.Ag that contains the original GPRASP1 immu-
noreactive sequence, MBP-GPRASP1-Ct that contains no GASP motifs. 

MBP-GPRASP1-M that contains 19 out of the 22 GASP motifs but not the 
conserved GPRASP1 C-terminal domain and overlaps by approximately 
150 amino acids with the o.Ag immunogen, including its 3 N-terminal 
GASP motifs. The 6xHis-GASP peptide encompasses only 3 GASP motifs 
(residues 800 to 889 of GPRASP1) that represent 70% of the amino acid 
sequence. Although these motifs are absent from the 3 GASP motifs 
present in o. Ag they display the highest homology to the GASP motif 
consensus sequence (Fig. 3A). The three different GPRASP1 domains 
were produced and purified from E. Coli as MBP-fusion proteins while 
the GASP peptide was produced and purified from E. Coli as a 6xHis- 
fusion protein. The purified GPRASP1 domains were examined for pu-
rity by SDS-PAGE (Supplementary Fig. S1) before coupling to Sepharose 
beads. The different GPRASP1 domains coupled to Sepharose beads 
were then used for affinity purification of the different subpopulations of 
antibodies from the polyclonal serum against GST-o.Ag. The final puri-
fied sub-populations of antibodies were assayed for protein concentra-
tion and examined for purity by Coomassie stained SDS-PAGE 
(Supplementary Fig. S2). Approximately 0.25 mg of antibodies were 
purified per milliliter of serum. The subpopulation of antibodies affinity- 
purified from the MBP-o.Ag column was designated as “affinity-purified 
anti-o.Ag” (@ o.Ag) and represents antibodies against the entire 
immunogen except GST. The subpopulation of antibodies affinity- 
purified from the MBP-GPRASP1-M column was designated as “affin-
ity-purified anti-GPRASP1-M” (@ GPRASP1-M). It represents antibodies 
against the central domain of GPRASP1 encoding 19 GASP motifs and 
corresponded to approximately 50% of the total affinity-purified anti-o. 
Ag antibodies. The subpopulation of antibodies affinity-purified from 
the MBP-GPRASP1-Ct column was designated as “affinity-purified anti- 
GPRASP1-Ct” (@ GPRASP1-Ct). It represents antibodies against the C- 
terminal sequence of GPRASP1 with no GASP motif and corresponded to 
approximately 30% of the total affinity-purified anti-o.Ag antibodies. 
The subpopulation of antibodies affinity-purified on the 6xHis-GASP 
peptide column represented around 30% of the total affinity purified 
anti-o.Ag antibodies and was designated as “affinity-purified anti-GASP 
peptide” (@ GASP peptide). 

The binding abilities of affinity-purified antibodies sub-populations 
were subsequently assessed by enzyme-linked immunosorbent assays 
(ELISAs). We immobilized either MBP-o.Ag, MBP-GPRASP1-M or MBP- 
GPRASP1-Ct and incubated affinity-purified anti-GPRASP1 sub-
populations of antibodies (o.Ag, GPRASP1-M and GPRASP1-Ct) at 
increasing concentrations (Seric antibodies showed no binding to MBP, 
Supplementary Fig. S3A). As shown in Fig. 3B, the binding curves 
confirmed the interaction of affinity-purified o.Ag antibodies with all 
three antigens (dark grey curves) and all three purified antibodies 
populations bind to the original antigen encoded in MBP-o.Ag (Fig. 3B, 
left panel). As expected, the affinity-purified anti-GPRASP1-M anti-
bodies did not bind to MBP-GPRASP1-Ct and, conversely, the affinity- 
purified anti-GPRASP1-Ct antibodies did not bind to the MBP- 
GPRASP1-M antigen (Fig. 3B middle and right panels, respectively). 

Fig. 1. Schematic representation of four members of 
the GPRASP/ARMCX protein subfamily 1. 
Grey boxes represent the conserved carboxyl-terminal 
domain of around 250 amino acids. The percent of 
identical amino acids shared with GPRASP1 is indi-
cated within each box. Red boxes represent GASP 
motifs that correspond to the consensus sequence of 
21 amino acids (GSEEEAIIGSWFWAEEEASME). Lo-
cations of GASP motifs are represented as a result of 
sequences analysis with the MEME SUITE web appli-
cation 5.1.1 [3,15]. The GPRASP2-DM double mutant 
protein [2] is presented with the two GASP motifs 
(white boxes) out of seven in which SWFW kernels 
were substituted by AAAA residues. Polyclonal rabbit 
antibodies were raised against residues 924–1395 of 
GPRASP1 named the original GPRASP1 Antigen (o. 

