TABLE DES MATIERES

RESUME ..cuiiiuiitiiiniiteiieiireictestecreicsestsstsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
ABSTRAC T ..cccruiireirucreccresteecreccsessscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 2
REMERCIEMENTS ..uiutititieietecececcrcscscssasacececesescssssssssssecesesssssssssssesessssssssssssssases 3
TABLE DES MATIERES .....cocueiniinuiiniinsuenseissuensseessesssesssesssessssesssesssessssssssssssese 6
TABLE DES ILLUSTRATIONS ET TABLEAUX ..cccctctctctttcacecececescscscscasececcscsescscnes 9
LISTE DES ABREVIATIONS .....coovtiinuinnuiineisuessuesssnssssesssesssessssesssesssessssssssesssese 11
INTRODUCTION ..ccctuieeeceecenceeectaceesesecesccsssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 14
A - LADOULEUR ET L'HOMME ....ccoiiiitiiiiiieeisiteeeeeiteeessneeessveeesssseeeeesssnaessssnnas 15

1. Un concept universel et intemporel ...........ccooeiviiriiiiiiniiieeeeeeeeeeeee e 15

A ALTaVers 18S EPOGUES ......cveveveereeverereeceetesesessssesesesessaesesesesesassesesessesaesesesans 15

SO N 410 10 | <SSR 15

ii. Du Moyen Age & 1a RENAISSANCE .....c.ovvevverieieeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeneeenene 19

iii. L'Epoque contemporaine (XVIIIéme et XIXeme sidcles) ......oovererrrnnnnen. 22

D. DE NOS JOUTS .uuviieeiieeeiieeeieeeeteeeeteeeeteeeeeteeeesaeessaeeessaeesssaesssseessssesessseesssseens 26

i. Terminologie de la douleur ...........ccoovieiriiiiiiiiiinniieiecececceece 26

ii. Anatomie générale des voies de la douleur ..........ccccceeervuieeniueennneennnnenn. 28

iii. Les différents types de douleurs ........ccccccevvcieiniiieniieeniieenieeenieeeeeen, 30

iv. Impact SOCI0-ECONOMIGUE ......cevvurerrrueerrireerrieenrreenireenrreeesaeeesseessnneens 33

2. Pharmacologie clinique du traitement de la douleur ........c.ccccoevuvevrviienniiiinnncnnns 34

A ANTAIZIGUES .ottt 34

i. Palier 1 : antalgiques non morphiniques .........ccccceeeeeveensieeneensienseenneen. 34

ii. Palier 2 : antalgiques opioides faibles ........ccccceeceriirniinieiniiniinieen. 37

iii. Palier 3 : antalgiques opioides fOrts ........cccoceervieiriieeniieenieecsieeeneen, 39

b. Co-antalZiqUeES .......ceeevuieeeiieeiieecie ettt e e e e ae e e ae e e b e e e ae e e erae s 43

3. Anatomophysiologie des voies sensorielles et nociceptives périphériques ......... 45

a. Fibres sensorielles et NOCICEPTIVES ....ccccveeeeuieeeieeerieeereeccre e 46



i. Classification des fibres afférentes ...........ccceeeeeeeeeiiieececiieee e, 47

11, FIDTES AQUEL AP .neeeieeeeieeeecetee ettt et e e er e e e re e e e e aaa e e e nans 51
TH1. FIDIES AD €T C oottt eeetreee e e e eeeernreeeeeeeeeeennraneaeeeesnnns 53
b. Nociception et NOCICEPLEUTS .....cccvveeeeieeeeieeeieeeeeeeeeeeieeeeteeeere e e aeeeeaaeens 54
1. NOCICEPLEUTS CULANES .....eeviieeiiieeieiiiieeeciieee e crte e e erre e e e sare e e e eveae e e eaaeeas 57
ii. Nocicepteurs artiCulaires ........cc.cccceeveeeriieeeniieennieenrieeneeesieeesreeesneens 59
iii. NOCICEPIEUT'S VISCETAUX ....eevvurerriuierriiernieersieeesreessreessnseessseesssseesssneens 60
iv. Modulateurs biochimiques inflammatoires nociceptifs ...........c............ 61

c. Canaux ioniques : transduction et transmission du message douloureux ....71

i. Thermotransduction chaude ...........cccoeeeviieeeciiieicciieeececee e, 73

ii. Thermotransduction froide ..........cccceeeecvieeeeciieeicceee e, 75

iil. ChémotranSduCion ..........cccouiieieiiiiieeceiiieeeeceee e e e e 79

B- LES CANAUX ASIC ..ccuveetiriteieetenieeitestesieestesitesteese st essestesstessessesaeessesssesseessesssessenns 82
1. Découverte et phylogenie ..........cocueiviiiiiiiiiiiiieeeeeteeeeee e 83
2. Propriétés des canaux ASIC ........ccceeccieeeiiieeiiieeecieeccreeeseeesreeesaeessveeessseesssseennns 88
a. Propriétés Structurales .........ccoccieeecieeeiieeceiee et eee e ve e e e e e e 88

i. Les différentes sous-unités ASIC .........cccceevievernenernennienienenieneneennees 88

i1. Structure des canaAUX ASIC ......oevviiiiieeiiireieeeeeeeeerrree e eeerrrrreeeeeeeeeaes 91

b. Propriétés biophysiques et fonctionnelles ..........ccccceeveevieriinnennennienenee. 95

1. SELeCtiVItE TOMIQUE ..eevvuveereiieiiiieieiieeeieeeete et e e e sae e e sreeesaneeas 95

ii. Mécanismes d'activation et d'inactivation .......ccceeeevvveeeeeeeeeciveveeeeeeennn. 96

iii. DIiversité des COUTANES ...ccccevvvveeieeieeieiiiireeeeeeeeeeererereeeeeeeeennrereeeeeeeens 98

3. Pharmacologie et régulation des ASIC ........coccoeriiiiiiniiiniieeeeeeee e 103
a. Protéines partenaires .........coccceeceeeveerieniieenieeceee ettt 103

b. Modulateurs exogénes synthétiques ..........cccceeeveeeiieniieniieniennienieeieeeene 105

c. Modulateurs exogenes Naturels ......c...ccoceeevieerirnienieenieeeeee e 108

d. Modulateurs eNdOZENES ........ceccueerriuieiriieiiieeerteeeseeenieeesreeesreesseeeesaneesnnas 116

e. Modulateurs physico-ChimiqueS ........ccccueeeieeeciiieeeieeccieeecre e eevee e 122



4. Roles des canaux ASIC dans la douleur ...........cccooeeeiieeeeiiiieccciieeececeee e, 125

a. Distribution des ASIC dans les voies de la douleur ..........cccceeeeeeeennnveeenenn. 125

b. Douleur CUtanée ..........coceevuiiiieiiiiiieeeeeeeeee e 126

¢. Douleurs musculaire et artiCulaire ..........cccoovvveuveeeeeeeeieeeicreeeeeeeeeeeeerreeeeees 130

d. DOULEUT VISCETALE ..ottt e e e e s s saasaree e 134

€. DOUlEUr MIGTaAINEUSE ......vevrvurerriiieieiiieerieeeriee et e erreessaeeessreeesreeessseessssaeenns 139
RESULTATS ceeuuceeeeeenneeeeeesseceeeessssscesesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssses 140
A- REGULATION DES CANAUX ASIC3 PAR DES LIPIDES INFLAMMATOIRES ..... 141

1. Préface dE T'GHUAE .uuuevveiiiiieeeeee ettt e e s e e sabaaeeeeee s 141

2. ATTICLE et e e e e e e e e e ta e e e e aa e e e e nbaae e e nnaae e e nnaaaeaan 144

B- THERMOREGULATION DES CANAUX ASIC 1o eeseeseesseseeseeseeseene 149

1. Préface de I'EtUAE ...oc.eeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e ar e e e 149

2. RESUIALS A I'ELUAE ..eevvviiiiiiiiiieeeeee ettt eeasraneees 151

3. Conclusion de 1'étude .........ooocuviiiiiiiieecee e 167
DISCUSSION .cciuiiuiieniernnreecreccsestsecrscssssesesrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 168
A- NOUVEL ACTIVATEUR ENDOGENE D'ASICS .....cocvvurverieerienreseseesesesaeseseesesensenas 170

B- ACTIVATION D'ASIC3 PAR LE FROID ..ccuutiiiiiiiiiieiteeieeereeeeeeeeee e 175
CONCLUSION GENERALE ....cucoviiniiniinninsnisiissenssessesssesssessssssessssssssssesssssssenes 179
ANNEXE : PARTICIPATIONS AUX CONGRES .....ccccvteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssssssssssses 182
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ....cccuuuuueeiiieeeeeeeeennnnsesssssesesessssssssssssssnns 183