Ag). The limits of the GPRASP1 amino-terminal (GPRASP1-Nt), central domain (GPRASP1-M) and carboxyl-terminal domains (GPRASP1-Ct) are indicated.   
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These data fully confirmed the specificities of all three antibodies. 
Importantly, the affinity purified anti-GASP peptide antibodies showed 
similar binding reactivity than the affinity-purified anti-GPRASP1-M 
antibodies with the 6xHis-GASP peptide antigen in ELISA (Supplemen-
tary Figs. S4B and S4C), indicating that these two antibodies sub-
populations almost exclusively detect GASP motifs. This is not surprising 
since the GPRASP1-M domain, apart from the 19 GASP motifs shares less 
than 13% of its amino acid sequence (87/693) with the original 
GPRASP1 antigen (o.Ag). 

Since in ELISAs the target antigens are adsorbed to hydrophobic solid 
surface which can lead to protein denaturation [16], we next assessed 
whether the affinity-purified o.Ag antibodies could bind to 
GST-GPRASP1, GST-GPRASP1-M and GST-GPRASP2-C fusion proteins 
captured through anti-GST antibodies in a hydrophilic matrix by Surface 
Plasmon Resonance (SPR) in order to quantitatively compare their 
binding capacities to the three different antigens. GPRASP2 is the closest 
GPRASP1 paralogue [4] and GPRASP2-C displays 85% sequence iden-
tity over the full sequence of the original antigen (471 aa), including 3 
GASP motifs that display the highest sequence homology with the 3 

GASP motifs present in the o.Ag. It should therefore have conserved the 
immunogenic epitopes that are present in the o.Ag. Purified GST-fusion 
GPRASP1 full-length, GPRASP2-C and GPRASP1-M domains were 
immobilized on a sensor surface and the binding of two successive 
concentrations of affinity-purified anti-o.Ag antibodies to captured 
GST-fusions were compared. A GST-surface was used as the reference 
surface showing no binding since antibodies were affinity-purified on 
MBP-o.Ag columns (Supplementary Fig. S4) and the raw binding profiles 
(Fig. 4A) were normalized with respect to the molecular weight of each 
antigen by expressing the SPR antibodies responses in RU/fmol.mm−2 

(Fig. 4B). Full-length GST-GPRASP1, GST-GPRASP2-C and 
GST-GPRASP1-M domains could significantly bind to o.Ag antibodies. 
Once normalized (Fig. 4B), higher signals were observed for full-length 
GST-GPRASP1 and GST-GPRASP1-M as compared to GST-GPRASP2-C. 
This result suggests that GASP motifs may function as repeated epi-
topes allowing the binding of a higher number of antibodies on 
GST-GPRASP1 and GST-GPRASP1-M, which contains 22 and 19 GASP 
motifs, respectively, as compared to GST-GPRASP2-C that contains only 
3 GASP motifs. 

Fig. 2. Identification of antibodies targeting GASP 
motifs. 
Western Blot analysis of lysates of HEK293 cells 
overexpressing either GPRASP1, GPRASP2, GPRASP2- 
DM, GPRASP3 or ARMCX5 as fusion proteins with the 
C-ter of the Gaussia princeps luciferase GLuc2 frag-
ment. The membranes were probed with anti-Gaussia 
luciferase antibodies (Anti-G Luc, left panel) or with 
the serum from rabbit inoculated with the original 
GST-GPRASP1 antigen (anti-o.Ag, right panel). 
Equivalent amounts of proteins (40 μg) were analyzed 
for each sample. The anti-o.Ag serum detected over-
expressed GLuc2-GPRASP1 and GLuc2-GPRASP2 
(protein bands tagged with asterisks) and reacted 
with at least 3 other proteins present in transfected 
and non-transfected HEK 293 cells extracts.   

Fig. 3. Two domains of GPRASP1 are recognized by 
antibodies from the serum raised against GST-o.Ag. 
A. Scheme of GPRASP1 domains used for affinity 
purification of the seric antibodies raised against the 
original antigen fused to GST (GST-o.Ag). The anti-
gens were all expressed as MBP-fusion proteins except 
for the GASP peptide that was fused to a 6xHis-tag. 
B. Reactivity of each purified antibodies subpopula-
tion in ELISA. Plates were coated with a fixed con-
centration of purified antigens, MBP-o.Ag (1 nM, left 
panel), MBP-GPRASP1-M (1 nM, middle panel) or 
MBP-GPRASP1-Ct (10 nM, right panel), and incubated 
with different concentrations of affinity-purified anti- 
o.Ag (@ o.Ag, dark grey squares), affinity purified 
anti-GPRASP1-M (@ GPRASP1-M, red triangles) and 
affinity-purified anti-GPRASP1-Ct (@ GPRASP1-Ct, 
light grey squares). The optical density values 
(OD450nm) indicate the relative IgGs binding (for 
antibodies concentration ranging from 0.05 to 3 nM) 
to the coated antigens from a representative experi-
ment (n = 2).   
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3.3. Validation of subpopulations of affinity-purified antibodies targeting 
GASP motifs by Western blot, immunoprecipitation and 
immunofluorescence 

To evaluate the specificity of affinity-purified anti-o.Ag and anti- 
GASP-peptide antibodies subpopulations, we further performed immu-
noblotting of extracts from HEK293 cells overexpressing GLuc2-tagged 
GPRASP1, GPRASP2 and GPRASP2-DM. Since HEK293 cells display 
endogenous expression of GPRASP2 but no expression of GPRASP1, we 
also analyzed cell extracts from CRISPR/Cas9 generated GPRASP2 
knock-out HEK293 cells in which a construct expressing full length 
GPRASP2 was transfected or not (Fig. 4). As shown for the anti-o.Ag 
serum (Fig. 2), purified anti-o.Ag and anti-GASP peptide antibodies 
detected overexpressed GLuc2-GPRASP1 and GLuc2-GPRASP2 but not 
GLuc2-GPRASP2-DM (Fig. 5). The anti-o.Ag serum (Fig. 2), the purified 
anti-o.Ag and anti-GASP peptide antibodies (Fig. 5) recognized a band 
with an apparent molecular weight of ~130 kDa in all HEK293 cell 
extracts. This band was absent in GPRASP2-KO HEK293 cell extracts but 
was present in cell extracts from GPRASP2-KO HEK293 transfected with 
the construct expressing full length GPRASP2, thus demonstrating that 

GPRASP2 is endogenously expressed in HEK293 cells and detected by 
the anti-GPRASP1 antibodies. 

Results presented above indicates that both the 6xHis-GASP peptide 
and GPRASP1-M domain allowed to affinity-purify GASP motif specific 
antibodies. However, columns packed with the 6xHis-GASP peptide led 
to a lower antibody recovery than the ones packed with GPRASP1-M as 
compared to columns packed with the original antigen (30 and 50%, 
respectively). Moreover, we observed by ELISA that the flow-through of 
the 6xHis-GASP peptide column still contained antibodies that bind to 
GPRASP1-M, which was not the case when GPRASP1-M columns were 
used (data not shown). As these data indicated that GPRASP1-M was 
more efficient to purify anti-GASP motif antibodies we decided to 
further characterize anti-GPRASP1-M antibodies and to restrict the use 
of anti-GASP-peptide antibodies only in some critical experiments. We 
next evaluated whether overexpressed EYFP-GPRASP1 and YFP- 
GPRASP2 from CHO cell extracts could be immunoprecipitated with 
either affinity-purified anti-o.Ag or anti-GPRASP1-M antibodies and 
revealed in Western blot experiments with anti-GFP-HRP antibodies. It 
is noteworthy that we observed in previous experiments that CHO cells 
do not express endogenous GPRASP1 and GPRASP2 (not shown). As 

Fig. 4. Comparison of SPR sensorgrams of anti-o.Ag 
antibodies binding to captured GPRASP antigens sur-
faces. 
SPR experiments showing the binding of purified anti- 
o.Ag antibodies (@ o. Ag) to either captured GST-full- 
length GPRASP1 (700 RU ~4.1 fmol/mm2; bold black 
line), GST-GPRASP1-M (1160 RU ~10.5 fmol/mm2; 
red line) or GST-GPRASP2-C (1393 RU ~ 18.6 fmol/ 
mm2; grey line). Two concentrations of purified anti- 
o.Ag antibodies were tested sequentially in one 
experiment (~10 and 100 μg/ml). SPR signals in 
relative unit were corrected for signals from the 
reference flow cell with GST alone (854 RU ~28,5 
fmol/mm2; (A) then signals were normalized relative 
to target density as RU/fmol.mm2 (B).   