Rapport- gfdf#ff.d’f?f?? @



TABLE DES ILLUSTRATIONS ET TABLEAUX

Figure 1 : Théorie des hUMEUTS ........coocciiiiiiiiiiiecceccree e e e ae e e s 17
Figure 2 : Anatomie du systeme nerveux de VEsale, 1543 ....ccccevvueerriieiriieenniieennieenneeeeseeennnes 21
Figure 3 : Théorie de la douleur de I'Epoque cONtemporaine .............coceeveverererererererenerenenenns 25
Figure 4 : Réponses a la douleur physiologique et physiopathologique ........cc.cccceeeueernuuennnnen. 27
Figure 5 : Anatomie générale des voies perceptives de la douleur ...........ccecveervueeenieennneennnee. 29
Figure 6 : Classification de 1a douleur ...........cccoeveiriiiiniiiiniiiieeceeceeceece e 30
Figure 7 : Echelle des antalgiques d'aprés 'OMS ..........c.ccoveueveveeeererereeessesesesessssesesesesesans 42
Figure 8 : Classification des fibres afférentes ..........cccccoviiriiiiiiniiiiieeceeeee 48
Figure 9 : Fibres nerveuses sensitives afférentes ........cc.cccceevvevrviieiiieecnieeesieeseeesee e 50
Figure 10 : Nocicepteur polymodal .........ccccooieiiiiiiiiiiiiieeeeete ettt 56
Figure 11 : Médiateurs inflammatoires et NOCICEPLEUT .......cccevvieeieciiieeieeieeeeeceeee e, 63
Figure 12 : Hydrolyse des phospholipides membranaires ..........cccccccceeeevieeeeeineeeeseceeeeseenneen. 66
Figure 13 : Voies de production des lipides inflammatoires .........cccccceeeveeeecieecceeesceeecereeennee, 70
Figure 14 : Echelle des températures COrPOTEllEs ...........ooviueuiveverereeeeeeereeeeesesenesesesesesssssssenens 72
Figure 15 : Canaux TRP et thermoperception ........c.cccceecieeriieriiiienniieeniecereeseeese e 77
Figure 16 : Superfamille des canaux ENAC/DEG ........ccccceirviiirriiiinniieeniieenieenieeeneeeesveeeanes 84
Figure 17 : Enregistrements des courants du "récepteur des protons" ..........ccocceeervveerrveennnen. 86
Figure 18 : Modélisation de la structure d'une sous-unité ASIC1a .......cccceevveervreeenrueernueennnne 90
Figure 19 : Modélisation de la structure du canal ASIC1a de poulet .......ccccceevveierrvieennneennnen. 92
Figure 20 : Sites de fixation des protons et entrée sodique .......c..ccceeeerieeseeniienierneensieeneene 94
Figure 21 : Cinétiques des courants ASIC homomeériques ..........cccceeeveeereenieerneenieeeneenneennne 100
Figure 22 : Courant de fenétre d'ASICS ......cooviiiieriiiiiieeeeeeee ettt 102
Figure 23 : Sites de fixation et effets des principaux modulateurs des canaux ASIC ............ 115
Figure 24 : GMQ, douleur et ASICS .....ccccuieieiiieeieeccieeeeeeereeceteeeereeeeaeeeereessaeessveeeesaeeenns 128
Figure 25 : Modéle de douleur musculaire chronique ..........ccccccceeeeviieeeiieeeecieeeseeeeceeeeveeeens 132

Figure 26

: ASIC périphériques et dOULEUT ........cccveeeiieeiiieeieecceeecee e e 138



Figure 27 : Résumé graphique de 1'article .........ccccooveeiriiiiiiiiiniineeeteeeeeee e 143
Figure 28 : Hyperalgie mécanique musculaire secondaire ............ccccceeeeevveeenecineeiccsneeeennne 146
Figure 29 : Hyperalgie mécanique articulaire secondaire ..........cccccccceeerevveeenciieeeicccneeeennns 148
Figure 30 : Sensibilité thermique des canaux ASICS .....cccceeveeeeiieeeeiieeeiieecereeeceeeeeeeeeaee s 150
Figure 31 : Sensibilité thermique de l'inactivation des canaux ASIC ........ccccoceeeeveeecveencnnennns 152
Figure 32 : Protocole de refroidissement par patch-clamp .........cccecveevvviiniiiiniiiiniiennieennns 154
Figure 33 : Activation par le froid des canaux ASIC3 a pH physiologique .........cccceccverrueennne 156
Figure 34 : Activation et inactivation d'ASICS .......cccceiivieiriieiiieeeieeerreeereesree e sae e 158
Figure 35 : Activation d'un courant froid dans les neurones DRG ..........cccccveervuierrueennueenns 160
Figure 36 : Test de la préférence de place : ASIC et froid sensoriel .........ccccceeveervieenernnennne. 162
Figure 37 : Test de la rampe froide : ASIC et froids sensoriels et nocifs ...........cceceeveeeueenee. 164
Figure 38 : Test d'immersion de la queue : ASIC et froid nocif ...........cccceeviriienienniennenne. 166
Figure 39 : Conclusion - activation d'ASIC3 par le froid ........cccocccevvviiiniiiniiieniieencieeeeees 167
Figure 40 : Effets de la LPC et de la LPC NM sur la douleur aigiie .........ccceeevveeeeieencveencueennns 174
Figure 41 : Schéma de conclusion gENérale ............cccceeeeiiieiieiiiieiciiee e 181
Tableau 1 : Classification et implications des fibres sensitives afférentes ..........ccccccevueeeunenee. 50
Tableau 2 : Classification et roles des mécanorécepteurs .........occceeeerreeereenieerseenseenseeneenanes 52
Tableau 3 : Propriétés électrophysiologiques des canaux ASIC ........coceevieriierneenienneeneennne. 99
Tableau 4 : Partenaires protéiques intracellulaires des canaux ASIC ........ccccecerveeriennneene 104
Tableau 5 : Modulateurs exogenes synthétiques des canaux ASIC .........ccccovveeeecciveeeecnneenn. 107

Tableau 6 :

Relation température et PH ........coooiiiiiriiiiiiiieteeecetee et 122



LISTE DES ABREVIATIONS

5-HT : Sérotonine

AA : Acide Arachidonique

AINS : Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens
AKAP: A Kinase Anchor Protein

ANO-1: ANOctamin-1

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé
APETx2 : AnthoPleura Elegantissima ToXine 2
ASIC: Acid-Sensing Ion Channel

Asp: Aspartate

ATP : Adénosine TRIPhosphate

BNC: Brain Na* Channel

Ca2+: Calcium

Cay: Voltage-gated Ca2* channel

Cdz+: Cadmium

CFA : Complete Freund’s Adjuvant

CGRP: Calcitonin Gene-Related Peptide

CIPP: Channel Interacting PDZ domain-containing Protein
COX: Cyclo-OXygénases

DCE: Dépression Corticale Envahissante

DEG: DEGénérines

DOP : Delta Opioid Recepor

DRASIC : Dorsal Root ASIC

DRG : Dorsal Root Ganglion

ECs0: Half maximal Effective Concentration
ENaC: Epithelial Na+* Channel

FaNaC: FMRF-amide-activated Na+ Channel
FMREF : Phénylalanine-Méthionine-Arginine-Phénylalanine
GABA : Gamma-AminoButyric Acid

GAS : Glycine-Alanine-Sérine

Gds+: Gadolinium

Glu: Glutamate

GMQ: 2-Guanidine-4-MethylQuinazoline

H+: Hydrogéne

Her: Heteractis crispa

Hi: Hadronyche infensa

HIS: HIStamine

His : Histidine

Hma3a: Heteroscodra maculata 3a

HPETE : acide HydroxyPeroxyEicosaTétraEnoique

IASP : International Association for the Study of Pain



IC50: Half maximal Inhibitory Concentration

IL-1B: InterLeukine-13

IL-6: InterlLeukine 6

ip: voie intrapéritonéale

IP3: Inositol TRIPhosphate

IPMC: Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire
iv: voie intraveineuse

K+: Potassium

Ka2P: TWO-Pore K+ channel

KD: Knock-Down .
Kir : Inward-Rectifier K+ channel .
KO: Knock-Out

KOP : Kappa Opioid Receptor \
Li+: Lithium

LOX: LipOXygénases

LPA : Acide LysoPhosphatidique

LPC: LysoPhosphatidylCholine

LPCNM : LysoPhosphatidylCholine Non Métaboli

LPE: LysoPhosphatidylEthanolamine

LPI: LysoPhosphatidylInositol

LPL: LysoPhosphoLipides

LPS: LysoPhosphatidylSérine

LT: LeucoTrienes

MAGTI : Membrane-Associated Guanylate kinase

MDEG : Mammalian DEGeneéri

MEC: Mechano—Electrica&on Channel

Mgz2+ : Magnésium

MitTx Micrurus tener

MOP Mu Opioid Re

Na+: Sodium
Nay : Voltage- channel

NGF Nerve tor

NHERF er Regulatory Factor
Niz+:

NMDA :

NO:

NOP : N tin Opioid Receptor

NPFF : ’ »Peptide FlfgpqrFamide

NeuroPeptide SlaapqrFamide
ganisation Mondiale de la Santé

P2X: Récepteur ionotrope a I'ATP
PA: Potentiel d’Action
PAF : Facteur d’Activation Plaquettaire

12




Pb2+:
PcTx1:
PG:
pH:

PherTx :

PICK :
PIST :
PKA :
PKC:

PSD-95 :

RA:
RCPG:
SA:
SICM :
SiRNA :
SNAP :
SP:

SPASIC :

sPLA2 :
TASK :
™ :
TNaC :
TNF-a :

TRAAK:

TREK:

TRESK :

TrkA :
TRPA :
TRPC:
TRPM :
TRPV :
TTX :
TX:
Ugr:
VGKC:
WDR :
Zn2+ :

Plomb

PsalmoToxine-1

ProstaGlandines

Potentiel Hydrogene

Phymanthus crucifer Toxine

Protein Interacting with C Kinase

PDZ domain protein Interacting Specifically with TC10
Protéine Kinase A

Protéine Kinase C

PostSynaptic Density protein 95
Rapidly Adapting

Récepteurs Couplés aux Protéines G
Slowly Adapting

Scanning Ion Conductance Microscopy
Small Interfering RiboNucleic Acid
S-Nitroso-AcetylPenicillamine
Substance P

SPinal cord ASIC

Secreted PhosphoLipase A2
TWIK-related Acid-Sensitive K+ channel
TransMembranaire

Testis Na* Channel

Tumor Necrosis Factor a
TWIK-Related Arachidonic Acid K+ channel
TWIK-RElated K+ channel
TWIK-RElated Spinal cord K+ channel
Récepteur a activité Tyrosine Kinase A
Transient Receptor Potential Ankyrin
Transient Receptor Potential Canonical
Transient Receptor Potential Melastatin
Transient Receptor Potential Vanilloid
TétrodoToXine

ThromboXanes

Urticina grebelnyi

Voltage-Gated K+ Channel

Wide Dynamic Range

Zinc



INTRODUCTION




A- LA DOULEUR ET L’HOMME

1. Un concept universel et intemporel

a. Atravers les époques

Depuis tout temps, I'histoire de 'Homme et celle de la douleur sont étroitement liées.
La signification de la douleur et son traitement évoluent au fil des civilisations.
Autrefois, notion abstraite et religieuse, elle devient concrete et physiologique avec
I’évolution des connaissances et les avancées de la médecine moderne.

Les plus anciennes traces évoquant la douleur et son traitement datent de plusieurs
milliers d’années avant Jésus-Christ dans des zones géographiques disparates (Pérou,
Asie Mineure, Inde et Chine). Les premiers témoignages a propos de son traitement
relatent I'utilisation d’opium et de feuilles de coca, notamment contre les douleurs
dentaires. Les Egyptiens recouraient a I’électricité pour soulager certaines douleurs
articulaires en utilisant des poissons électriques (poisson-chat électrique du Nil et
torpille ocellée).

Dans les civilisations primitives, la douleur causée par un dommage physique visible
(p. ex., blessure de guerre) est bien comprise, alors qu'une douleur invisible liée a une
maladie interne, 'est beaucoup moins. Les douleurs internes étaient mystiques, elles
semblaient étre causées par I'intrusion d'un démon ou de fluides magiques dans le
corps humain. Les traitements contre les douleurs invisibles étaient alors prodigués
par des « médecins prétres », des shamans et des sorciers. Ils avaient pour but
d’extraire hors du corps la substance maléfique lors de cérémonies religieuses. Il faut
attendre la civilisation gréco-romaine, pour que la douleur ne soit plus percue comme
quelque de chose de divin mais comme un phénomene naturel (Sabatowski et al.,

2004).
i. L’Antiquité

Durant I’Antiquité, d’abord en Grece puis a Rome, les « médecins prétres » sont
remplacés par des « médecins philosophes » qui démystifient la douleur. En Grece,
deux écoles s’opposent. Pour Aleméon, Démocrite et Hippocrate la douleur est une

sensation dont le centre de perception est le cerveau (Sabatowski et al., 2004).



Alors que pour Platon et Aristote la douleur est une émotion au méme titre que le
plaisir et dont le coeur en est le siege (Perl, 2007).

Alcméon (Veéme siecle av. J.C.) est considéré comme un des premiers a avoir pratiqué
des vivisections sur animaux pour poser les bases de I'anatomie (Lloyd, 1975). Il faut
attendre deux siécles plus tard, a Alexandrie, pour que de nombreuses dissections
détaillées (plus de 600), réalisées par Hérophile et Erasistrate, permettent de décrire
avec plus de précisions I'anatomie du cerveau. Alcméon décrit le cerveau comme
lorgane central des sensations et distingue déja deux sortes de nerfs. Il fait le
distinguo entre ceux permettant la perception des sensations et ceux permettant le
mouvement. Un demi-siecle plus tard la théorie des humeurs est développée par
Démocrite (460-370 av. J.C.) et popularisée par Hippocrate (460-370 av. J.C.) dans
le « Corpus hippocratique ».

Cette théorie qui perdure jusqu’au XIXeme siecle, présente la douleur comme la
conséquence d’'un déséquilibre entre les 4 humeurs que sont: le sang (I'air), le
phlegme (I'eau), la bile noire (terre) et la bile jaune (feu) [Figure 1]. Pour la
premiere fois, la douleur apparait comme un phénomene naturel qui se détache
completement de ’aspect religieux. Elle n’est plus prise en compte comme une entité
singulieére mais comme un élément utile dans un processus complexe : la maladie
(Sabatowski et al., 2004 ; Lazorthes, 2009).

Mais a cette époque et pour les siecles a venir, en Grece, la théorie la plus populaire
est celle de Platon (428-348 av. J.C.) et d’Aristote (384-322 av. J.C.). Pour eux, le
coeur est le centre de la perception des émotions et de toutes les fonctions vitales. Le
cerveau ne sert qu’a refroidir la chaleur issue du coeur et a réguler le sommeil. D’apres
leur théorie, 'exces de chaleur entraine une augmentation de la sensibilité tactile
responsable de la sensation douloureuse. A la différence d’Alcméon, Platon et
Aristote ne pratiquent pas et ne reconnaissent pas les avancées anatomiques faites
grace aux dissections, car la dissection des défunts n’est pas acceptée par la société
athénienne (Sabatowski et al., 2004 ; Perl, 2011).

A Rome, il faut attendre le 1¢r siecle av. J.C. pour voir la médecine se développer. Pour
la premiére fois, 'inflammation accompagnant l'infection dune plaie est décrite et
caractérisée par Celse, un médecin grec arrivé a Rome. Il énonce sa théorie sur
I'inflammation dans le « quadrilatere de Celse » : rubor, tumor, calor et dolor, sont
quatre signes correspondant respectivement a la rougeur, I’'oedéme, la chaleur et la

douleur, caractéristiques du processus inflammatoire (Lazorthes, 2009).



FEU

Bile J guine
(Colérique)

Sang 7 - @@= Bile Noire::

(Sanguin) 9 ! b TR (Mélancolique). TE

EAU

Figure 1 : Théorie des humeurs.

Diagramme de la théorie des humeurs, popularisée par Hippocrate au IVére siecle av. J.C. L’équilibre
des quatre humeurs (sang, bile jaune, bile noire, phlegme) définit le tempérament et I’état de santé de
Iindividu. Selon les saisons, I'une ou l'autre des humeurs prédomine. (D’aprés Sabatowski et al.,

2004 ; Lazorthes, 2009).
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Deux siecles plus tard, le cerveau est rétabli comme le centre des sensations par
Galien (131-201 apr. J.C.), le médecin de 'empereur Marc-Aure¢le. Il décrit le cerveau
comme le centre du systeme nerveux central connecté aux nerfs périphériques. Bien
qu’il associe la douleur au toucher et a des irritations externes, il pense qu’elle peut
aussi résulter de sensations internes. Selon lui, la sensation douloureuse est
accompagnée d’'une perception consciente, qui nécessite une communication entre
lorgane affecté et le cerveau via un fluide se propageant dans le corps. Pour la
premiere fois la douleur est définie comme un signal d’alarme permettant la prise de
conscience par I'individu d’'un changement de son équilibre interne ou externe.

En plus des poissons électriques et de l'opium déja utilisés par d’anciennes
civilisations, Galien développe I'utilisation d’autres plantes a alcaloides (p. ex.,

mandragore, belladone, jusquiame).

Durant plusieurs siécles, les découvertes de Galien n’eurent pas le rayonnement
escompté, car de part leur popularité, la philosophie d’Aristote et de Platon qui place
le coeur au centre de toutes les perceptions, resta la plus communément acceptée

(Sabatowski et al., 2004 ; Perl, 2007).



ii. Du Moyen Age a la Renaissance

Au Moyen Age, alors que I’Occident est plongé dans 'obscurantisme, en Orient les
ouvrages des philosophes et médecins de I’Antiquité sont traduits en arabe. On
assiste a l'expansion du monde arabo-musulman, d’ou viennent les avancées
médicales majeures de cette époque (Lazorthes, 2009).