Fig. 5. The purified anti-GASP motif antibodies detect GPRASP1 and GPRASP2 but not overexpressed GLuc2-GPRASP2-DM in Western blot. 
For each blot, lysates from HEK293 cells (4 left lanes) overexpressing a GLuc2 fusion protein with either GPRASP1, GPRASP2 or GPRASP2-DM, and lysates from 
GPRASP2-KO HEK293 cells (2 right lanes) overexpressing or not GPRASP2 were analyzed with the anti-Gaussia luciferase antibodies (@ GLuc; left) and the purified 
antibodies populations against o.Ag (@ o.Ag; middle) or the GASP peptide (@ GASP peptide; right) for immunoblotting (IB). The two anti-GPRASP1 antibodies 
recognized a ~195 kDa protein corresponding to GLuc2-GPRASP1 (labelled with ◦) and a ~130 kDa protein corresponding to GLuc2-GPRASP2 (labelled with *) as 
well as GPRASP2 (~120 kDa) which is endogenously expressed in HEK293 cells (arrow). MW (molecular weight ladder). 
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shown in Fig. 6A, both antibodies efficiently immunoprecipitated full 
length GPRASP1 and GPRASP2 fused to YFP while no signal was 
observed in mock transfected CHO cells. We then performed immuno-
fluorescence experiments with the same CHO cells overexpressing EYFP- 
GPRASP1 or YFP-GPRASP2 and anti-GPRASP1-M antibodies. As shown 
in Fig. 6B, anti-GPRASP1-M antibodies could detect a specific signal (left 
panels) overlapping with the YFP signal (middle panels) that was absent 
in WT CHO cells (lower panels), indicating that these antibodies spe-
cifically recognized GPRASP1 and GPRASP2 in a cellular context. 

We further wanted to investigate whether affinity purified anti-o.Ag 
and anti-GPRASP1-M antibodies were able to selectively detect 

endogenous GPRASP1 and GPRASP2 expressed either in SH-SY5Y 
human neuroblastoma cells [6] or in mouse brain [4]. We therefore 
performed immunoblot experiments with SH-SY5Y cells and mouse 
brain extracts with both affinity-purified anti-o.Ag and anti-GPRASP1-M 
(Supplementary Fig. S5). In Western blot experiments, both antibodies 
revealed two bands at the expected size of GPRASP1 (~195 KDa) and 
GPRASP2 (~120 KDa) in SH-SY5Y extracts and almost no background 
(Supplementary Fig. S5). In brain extracts, anti-o.Ag and 
anti-GPRASP1-M antibodies revealed two major bands in Western blot 
experiments corresponding to the expected size of GPRASP1 and 
GPRASP2 (Supplementary Fig. S5). As expected, the upper band corre-
sponding to GPRASP1 was absent in brain extracts of GPRASP1-KO mice 
[8] and the highest signal/noise ratio was observed with the 
anti-GPRASP1-M population of antibodies. 

We also performed immunofluorescence assays with the same SH- 
SY5Y cells showing that anti-o.Ag and anti-GPRASP1-M antibodies 
mostly stained the cytoplasm (Supplementary Fig. S6A, left upper and 
middle panels) and this signal was completely absent in the negative 
control with normal rabbit IgGs (Supplementary Fig. S6A; left lower 
panels). Moreover, control immunofluorescence experiments with 
GPRASP2-KO HEK-293 cells, which do not show endogenous expression 
of GPRASP1, displayed only a low background signal (Supplementary 
Fig. S6A right panels). Finally, we used HEK-293 cells stably expressing 
the GloSensor™ (HEK-293-Glo [17]), which display endogenous 
expression of both GPRASP1 and GPRASP2, to generate double KO for 
those two proteins and compared them to the same cells in which 
GPRASP1 was transiently reexpressed. Immunoblot and immunofluo-
rescence experiments performed with those cell lines and 
anti-GPRASP1-M antibodies showed a high signal/noise ratio (Supple-
mentary Figs. S6B and S6C, respectively). Together, these observations 
indicate that anti-GPRASP1-M antibodies can detect endogenous levels 
of GPRASP1 and GPRASP2. 

3.4. Affinity-purified antibodies targeting GASP motifs inhibit ADRB2/ 
GPRASP1-M interaction in a miniaturized AlphaScreen assay 

In a previous study we have shown that the GASP motifs are essential 
for the interaction with C-tail of different GPCRs including β-adrenergic 
receptors ADRB1 and ADRB2, DOR, cannabinoid receptor type 2 CNR2 
and muscarinic M1R [2]. Moreover, we have shown by SPR that the 
purified central domain of GPRASP1 (GST-GPRASP1-M) interacts with 
purified full-length solubilized ADRB2 (His-ADRB2) with an apparent 
affinity of 10–100 nM. On the basis of these data, we therefore decided 
to assess whether affinity purified anti-GPRASP1 antibodies could 
inhibit the interaction between purified ADRB2 and the central domain 
of GPRASP1. To this end, we setup a miniaturized assay based on the 
AlphaScreen technology that allows to use low amounts of purified 
material and provide sensitive and reproducible quantitative measure-
ments. This bead-based, non-radioactive Amplified Luminescent Prox-
imity Homogeneous Assay (AlphaScreen Assay) is adapted to test the 
capacities of the affinity-purified antibodies to compete for 
GST-GPRASP1-M binding with purified His-ADRB2 in a 384-well 
format. This no wash assay consists in the use of two types of nano-
beads: the Glutathione donor beads loaded with a photosensitizer and 
the Nickel-chelate acceptor beads containing a chromophore. The 
proximity between beads, due to the interaction of the two proteins, is 
detected through the excitation of the donor bead with a laser at 680 nm, 
which leads to the production of a singlet oxygen, and the concomitant 
chemiluminescence in the acceptor bead upon exposure to singlet oxy-
gen leading to the emission of light at 520–620 nm (Fig. 7A). In a first 
step, the assay was adjusted with positive and negative controls of the 
interaction in order to obtain an optimal signal to noise ratio. The 
GST-GPRASP1-M and the His-ADRB2 concentrations were notably 
optimized using a cross titration experiment, using three concentrations 
for GST-GPRASP1-M (62.5 nM, 125 nM and 250 nM) and concentrations 
ranging from 125 to 2000 nM for His-ADRB2 (Supplementary Fig. S7A). 