En Occident, la religion est omniprésente. A nouveau, la douleur est I’ceuvre de Dieu,
elle est associée au péché. En se basant sur ’Ancien Testament, le Christianisme veut
pousser au dépassement de la souffrance. La douleur de la crucifixion du Christ est
présentée comme salvatrice et rédemptrice (Ribau et Duchange, 2003 ; Sabatowski et
al., 2004). L’église catholique tres conservatrice paralyse les avancées de la science et
de la médecine. Elle s’oppose aux vivisections, aux dissections des cadavres et interdit
la diffusion du savoir issu de la civilisation gréco-romaine. Les priéres et le silence
remplacent les médecins pour supporter les épreuves divines, les traitements pour
soulager la douleur sont assimilés a de la magie et sont donc par conséquent
proscrits.

Dans son ceuvre «le Canon », Avicenne (980-1037 apr. J.C.) un philosophe,
scientifique et médecin arabe, reprend les idées de Galien et confirme le lien entre le
systéme nerveux, les sensations et la conscience. Mais, il se détache des médecins de
I’Antiquité en présentant la douleur comme un sens a part entiére, bien distinct du
toucher. Il démontre quun patient atteint d’'une pathologie peut perdre le sens du
toucher tout en conservant la perception douloureuse et inversement (Ribau et
Duchange, 2003 ; Perl, 2007 ; Perl, 2011).

En Occident jusqu’a la fin du Moyen Age, I'Eglise gardera la main mise sur la science.
Elle s’appuie sur les guerres, les épidémies et les famines qui frappent I’Occident pour
renforcer le sens divin donné a la souffrance. Ces événements sont vécus comme des

manifestations de la colére de Dieu (Lazorthes, 2009).

A la Renaissance, 'humanisme est la pensée dominante. ’homme se préoccupe en
priorité de lui et non plus de Dieu, la douleur perd sa valeur expiatoire. C’est a cette
époque que reprennent les avancées anatomiques et chirurgicales.

Au début du XVIeéme siecle, les papes Jules II et Clément VII autorisent peu a peu les
dissections sur 'homme. On assiste au renouveau de 'anatomie, notamment grace a

André Vésale (1514-1564) qui corrige les erreurs anatomiques faites par Galien.



Vésale disseque le corps humain partie par partie, alors que Galien n’avait disséqué
que des singes et transposé ses observations a 'homme. Dans son ouvrage « De
humanti corporis fabrica libri septem » il décrit de maniere détaillée I'anatomie du
systéeme nerveux périphérique et du cerveau et fait le distinguo entre la substance
blanche et la substance grise [ Figure 2] (Lazorthes, 2009).

Cest a cette période que débute I'ére de la chirurgie moderne, notamment grace a
Ambroise Paré (1509-1590), chirurgien sur les champs de bataille. Il préone la ligature
vasculaire et la compression pour limiter les douleurs chirurgicales. C’est lui qui
décrit pour la premiére fois la douleur du membre fantome suite a une amputation

(Ribau et Duchange, 2003).

Au début du XVIIéme siecle, selon Descartes (1596-1650), la douleur « n’est ni plus ni
moins qu'un systéme d’alarme, dont la seule fonction est de signaler une lésion
corporelle ». Il a une vision mécanique du corps, dans lequel les nerfs sont comme
des cordes que I'on peut remuer ou tirer. Pour décrire la relation entre les nerfs et le
cerveau, il utilise une métaphore dans laquelle un nerf est assimilé a une corde et le
cerveau a la cloche d’une église. Dans ses méditations métaphysiques (méditation
sixieme), il décrit les voies de la douleur en prenant 'exemple dune douleur au pied.
Pour lui, la douleur se transmet grace aux nerfs jusqu'au cerveau via la moelle
épiniere : « ces nerfs doivent passer par la jambe, par la cuisse, par les reins, par le
dos et par le col, pour s'étendre depuis le pied jusqu'au cerveau » (Descartes, 1664).

La théorie de Descartes est le point de départ des idées développées au XIXeme siecle.
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Figure 2 : Anatomie du systéme nerveux de Vésale, 1543.

Dessin anatomique détaillé du systéme nerveux périphérique.
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iii. L’Epoque contemporaine (XVIIIeme et XIXeme siecles)

Physiologie

Durant cette époque, de multiples découvertes sont faites et les grandes théories sur
la douleur sont énoncées.

Au début du XIXeme siecle, Sir Charles Bell puis Francois Magendie, démontrent que
les racines dorsale et ventrale des nerfs spinaux remplissent des fonctions différentes.
Ils attribuent la responsabilité de la contraction musculaire a la racine ventrale et la
fonction sensitive a la racine dorsale (Perl, 2007).

Dans les années 1840, Johannes Peter Miiller expose son concept sur la spécificité
des nerfs sensitifs et Emil du Bois-Reymond, éleve de Miiller, décrit la nature
électrochimique de l'influx nerveux. Pour Miiller, la sensation ne dépend pas de la
nature de la stimulation mais du nerf stimulé lui-méme. Un méme type de
stimulation peut produire différentes sensations et inversement (Perl, 2007).

En 1858, Moritz Schiff démontre grace a des lésions de la moelle épiniere que la
sensibilité tactile et la douleur mettent en jeu des voies différentes. Il confirme ainsi
les théories d’Avicenne datant du XIeme siecle (Perl, 2007).

Durant cette période sont également mis en évidence les récepteurs cutanés du
toucher (mécanorécepteurs) que sont: les corpuscules de Pacini (1835), les
corpuscules de Meissner (1853), les disques de Merkel (1875) et les corpuscules de

Ruffini (1893) (Moayedi et Davis, 2013).

A la fin du XIXe¢me siecle, Magnus Blix et Alfred Goldscheider observent qu’il existe
des régions cutanées dédiées au chaud, au froid et a la pression. Max Von Frey
confirme ces travaux et émet I'idée qu’il existe des structures spécifiques pour chaque
sensation, y compris pour la douleur. Il faut attendre 1906 pour que Charles Scott
Sherrington suggere que toutes les modalités capables d’endommager les tissus
peuvent étre nocives. Sherrington est a l'origine des termes de nociception et de
nocicepteurs dont les définitions seront énoncées plus loin dans ce manuscrit

(Sabatowski et al., 2004 ; Perl 2007 ; Perl 2011 ; Moayedi et Davis, 2013).
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Durant le XXéme siecle, de nombreuses études s’intéressent aux propriétés des fibres

nerveuses sensorielles et nociceptives. Cette partie sera détaillé dans le chapitre

« Anatomophysiologie des voies sensorielles et nociceptives périphériques ».

Au cours de cette période, quatre grandes « Théories de la douleur » vont se

développer [Figure 3] :

Théorie de la spécificité [Figure 3A]: La douleur emprunte une voie précise
jusqu’a une région sensorielle spécifique du cerveau, grace a des fibres
spécialisées qui ne sont activées que par des stimuli nocifs. Cette théorie est

notamment soutenue par Bell, Muller et Von Frey.

Théorie de I'intensité (Wilhelm Erb, 1874) [Figure 3B] : Les voies sensorielles et
nociceptives sont les mémes. La différence de perception résulte de I'intensité de
la stimulation, chaque stimulus peut étre douloureux s’il atteint un seuil

suffisamment élevé.

Théorie du pattern [Figure 3C]: Les neurones répondent dans une gamme
dynamique d’intensité de stimulation. Chaque neurone ne s’active ni de la méme
maniére, ni a la méme intensité, la douleur résulte de la sommation de ces
activités. C’est le pattern d’activité des différents neurones qui renseignent sur la
localisation et la modalité du stimulus. Cette théorie défendue par Blix et

Goldscheider complete la théorie de I'intensité.

Théorie du portillon (« Gate control ») développée par Ronald Melzack et Charles
Patrick Wall en 1965 [Figure 3D]. Elle fait la jonction entre la théorie de la
spécificité et la théorie du pattern. Cest la premiere a intégrer a la fois une
composante physiologique et une composante psychique. Selon cette théorie, la
douleur est déterminée par l'interaction de trois systemes. Elle nécessite une
perception périphérique grace aux fibres de petit (C) et de gros (A) diamétres, une
modulation au niveau de la moelle épiniére et des controles descendants issus des
régions supraspinales. Au niveau de la moelle épiniere, Melzack et Wall proposent
que la substance gélatineuse située dans la corne dorsale serait la structure jouant

le role de portillon. Cest la que se ferait la modulation des informations
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sensorielles entrantes, entre le neurone afférent primaire et les cellules de
transmission présentes dans la moelle épiniere. L’activation des fibres de gros
diametre inhibe/ferme le portillon, alors que l'activation des fibres de petit
diameétre ouvre le portillon. L'ouverture de la porte engendre I’activation d'une

voie permettant I'intégration du message douloureux.

Bien que quelque peu imprécise, la théorie du portillon est la base des études
modernes menées dans le domaine de la douleur (Sabatowski et al., 2004 ; Perl

2007 ; Perl 2011 ; Moayedi et Davis, 2013).

Pharmacologie

L’époque contemporaine est une période faste pour le développement des traitements
contre la douleur et la généralisation de I'anesthésie. La pharmacologie de I'époque
contemporaine sera développée plus en détail dans le chapitre « Pharmacologie
clinique du traitement de la douleur ».