Fig. 6. Purified anti-GASP motif antibodies detect GPRASP1 and GPRASP2 in 
immunoprecipitation and immunofluorescence studies. 
A. Immunoblot of immunoprecipitates from CHO cells extracts stably express-
ing EYFP-GPRASP1 or EYFP-GPRASP2. Equivalent amounts of protein extracts 
(250 μg) were immunoprecipitated with affinity-purified anti-GPRASP1 anti-
bodies populations 3 μg/mL for anti-o.Ag (@ o.Ag; left) and 0.45 μg/mL for 
anti-GPRASP1-M (@ GPRASP1-M; middle) and were separated by SDS-PAGE. 
EYFP-GPRASP1 or EYFP-GPRASP2 were revealed with an anti-GFP antibody 
(IB: @ GFP-HRP; 1: 20000). 
B. Epifluorescence images of PFA-fixed CHO cells stably expressing EYFP- 
GPRASP1 or EYFP-GPRASP2 stained with affinity-purified antibodies against 
GPRASP1-M (@ GPRASP1-M, 1.5 μg/ml, left panel) or anti-GFP (@GFP, 0.5 μg/ 
ml, middle panel) and with DAPI (right panel) Scale bar: 20 μm. 
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We then tested a larger range of ADRB2 concentrations (7.8 nM, 15.6 
nM, 31.25 nM, 62.5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM and 2000 
nM) with a fixed GST-GPRASP1-M concentration of 62.5 nM (Supple-
mentary Fig. S7B). A bell-shape response to His-ADRB2 increasing 
concentrations was observed with a maximum signal at 125 nM. This 
so-called “hook” effect frequently occurs in AlphaScreen assays since the 
excess of receptor inhibits the contact between the donor and acceptor 
beads. We then tested the signal consistency of a positive control with a 
GST-His-tagged (10 and 30 nM) containing the two tags fused together 
with the donor and acceptor beads (Supplementary Fig. S7C). A negative 
control was obtained with the same GST-His-tagged fusion protein to 
which either imidazole (200 nM) or glutathione (10 nM) was added. 
Another negative control in the assay was His-ADRB2 (125 nM) in the 
absence of GST-GPRASP1-M (Supplementary Fig. S7D). Based on these 
experiments, the quality of the assay was measured by a statistical 
parameter – Z′– which takes into account the mean and standard devi-
ation values for the positive and negative controls [14]. The calculated 
Z′ and signal-to-background (S/B) corresponding to these control mea-
surements were Z’ > 0.72 with S/B > 58, confirming the robustness of 
the assay. Based on these controls, we chose the following conditions for 
further investigations: 62.5 nM GST-GPRASP1-M and 125 nM of 
His-ADRB2. We calculated the Z′ and S/B for the ADRB2 receptor - 
GPRASP1-M interaction assay. Background signal was gauged either in 
the absence of GST-GPRASP1-M or with imidazole (200 nM) or gluta-
thione (10 nM). The calculated Z′ and S/B scores for these measurements 
were 0.6 and 8 (respectively) indicating satisfactory assay performance. 
Finally, Adenosine A2A receptor that poorly interacts with GPRASP1 in 
GST-pull down assay (not shown), produced no significant signal in this 
assay (Supplementary Fig. S7E). In the conditions described above, 
increasing concentrations of affinity-purified anti-o.Ag antibodies, 
pre-incubated 1 h with GST-GPRASP1-M were able to compete for 
GST-GPRASP1-M binding to the His-ADRB2 with an IC50 of 116 ± 14 
nM (n = 3) (Fig. 7B). The purified anti-GASP-peptide antibodies showed 
similar inhibiting capacity (Supplementary Fig. S8). These data show the 
potency of anti-GASP antibodies to inhibit the protein/protein interac-
tion function of GASP motifs. 

4. Discussion 

In the present study, we have characterized an anti-GPRASP1 serum 
obtained from a rabbit inoculated with a purified recombinant protein 
encoding the last 470 residues of human GPRASP1 fused to GST. This 
original antigen (o.Ag) includes 3 out of the 22 GASP motifs repeated in 
tandem in GPRASP1 and also the entire C-ter armadillo-like repeats 
domain of around 250 residues. We now show that around 50% of the 

antibodies from this serum target GASP motifs instead of targeting the 
larger conserved C-ter domain. This indicates that GASP motifs, which 
represent novel repeats unique to the GPRASP/ARMCX protein sub-
family 1, display a good immunogenicity. Our previous data indicate 
that they may play a role in their protein-protein interactions (PPI) [2, 
3]. In the present study, we describe the development of an AlphaScreen 
assay that allow to detect the interaction between purified ADRB2 and 
the central domain of GPRASP1 that contains most of the GASP motifs. 
In this assay, we show that purified antibodies that target GASP motifs 
efficiently block this interaction indicating that targeting GASP motifs 
could represent an interesting approach to inhibit the interaction be-
tween GPRASP1 and GPCRs. 

Regarding the immunogenicity of the GASP motifs, we have pro-
posed that the consensus sequence is GSEEEAIIGSWFWAEEEASME [3]. 
Intriguingly the central hydrophobic tetrapeptide SWFW is not consid-
ered to be immunogenic according to the Immune Epitope Database 
(IEDB) or the analysis resource Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 
programs. Instead, it is the surrounding glutamate acidic residues on 
both sides of the SWFW sequence that score high for immunogenicity. 
Nevertheless, the SWFW sequences contribute to the detection of the 
protein target by the antibodies since GPRASP2-DM, in which the full 
consensus SWFW presents in two out of seven GASP motifs are 
substituted by alanine-tetrapeptides was detected neither by 
affinity-purified anti-o.Ag nor by affinity-purified anti-GASP motif an-
tibodies using Western blot analysis. Our data also indicate that the 
antibodies purified and characterized in this study do not recognize all 
GASP motifs present in the different members of GPRASP subfamily 1 
probably due to sequence variability of these different motifs. Indeed, 
the remaining five GASP motifs in human GPRASP2 contain the tetra-
peptides MGSW, SSFW, FSFW, SWVL and SAYW as hydrophobic cores 
and not the complete consensus SWFW sequence [3]. In addition, 
GPRASP3 and ARMCX5, that contain GASP motifs, are detected neither 
by affinity-purified anti-o.Ag antibodies nor by affinity-purified anti--
GASP motif antibodies using Western blot analysis. In ARMCX5, the two 
GASP motifs contain each the conserved SWFW sequences but the 
glutamate acidic residues in between are shared by the two tandem 
motifs: the 21 residues-long consensus sequences overlap. This is the 
reason why we have proposed that there are 1.5 GASP motifs in 
ARMCX5 instead of two [3]. Following this reasoning, GPRASP3 con-
tains 2.5 GASP motifs: in Human, their central tetrapeptides are AWFW, 
SWFW and NWFW, respectively. The only GASP motif with the fully 
conserved “SWFW” sequence is encoded in one of the two overlapping 
GASP motifs. It is probable as well that our antibodies bind tandem 
epitopes in a multivalent manner increasing their avidity and detect a 
unique GASP motif with low affinity. Our analysis by SPR also suggested 

Fig. 7. Purified anti-GPRASP1 antibodies inhibit 
ADRB2/GPRASP1-M interaction in a miniaturized 
AlphaScreen assay. 
A. Scheme of the AlphaScreen interaction assay be-
tween His-tagged ADRB2 and GST-GPRASP1-M. If the 
donor and acceptor beads are in close proximity due 
to interaction between the two proteins, excitation of 
the donor beads at 680 nm results in the emission of 
light at 615 nm by acceptor beads. Glutathione-coated 
donor beads (for binding to GST-GPRASP1-M) and 
nickel chelate acceptor beads (for binding to His- 
tagged ADRB2 receptor) were used in this assay. 
B. Competitive binding assay. The disruption of the 
association between ADRB2 and GPRASP1-M was 
evaluated by pre-incubation of the GST-GPRASP1-M 
with increasing amount of affinity-purified anti-
bodies populations. The anti-o.Ag (@ o.Ag) inhibited 
the interaction between ADRB2 and GPRASP1-M 
proteins with an IC50 of 116 ± 14 nM whereas no 
competition was observed for the negative control 

(normal rabbit IgGs; Neg control; n = 3).   
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that GASP motifs form repeated epitopes. Taken together, our data 
indicate that antibodies targeting GASP motifs need both the SWFW 
sequence together with acidic glutamate on both sides of the hydro-
phobic core to detect the antigen explaining why our antibodies detect 
neither GPRASP2-DM, GPRASP3 nor ARMCX5. ARMCX4, that also be-
longs to the GPRASP/ARMCX subfamily 1, was not included in our study 
since this large protein (2290 residues) displays very divergent GASP 
motifs [3]. As we have not tested ARMCX4 protein, we cannot 
completely rule out that our antibodies do not cross react with this 
protein. As was demonstrated for gene transcription (see Ref. [18]), one 
can speculate that avidity might participate in the regulation of the 
protein-protein interactions mediated by GASP motifs particularly for 
GPRASP1 and GPRASP2 that contains 22 and 7 GASP motifs, respec-
tively. In the future, the role of avidity will have to be explored both in 
vitro and in cellular context. 

In our present study, we set-up a quantitative miniaturized assay 
using the AlphaScreen method based on the interaction between the 
purified central domain of GPRASP1 and the purified G protein-coupled 
receptor ADRB2. Pre-incubation of the GPRASP1 central domain (62.5 
nM) with increasing concentrations of affinity-purified anti-GASP motif 
antibodies could inhibit the interaction between this domain and the 
ADRB2 receptor (125 nM) with an IC50 of 115–145 nM. Although it was 
not possible to set-up this assay with the full length GPRASP1 due to 
difficulties to produce and purify this large protein (1395 aa) from 
bacteria, our results confirm that GASP motifs are necessary for medi-
ating the interaction between the central domain of GPRASP1 and the 
entire receptor and that targeting these motifs with purified antibodies 
could allow the efficient neutralization of ADRB2-GPRASP1 interaction. 
They further suggest that the AlphaScreen assay described in this report 
might be useful for further screening of small molecule inhibitors of the 
interaction between GPRASP1 and the ADRB2 receptor. As GPRASP1 
has been shown to be involved in adaptations associated with repeated 
stimulation of GPCRs like sensitization [8,19] or tolerance [20] that are 
often considered as adverse side effects, antibodies or small molecules 
that block GPRASP1 interaction with different GPCRs could represent an 
efficient way to limit adaptations associated with their chronic 
activation. 