Le XIXeme sjiecle est marqué par I'expansion de 'anesthésie générale puis locale. En
1846, Robert Liston réalise la premiere opération sous anesthésie générale a 1’éther.
Durant les années suivantes, l'utilisation d'un second anesthésique volatile, le
chloroforme, est popularisée par John Snow. En 1885, 'ophtalmologiste Carl Koller,
réalise la premiere opération oculaire sous anesthésie locale. Il utilise pour cela une
molécule isolée 25 ans auparavant, la cocaine. Depuis, de nouveaux anesthésiques

locaux ont été élaborés tels que la procaine et la lidocaine (Sabatowski et al., 2004).
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Figure 3 : Théories de la douleur de ’Epoque contemporaine.

A. Théorie de la spécificité. Des organes sensoriels spécialisés, les nocicepteurs, ont un seuil
d’activation proche du seuil de douleur. Leur activité augmente plus I'intensité de la stimulation nocive
est forte. Ces neurones afférents ont des connexions sélectives avec des neurones de projection de la
moelle épiniere et du tronc cérébral.

B. Théorie de I'intensité. Les organes sensoriels périphériques ne sont pas différenciés en fonction de
leur seuil d’activation. Les fibres afférentes transduisent les stimuli non-nocif en générant un certain
niveau d’activité, alors que les stimuli nocifs induisent une intensité de décharge plus élevée.

C. Théorie du pattern. Les organes sensoriels somatiques ont une large gamme de sensibilité. Les
neurones afférents répondent de maniére individuelle avec une relation a I'intensité qui est propre a
chacun. Le mode et le lieu de stimulation sont indiqués par la composition des fibres du pattern pour
une région donnée du corps. Les neurones de projection centrale codent pour le lieu et la nature de la
stimulation en fonction du pattern et de la distribution des décharges.

D. Théorie du portillon. Les neurones afférents ont un large spectre de seuil d’activation. Les
nocicepteurs spécialisés et les voies centrales dédiées a la douleur n’existent pas. Suite a une
stimulation prolongée, les fibres afférentes de gros diametre (fibres de type A) s’adaptent plus
rapidement que les fibres de faibles diameétre (fibre de type C). Dans dans la substance gélatineuse de
la corne dorsale de la moelle épiniére, il existe une porte présynaptique entre le neurone afférent et le
neurone de projection. Cette porte est contrdolée par la balance d’activité des fibres A et C. Quand
Pactivité des fibres C I'emporte, la porte s’ouvre, permettant ’activation des neurones de projection.
Un controle descendant, issu du systéme nerveux central pourrait moduler le portillon.

Abréviation : SG : substance gélatineuse ; T : neurone de projection. (D’apres Perl, 2007).
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b. De nos jours

i. Terminologie de la douleur

La douleur est définie depuis 1979 par I’Association internationale pour I’étude de la
douleur ou IASP (« International Association for the Study of Pain »), comme « une
expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a une lésion tissulaire
réelle ou potentielle, ou décrite en termes d’'un tel dommage ».

On parle donc de douleur lorsque I'information est intégrée et interprétée au niveau
du cerveau, alors que lorsqu’on s’intéresse simplement a la perception d’'un stimulus
potentiellement nocif, on parle de nociception.

La douleur est avant tout une expérience personnelle et subjective, propre a chacun
de nous. Bien qu’ayant généralement pour origine une lésion tissulaire, elle dépend
aussi de nombreux facteurs physiques (p. ex., age et hormones) et psychiques (p. ex.,
fatigue, stress, anxiété). La composante psychique complexifie davantage sa
compréhension et son traitement. D’autant plus qu’il est possible de ressentir une
douleur sans qu’il n’existe de quelconque lien avec une atteinte de I'intégrité physique
(Institut UPSA de la douleur). Dans la suite de ce mémoire, je me focaliserai
essentiellement sur la composante physique de la douleur.

Une stimulation des terminaisons nerveuses périphériques entraine, selon son
intensité, une perception qui peut étre, soit sensorielle, soit douloureuse. Ainsi, une
stimulation de faible intensité est considérée comme sensorielle (non-nocive) jusqu’a
un certain seuil, au-dela duquel elle devient nociceptive (nocive). Le seuil de
perception de la douleur correspond a une gamme restreinte d’intensité qui est
commune pour tous les individus. Mais, bien que ce seuil soit quasi semblable pour
tous, il n’est pas immuable. En effet, en cas de lésion ou de pathologie, il peut étre
décalé vers des intensités plus faibles (terminologie de 'TASP).

Le décalage de ce seuil peut engendrer deux phénomenes nommés allodynie et
hyperalgie. L’allodynie correspond a une douleur provoquée par un stimulus
habituellement indolore. Par exemple, une pression cutanée modérée qui
théoriquement n’engendre pas de douleur sera percue comme douloureuse en
présence d’'un coup de soleil. Alors que, I'hyperalgie est définie par une réponse
exacerbée a une stimulation normalement faiblement douloureuse [Figure 4]
(terminologie de I'TASP).



!
|
10 |
Hyperalgie :
8 - 1'\ - .
| Lésion, maladie, Réponse
| inflammation... normale
6 - i /S
Sensation |
de douleur |
4 _ D
Allodynie /i
2 !
!
!
O [ 10 ]
Sensoriel Nocif

Intensitédu stimulus

Figure 4 : Réponses a la douleur physiologique et physiopathologique.

La courbe bleue représente la réponse « normale » a la douleur. A partir d’'un certain seuil, une
stimulation devient douloureuse, plus elle s’intensifie plus la douleur ressentie est forte. En cas de
lésion ou de maladie, cette courbe est décalée vers des intensités de stimulations plus faibles. Un
stimulus normalement indolore peut alors étre per¢u comme douloureux, c’est une allodynie. En
plus de l'allodynie, il peut y avoir une hyperalgie, qui consiste en une réponse fortement exacerbée

a une stimulation normalement faiblement douloureuse. (D’apres Gottschalk et Smith, 2001).



ii. Anatomie générale des voies de la douleur

Le cheminement de 'information douloureuse se fait depuis les nerfs périphériques
jusqu’a I'encéphale via la moelle épiniére. En retour, depuis ’encéphale partent des
controles descendants qui vont moduler le message douloureux.

En périphérie, le stimulus douloureux active un neurone de premier ordre spécialisé
dans la détection des stimuli nocifs, nommé nocicepteur. Le corps cellulaire du
nocicepteur se trouve dans un renflement situé a proximité de la colonne vertébrale
appelé ganglion rachidien ou DRG (« dorsal root ganglion »). Pour la face, les corps
cellulaires des nocicepteurs sont situés dans les ganglions trigéminaux.

Le neurone de premier ordre est dit pseudo-unipolaire car il ne possede qu'un seul
prolongement axonal qui se divise rapidement en deux branches et qui constitue plus
de 99% du neurone (Devor, 1999). Une des deux branches de I’axone rejoint la
périphérie pour se terminer par un récepteur périphérique. L’autre branche rallie la
moelle épiniere via sa racine dorsale et sa corne dorsale (ou le tronc cérébral). Au
niveau de la moelle épiniere, le nocicepteur fait synapse avec un neurone de second
ordre ou neurone de projection [Figure 5]. Ces neurones de projection vont
permettre de faire remonter I'information jusqu’aux structures supraspinales via 5
voies (faisceaux spino-thalamique, spino-réticulaire, spino-mésencéphalique,
cervico-thalamique et spino-hypothalamique). Le faisceau principal est le faisceau
spino-thalamique qui relayent la majorité des informations nociceptives, notamment
sur la localisation et lintensité du stimulus, jusqu’au thalamus puis jusqu’a
différentes régions corticales, notamment jusqu’au cortex somatosensoriel. Les
neurones du faisceau spino-mésencéphalique projettent eux vers différentes
structures dont la substance grise périaqueducale et ’amygdale. Ce faisceau est donc
important pour la composante affective de la douleur. En réponse, des contréles
descendants partent essentiellement du tronc cérébral pour inhiber ou moduler
I'intégration du signal nociceptif au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere

(Millan, 1999 ; Basbaum et al., 2009 ; Ossipov et al., 2010).

Lors de ma these jai focalisé mes recherches sur la perception de la douleur au
niveau du systéme nerveux périphérique. De ce fait, je développerai essentiellement

cette partie, en laissant de c6té la partie centrale.
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Figure 5 : Anatomie générale des voies perceptives de la douleur.

Le nocicepteur est un neurone de premier ordre (en bleu) spécialisé dans la détection des stimuli
nocifs. Son corps cellulaire est situé dans le ganglion rachidien (DRG) et son prolongement axonal se
divise en deux branches. La branche périphérique rejoint un organe périphérique, alors que la branche
centrale rejoint la corne dorsale de la moelle épiniere pour faire synapse avec un neurone de second
ordre (en vert). Ce neurone de second ordre est un neurone de projection qui va permettre
lacheminement du message douloureux jusqu’aux structures supraspinales. (D’aprés Gardner et

Johnson, 2013).
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iii. Les différents types de douleurs

La douleur ou plutot les douleurs, peuvent étre classées selon leur durée, en deux
grandes familles. On distingue, les douleurs aiglies ou physiologiques (i.e., durée
inférieure a 3 mois d'un point de vue clinique) et les douleurs chroniques ou
pathologiques (i.e., durée supérieure a 3 mois) [Figure 6]. Outre leur différence de
persistance, leurs fonctions sont elles aussi différentes. La douleur aigiie a un roéle
protecteur, alors que les douleurs chroniques n’ont pas de réle essentiel et résulte de
dysfonctionnements physiques et/ou de perturbations psychiques (« Classification of

chronic pain », IASP).