5. Conclusion 

In this work we affinity-purified and characterized by Western 
blotting, immunofluorescence and SPR, anti-GPRASP1 polyclonal anti-
bodies targeting a short repeated sequence called the GASP motif. We 
further set up a miniaturized AlphaScreen assay that allow to detect 
quantitatively the interaction between purified central domain of 
GPRASP1 and ADRB2. In the future, this assay will be useful to identify 
small molecules that block the interaction of GPRASP1 with GPCRs. In 
this AlphaScreen assay anti-GASP motif antibodies efficiently compete 
for the interaction between GPRASP1 central domain and ADRB2. 
Although this work makes the proof of concept that targeting GASP 
motifs with antibodies could represent an efficient way to block the 
interaction of GPRASP1 with GPCRs, the development of mono-specific 
tools such as monoclonal antibodies or nanobodies targeting a specific 
GASP motif to compete for the interaction of GPRASP1 with GPCRs will 
probably represent a more promising strategy both in terms of speci-
ficity and unlimited availability. 

Author contributions 

Gabrielle Zeder-Lutz: Conceptualization, Methodology, Investiga-
tion, Writing - review & editing. 

Olivier Bornert: Methodology, Investigation. 
Rosine Fellmann-Clauss: Methodology, Investigation. 
Adeline Knittel-Obrecht: Methodology, Investigation. 
Thibaud Tranchant: Methodology, Investigation. 
Sarah Bouteben: Methodology, Investigation. 

Juliette Kaeffer: Methodology, Investigation. 
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Implication de GPRASP1 dans le développement de la tolérance 
analgésique aux agonistes du récepteur opioïde delta 

 
 

Résumé : La douleur chronique est un problème de santé publique majeur mais hormis les dérivés de la 

morphine, peu d’analgésiques sont disponibles. Le récepteur aux opioïdes delta est une cible intéressante pour 

faire évoluer l’arsenal thérapeutique. Son activation entraine une analgésie et des effets indésirables modérés, 

mais l’administration répétée de l’agoniste SNC80 induit le développement d’une tolérance analgésique qui 

serait due à la dégradation du récepteur. GPRASP1 est un partenaire d’interaction cytoplasmique de DOR qui 

aurait un rôle dans l’adressage de DOR vers la dégradation par le lysosome après activation. Le but de ce travail 

était d’évaluer le rôle de GPRASP1 dans le développement de la tolérance analgésique aux agonistes de DOR 

ainsi que dans sa dégradation. J’ai ainsi pu montrer que le blocage génétique de GPRASP1 prévient 

complètement le développement de la tolérance analgésique au SNC80 dans différents modèles de douleur mais 

n’a aucun impact sur la dégradation de DOR, remettant ainsi en cause le rôle précédemment décrit de cette 

protéine. 

Mots-clés : Douleur chronique – Récepteur delta-opioïde – Tolérance analgésique - GPRASP1 

 
Implication of GPRASP1 in the development of analgesic tolerance 

to delta opioid receptor agonists 
 

 

Abstract : Chronic pain is a major public health problem, but except morphine derivatives, few analgesics 

are available. The delta opioid receptor is an interesting target for advancing the therapeutic arsenal. Its activation 

leads to analgesia and moderate side effects, but repeated administration of SNC80 agonist induces the 

development of analgesic tolerance, thought to be due to receptor degradation. GPRASP1 is a cytoplasmic 

interacting partner of DOR that has been proposed to play a role in addressing DOR for degradation by the 

lysosome after activation. The aim of this work was to assess the role of GPRASP1 in the development of 

analgesic tolerance to DOR agonists, as well as in its degradation. In this work, I showed that genetic blockade 

of GPRASP1 completely prevents the development of analgesic tolerance to SNC80 in different pain models, 

but has no impact on DOR degradation, thus calling into question the previously described role of this protein. 

 

Keywords : chronic pain – delta-opioid receptor - analgesic tolerance - GPRASP1 