Douleur
Durée Durée
< 3 mois > 3 mois
Aigiie & Chronique

[Nociceptive] ‘europathiqu] [diopathique] lPsychogénel

Périphérique  Centrale

Figure 6 : Classification de la douleur.
En fonction de la durée et du mécanisme d’origine, il existe plusieurs types de douleurs. Selon sa
durée, la douleur peut étre qualifiée d’aigiie ou de chronique. Parmi les douleurs chroniques, il existe

quatre sous-types de douleurs qui dépendent du mécanisme a I'origine de celle-ci.



Douleur aigiie

La douleur aigiie est une fonction vitale. C’est un signal d’alarme qui a pour but de
préserver l'intégrité et le bon fonctionnement de l'organisme. Elle résulte de
Pactivation des nocicepteurs, qui sont des neurones sensoriels périphériques
(neurones primaires) spécialisés dans la détection des stimuli potentiellement nocifs,
qu’ils soient thermiques, mécaniques ou chimiques (Olesen et al., 2012). La douleur
aigiie est donc une douleur qu’il ne faut surtout pas chercher a inhiber.

L’absence de perception de la douleur est une pathologie appelée insensibilité
congénitale a la douleur qui est préjudiciable pour l'individu. En effet, cette
insensibilité ne permet pas a l'individu d’étre alerté d’'une quelconque anomalie,
Iempéchant ainsi de remédier a la cause du probleme. Cette pathologie serait die a
des mutations héréditaires conduisant a une absence totale de nocicepteurs, ou a une
perte de fonction des canaux sodiques dépendants du potentiel Nay1.7, ou bien encore
a une mutation des canaux Nay1.9 (Raouf et al., 2010 ; Leipold et al., 2013 ; Bennett
et Woods, 2014).

A contrario de cette douleur salvatrice, les douleurs chroniques sont pathologiques et

altérent considérablement le bien-étre de I'individu.

Douleurs chroniques

En 1947, la douleur chronique a émergé comme un phénomene a part entiere, bien
distinct de la douleur aigiie. En 1953, elle est définie par John Bonica, le fondateur de
I'TASP, dans « The Management of Pain », comme une douleur qui persiste au-dela
du temps attendu de guérison. Cette définition n’est plus valable aujourd’hui car de
nombreuses pathologies sont considérées et traitées comme des douleurs chroniques
alors que la guérison n’est pas achevée (« Classification of chronic pain », IASP).

Il existe différentes douleurs chroniques qu’il est possible de classer en fonction de

l'organe touché ou du mécanisme d’origine.



Dans ce manuscrit j’ai choisi d’utiliser la classification en fonction du mécanisme

d’origine qui comporte quatre sous-types de douleurs chroniques (« Aspects

physiologiques de la douleur chronique » Institut UPSA de la douleur; Peyron,

2013) :

La douleur par exceés de nociception (nociceptive) : Cest la forme de douleur
chronique la plus répandue. C’est une douleur locale, elle est due a un surcroit de
stimulation des nocicepteurs, sans lésion du systéme nerveux. Bien que locale, elle
peut étre a l'origine d’hyperalgies primaires (i.e., au niveau de la lésion) qui
résultent d’une sensibilisation périphérique, et/ou d’hyperalgies secondaires (i.e.,
en dehors du foyer lésionnelle) qui résultent d’'une sensibilisation centrale. Elle est
notamment caractéristique d’'une inflammation ou de l'arthrose. Cette douleur est
généralement assez bien soulagée grace a des antalgiques périphériques.

La douleur neuropathique : Elle est définie par I'TASP comme « une douleur
causée par une lésion ou une maladie du systéme nerveux somatosensoriel ».
Selon l'origine de la lésion, elle peut €tre soit périphérique, soit centrale. Elle
conjugue des douleurs continues a des douleurs transitoires pulsatiles. Ce type de
douleur peut étre provoqué par une amputation, une compression nerveuse ou
une pathologie (p. ex., diabete, cancer). Contrairement a la douleur par exces de
nociception, les antalgiques, méme morphiniques, ne parviennent pas a la
soulager. L’utilisation de co-antalgiques (p. ex., antiépileptiques et
antidépresseurs) est préconisée pour traiter la douleur neuropathique.

La douleur idiopathique ou dysfonctionnelle : La douleur ressentie est semblable
aux deux douleurs précédemment décrites, mais aucune lésion des voies de la
douleur n’est décelée. Elle serait d’origine fonctionnelle plutét que lésionnelle.
Cette douleur est typique des fibromyalgies et du syndrome du colon irritable. Les
traitements proposés aux patients sont généralement non médicamenteux.

La douleur psychogene ou « sine materia » : Cest une douleur sans étiologie,
mais qui est associée a des facteurs psychologiques et émotionnels. Elle est par
exemple éprouvée lors d’'un deuil ou durant une dépression. Elle nécessite

généralement une psychothérapie associée a des antidépresseurs.

Qu’elle soit d’origine physique et/ou psychique, qu’elle soit aigiie ou chronique, la

douleur impacte fortement le quotidien de ceux qui la subissent et de leur entourage.



iv. Impact socio-économique

La douleur et son traitement sont des enjeux majeurs du XXIéme siecle. Il est
primordial de parvenir a mieux soulager les patients et diminuer le coiit engendré
pour la société. D’aprés I'enquéte « les Francais et la douleur » réalisée sur 2000
personnes pour Sanofi en 2014, 92% des Francais ont souffert de douleurs (aigiies ou
chroniques) durant les 12 mois précédents. Au moment de I'enquéte, 52% des
personnes interrogées souffraient encore, dont 68% depuis plus d’'un an (Sanofi,
2014).

La douleur est le premier motif de consultation en médecine générale. Elle représente
43% des consultations (Tajfel et al., 2002).

Une étude plus ancienne sur la prévalence des douleurs chroniques a été menée sur
plus de 24 000 individus en 2007 (Bouhassira et al., 2007). Elle a révélé que 31.7%
des Francais souffraient de douleurs chroniques, dont 20% étaient d’intensités
modérées a séveres. Les douleurs chroniques sont des douleurs handicapantes qui
alterent la qualité de vie personnelle et professionnelle des patients (Mick et al.,

2013).

Outre 'impact humain, la douleur a une incidence économique trés importante. En
effet, d’apres un rapport de 2014 de TANSM (Agence Nationale de Sécurité du
Médicament et des produits de santé), les antalgiques représentent a la fois la classe
de médicaments et les quatre substances (paracétamol, ibuproféne, codéine en
association, tramadol en association) les plus vendus en ville. Avec plus de 740
millions de boites vendues, ils représentent 22% de part de marché, générant ainsi

plus d’'un milliard d’euros de dépenses remboursées.



2. Pharmacologie clinique du traitement de la douleur

Dans le but de soulager la douleur, différentes méthodes dont 'efficacité est variable
peuvent étre employées. Dans ce chapitre j’ai choisi de ne pas aborder les traitements
non médicamenteux, qu’ils soient physiques (p. ex., neurostimulation électrique
transcutanée, acupuncture) ou psychiques (p. ex., relaxation, hypnose). Malgré
I’émergence de ces nouvelles techniques, les médicaments représentent encore de nos
jours la grande majorité des traitements antidouleur.

Dans le but de permettre une meilleure prescription et une meilleure utilisation des
antalgiques, 'OMS (I'Organisation Mondiale de la Santé) a établi en 1986 une «
échelle antalgique ». Les antalgiques sont répartis le long de cette échelle en trois
paliers selon 'intensité graduelle de leurs effets. Les paliers 1 a 3 sont respectivement
constitués : d’antalgiques non morphiniques prescrits dans le cas de douleurs faibles
a modérées, d’opioides faibles pour traiter les douleurs modérées a intenses et
d’opioides forts pour soulager les douleurs intenses a tres intenses [ Figure 77]. Outre
les antalgiques classiques, il est possible d’utiliser des co-antalgiques. A l'origine, ces
traitements sont utilisés pour des pathologies autres que le traitement de la douleur,

mais ils sont aussi désormais utilisés pour leurs effets antalgiques.

a. Antalgiques

i. Palier 1 : antalgiques non morphiniques

On distingue deux grandes familles d’antalgiques non morphiniques : le paracétamol

et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

Le paracétamol

- Historique

Le paracétamol (ou acétaminophéne), synthétisé en 1878 par Jarmon Northrop
Morse, est 'antalgique le plus largement utilisé dans le monde (Brune et al., 2015).
En 1893, Josef Von Mering met en évidence ses propriétés antalgique et

antipyrétique.



Cependant, il mene des études de toxicité sur le paracétamol et la phénacétine (dont
le paracétamol est un métabolite) et arrive a la conclusion erronée que, pour le rein,
le paracétamol est plus toxique que son précurseur (Jackson et al., 1984). Ce résultat
entraine I’'abandon de son utilisation jusqu’au début des années 1950. Il faut attendre
1948 pour que Bernard Brodie et Julius Axelrod démontrent non seulement que les
effets antalgique et antipyrétique de ’acétanilide et de la phénacétine sont portés par
leur métabolite commun : le paracétamol, mais aussi que ce dernier n’est pas
responsable de la néphrotoxicité observée et qu’il ne présente pas les effets

secondaires de ses deux précurseurs (Spooner et Harvey, 1976).

-  Mécanismes d’action

Le paracétamol présente les mémes effets antalgique et antipyrétique que les AINS
mais, il ne possede pas d’action anti-inflammatoire significative (Anderson, 2008).
Bien qu’il existe plusieurs hypothéses pour expliquer ses effets, il semble que son
action soit essentiellement localisée au niveau du systeme nerveux central (Piletta et

al., 1991 ; Bromm et al., 1992). Les différentes hypotheses sont les suivantes :

e Inhibition des COX-1, COX-2 et COX-3 (cyclo-oxygénases 1, 2 et 3) (Flower et
Vane, 1972; Ouellet et Percival, 2001; Boutaud et al., 2002;
Chandrasekharan et al.,, 2002). Toutefois la COX-3 ne semble pas étre
impliquée dans les processus de fieévre et de douleur chez ’'homme (Kis et al.,
2005). Cest chez le chien, que son role et son inhibition par le paracétamol ont
été démontrés (Chandrasekharan et al., 2002).

e Inhibition des voies de synthése du NO (oxyde nitrique) (Bjorkman et al.,
1994, Bujalska, 2004).

e Activation des voies sérotoninergiques descendantes (Tjolsen et al., 1991 ;
Pelissier et al., 1996 ; Pini et al., 1996 ; Pickering et al., 2008).

e Activation des récepteurs aux cannabinoides (Hogestatt et al., 2005 ; Ottani et
al., 2006 ; Mallet al, 2008).

e Inhibition des canaux calciques Cav3.2 («calcium channel voltage-
dependent ») via lactivation des canaux TRPV1 (« Transient Receptor

Potential Vanilloid 1 ») au niveau supraspinal (Kerckhove et al., 2014)



A Theure actuelle, aucune étude n’a permis de clairement mettre en évidence le
mécanisme d’action du paracétamol. Ses effets résultent sans doute de la synergie de

différents processus.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

- Historique

Il existe de tres nombreux AINS parmi lesquels nous pouvons citer les deux plus
connus : l'acide acétylsalicylique (aspirine) et l'ibuproféne. Dés 400 av. J.C.
Hippocrate parvient a traiter la fievre et 'inflammation grace a I’écorce de saule. Le
principe actif de ce remede, I’acide salicylique, n’est isolé a partir de ’écore de saule
qu’en 1829 par un pharmacien francais, Pierre-Joseph Leroux.

Son dérivé le plus courant, I'acide acétylsalicylique (aspirine) est synthétisé par Karl
Friedrich Gerhard en 1852, mais il faut attendre 1897 pour que Felix Hoffmann
découvre son potentiel antalgique. L’aspirine n’est introduite sur le marché qu’en
1899 par l'entreprise Bayer (Sabatowski et al., 2004 ; Rao et Knaus, 2008).
Contrairement au paracétamol, I’aspirine posséde de nombreux effets secondaires,

notamment au niveau gastro-intestinal (Allison et al., 1992 ; Slater et al., 2010).

Les industries pharmaceutiques cherchent désormais a développer de nouveaux
AINS présentant le moins d’effets secondaires possibles. En 1969, la compagnie Boots
introduit sur le marché une nouvelle molécule, I'ibuprofene, qui semble étre une
bonne alternative a I’aspirine car bien que présentant des effets secondaires, ceux-ci
sont atténués par rapport a ceux de l’aspirine. Ainsi, I'ibuproféne est aujourd’hui
Panti-inflammatoire le plus utilisé et le plus prescrit dans le monde (Bushra et Aslam,

2010).

-  Meécanismes d’action

Le mécanisme d’action principal des AINS consiste a bloquer la production des
prostaglandines, notamment en inhibant I'activité des COX-1 et COX-2 (Vane, 1971 ;
Ferreira, 1972 ; Xie et al., 1992). L’inhibition des deux types de COX n’a pas la méme

incidence.



L’inhibition des COX-2 est responsable de leffet anti-inflammatoire, alors que
I'inhibition des COX-1 est a l'origine des effets secondaires indésirables des AINS
(Vane et Botting, 1998). Dans le but de limiter au maximum ces effets secondaires, il

est primordial de trouver des inhibiteurs sélectifs des COX-2.

Outre leurs effets anti-inflammatoires, les AINS possédent des propriétés antalgiques
qui seraient dues a des actions au niveau du systeme nerveux périphérique et du
systeme nerveux central. Ainsi, au niveau du systeme nerveux périphérique,
I'inhibition de la production des prostaglandines empécherait la sensibilisation des
nocicepteurs (Ferreira, 1972). Alors qu’au niveau du systéme nerveux central, les
AINS semblent agir sur trois voies (sérotoninergique, opioidergique et de l'oxyde

nitrique) de maniére séparée ou simultanée (Bjorkman, 1995).

ii. Palier 2 : antalgiques opioides faibles

Les antalgiques du palier 2 sont utilisés lorsque la douleur est trop importante pour
étre soulagée par les antalgiques non morphiniques. Les opioides exogenes miment
les effets des opioides endogenes en se fixant sur leurs récepteurs (Slater et al., 2010).
Les deux principaux opioides faibles utilisés de nos jours sont la codéine et le
tramadol. Leur prescription est scrupuleusement encadrée car, comme tous les
opioides, la codéine et le tramadol possedent de nombreux effets secondaires
indésirables, notamment au niveau digestif (p. ex., constipation, nausées et
vomissements) et neurologique (p. ex., somnolence et vertiges). Ces deux molécules
peuvent étre administrées seules ou bien co-administrées avec du paracétamol ou des
AINS permettant ainsi d’obtenir un effet synergique (Cooper et al., 1982 ; De Craen et

al., 1996 ; Kolesnikov et al., 2003).

La codéine

- Historique

La codéine est un alcaloide naturel découvert en 1832 par Pierre Jean Robiquet, un

chimiste francais. Elle a été isolée suite a I’extraction de la morphine a partir d’opium.
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Pierre Jean Robiquet établit une collaboration avec le docteur Kunckel qui attribue a
la codéine un effet sur la moelle épiniere, mais qui se différencie de la morphine par

I’absence de paralysie (Warolin, 1999).

- Mécanismes d’action

Les effets antalgiques de la codéine requierent les récepteurs opioides MOP (p) de
maniere directe ou indirecte. Il a été montré que la codéine pouvait agir directement
en se fixant sur les récepteurs MOP (Chen et al., 1991 ; Caraco et al., 1996), ou qu’elle
pouvait étre d’abord métabolisée en morphine au niveau du foie suite a une
déméthylation, pour ensuite agir sur ces mémes récepteurs (Sindrup et al., 1990 ;

Caraco et al., 1996).

Le tramadol

- Historique

Contrairement a la codéine, qui est d’origine naturelle, le tramadol est un composé
synthétique. Il a été élaboré par 'entreprise allemande Griinenthal en 1962, mais n’a
été commercialisé qu’a partir de 1977 en Allemagne (Leppert, 2009). Clest
aujourd’hui 'opioide faible le plus utilisé dans le monde. De maniere surprenante,
alors que le tramadol est un composé d’origine synthétique, en 2013, du tramadol
d’origine naturelle a été retrouvé dans les racines du pécher africain (Nauclea
latifolia) (Boumendjel et al., 2013). Toutefois ces résultats font 1'objet dune
controverse. Le tramadol est fortement utilisé par les populations locales, le composé
retrouvé dans les racines pourrait résulter d'une contamination du sol par les urines

et les excréments humains et bovins (Kusari et al., 2014 ; Boucherle et al., 2016).
- Meécanismes d’action
Le pouvoir antalgique du tramadol est dii a la combinaison de deux mécanismes bien

distincts mais qui agissent conjointement. Il posséde a la fois une activité opioide-

dépendante et une activité opioide-indépendante (Raffa et al., 1992).
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Son action opioide-dépendante passe par les récepteurs MOP, mais avec une affinité
pour ces récepteurs bien moindre que celle de la codéine (10 fois inférieure) ou de la
morphine (6000 fois inférieure) (Raffa et al., 1992 ; Leppert, 2009). Le tramadol est
également capable d’agir au niveau de la moelle épiniére sur les systemes
sérotoninergique et noradrénergique, en inhibant la recapture de leurs deux
médiateurs (Raffa et al., 1992). Outre son pouvoir antalgique, le tramadol possede

aussi des propriétés anti-inflammatoires (Bianchi et al., 1999).

iii. Palier 3 : antalgiques opioides forts

Les opioides forts sont préconisés pour soulager les douleurs intenses voire tres
intenses, qu’elles soient aigiies, suite a une chirurgie ou un traumatisme par exemple,
ou persistantes, notamment pour soulager des douleurs cancéreuses. D’apres les
recommandations de TANSM, il est préférable d’éviter ce type de traitement dans le
cas des douleurs neuropathiques, la réaction provoquée étant imprévisible. L’opioide
fort de référence est la morphine, mais on peut également citer de facon non
exhaustive parmi les plus utilisés trois autres opioides forts, que sont le fentanyl,
I’hydromorphone et 'oxycodone. Ces 4 composés sont tous des puissants agonistes

des récepteurs MOP.

La morphine

- Historique

La morphine, dont le nom provient du dieu des réves Morphée, a été isolée a partir du
pavot somnifere au début des années 1800 par Friedrich Wilhelm Sertiirner
(Hamilton et Baskett, 2000 ; Trescot et al., 2008). L’utilisation de la morphine se
démocratise grandement a partir de 1853 grace a linvention de laiguille
hypodermique par un physicien écossais, Alexander Wood. Elle permet
ladministration de la morphine par voie intraveineuse (Hamilton et Baskett, 2000).
Les récepteurs spécifiques aux opioides et notamment a la morphine ont été
identifiés dans le systeme nerveux en 1973 par Candace Beebe Pert et Solomon

Halbert Snyder (Pert et Snyder, 1973).
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- Meécanismes d’action

L’effet antalgique de la morphine est di a son action sur ses récepteurs présents a la
fois dans le systéme nerveux périphérique et central. Les récepteurs aux opioides sont
retrouvés tout au long des voies ascendantes et descendantes de transmission et de
modulation de la douleur, y compris dans les neurones sensoriels, la moelle épiniere,
la substance grise périaqueducale, les noyaux du raphé, I'amygdale, 'hypothalamus et
le cortex (Mansour et al., 1995 ; Fields, 2004).

A Téchelle cellulaire, la morphine agit au niveau pré-synaptique et post-synaptique.
En se fixant sur son récepteur MOP couplé aux protéines G (Gi/o) en pré-synaptique,
elle inhibe 'ouverture des canaux calciques dépendant du potentiel, empéchant une
entrée de calcium et donc la libération des neurotransmetteurs pro-algiques. Du coté
post-synaptique, Dactivation des récepteurs favorise l'ouverture des canaux
potassiques, entrainant une hyperpolarisation membranaire, inhibant ainsi la
transmission du message nerveux. C’est la sommation de ces deux composantes qui
induit une diminution du message nociceptif (Stein et al., 2003). Au niveau du
systéeme nerveux central, 'activation des récepteurs MOP produit une antalgie en
inhibant les cellules « on » et en désinhibant les cellules « off » via les terminaisons
inhibitrices GABAergiques.

A contrario, une activation des récepteurs KOP ou NOP favorise une hyperalgie
(Fields, 2004). L’hyperalgie induite par la morphine est encore mal comprise, mais
elle pourrait étre due a différents mécanismes au niveau central (i.e., systeme
glutamatergique, facilitation des voies descendantes, etc.) (Lee et al., 2011). Les effets
de la morphine peuvent étre bloqués en utilisant la naloxone, un antagoniste des

récepteurs opioides (Trescot et al., 2008).

Le fentanyl, I’hydromorphone et I'oxycodone

- Historique

Le fentanyl est un agoniste synthétique des récepteurs MOP synthétisé par Paul
Janssen en Belgique en 1960.
Il est essentiellement utilisé par voie intraveineuse comme antalgique durant des

actes chirurgicaux et en patch pour soulager des douleurs chroniques (Stanley, 2014).
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Son pouvoir antalgique est 80 fois plus puissant que celui de la morphine (Trescot et

al., 2008).

L’hydromorphone est un dérivé semi-synthétique de la morphine, développé en
Allemagne en 1921. Cette molécule se lie principalement aux récepteurs MOP mais
possede aussi une faible affinité pour les récepteurs DOP. Il possede les mémes effets
secondaires que la morphine mais avec un potentiel antalgique 5 fois supérieur a

cette derniere (Murray et Hagen, 2005).

L’oxycodone est dérivé d’'un alcaloide de I'opium (la thébaine) produit en Allemagne a
partir de 1916. Il est capable de se lier aux trois types de récepteurs (i.e., MOP, DOP et
KOP) avec une bien meilleure affinité pour les récepteurs MOP. Sa puissance
antalgique est 2 a 4 fois supérieure a celle de la morphine, mais il posséde des effets
hallucinogéenes assez importants (Kalso, 2005).

Ces trois molécules sont principalement indiquées pour soulager les douleurs

cancéreuses.

-  Meécanisme d’action

Le mécanisme d’action de ces 3 molécules est similaire a celui de la morphine.
Cependant, il existe des différences qui résultent de la pharmacocinétique et des voies

d’administration possibles pour ces différents opioides.

De nos jours, le panel de molécules permettant de soulager la douleur ne se limite pas
aux antalgiques classiques, qu’ils soient ou non morphiniques. En effet, des
médicaments dont la fonction premiere était le traitement de diverses pathologies

sont désormais prescrits pour leurs propriétés antalgiques.

41



Palier 3

* Morphine (Skénan®)

* Fentanyl (Instanyl®)

* Hydromorphone (Sophydone®)
« Oxycodone (Oxycontin®)

Palier 2

* Codéine (Dicodin®)

* Paracétamol-codéine (Codoliprane®)
» Tramadol (Topalgic®)

» Tramadol-paracétamol (Ixprim®)

Palier 1

« Paracétamol (Doliprane®)
* Anti-inflammatoires
non stéroidiens (Nurofen®, Aspirine®)

] ]
I I
Non opioide i Opioides faibles i Opioides forts
] ]
Douleurs ! Douleurs ! Douleurs
. N / Vd | yd yd \ ! . Y N .
faiblesamodérées ' modéréesaintenses ' intensesatrésintenses

Figure 7 : Echelle des antalgiques d’aprés ’'OMS.
Les antalgiques sont répartis le long de trois paliers en fonction de l'intensité des douleurs qu’ils

peuvent soulager.
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b. Co-antalgiques

Il existe de tres nombreux médicaments qui peuvent étre utilisés comme co-
antalgiques ou « médicaments adjuvants », parmi lesquels on peut citer de facon non
exhaustive, les antidépresseurs, les antiépileptiques et les corticoides (Libert et al.,

2006).

Les antidépresseurs

Plusieurs études ont démontré que les antidépresseurs (p. ex., I'imipramine)
pouvaient avoir un réle antalgique aussi bien sur des modeles animaux (Tura et Tura,
1990 ; Ardid et Guilbaud, 1992) que chez des patients (Max et al., 1987 ; Poulsen et
al., 1995). Les antidépresseurs jouent un roéle a la fois sur la composante psychique de
la douleur, lorsque la dépression accompagne les douleurs chroniques et sur la
physiologie de la perception douloureuse (Libert et al., 2006).

D’un point de vue physiologique, il a été démontré que les antidépresseurs agissent
au niveau du systeme nerveux central et périphérique. Leur pouvoir antalgique
s’exerce grace a différents mécanismes que sont : I'inhibition de la recapture de la
noradrénaline et de la sérotonine, I'inhibition de divers récepteurs (p. ex., NMDA,
nicotinique et histaminergique) ou encore l'activation des récepteurs a 'adénosine et
le blocage de divers canaux ioniques (calciques, potassiques et sodiques) (Sawynok et

al., 2001 ; Libert et al., 2006 ; Mico et al., 2006).

Les antiépileptiques

Les antiépileptiques (p. ex., la carbamazépine) sont utilisés essentiellement contre les
douleurs neuropathiques depuis le début des années 1960 (Wiffen et al., 2013). Les
différents antiépileptiques du marché ayant un effet antalgique agissent sur diverses
cibles, en jouant sur la balance excitation/inhibition (Libert et al., 2006). Ils sont
capables de moduler les transmissions glutamatergiques et GABAergiques et de
bloquer les canaux calciques et sodiques dépendants du potentiel (Libert et al., 2006 ;
Dickenson et Ghandehari, 2007 ; Wiffen et al., 2013). Les antiépileptiques, comme la
plupart des antalgiques ne sont pas dépourvus d’effets secondaires, parmi lesquels on

retrouve couramment les vertiges et les nausées (Maizels et Mccarberg, 2005).
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Les corticostéroides

Les corticostéroides (p. ex., la dexaméthasone) possédent des roles antalgique et anti-
inflammatoire (Leppert et Buss, 2012). Ils sont notamment prescrits dans le cas de
douleurs cancéreuses et lors de compression de la moelle épiniére pour soulager des
cedemes (Cleary, 2014). Leurs propriétés antidouleur et anti-inflammatoire seraient
dues a une inhibition de la production des prostaglandines, une altération de
I'expression de neuropeptides impliqués dans la transmission douloureuse au niveau
de la moelle épiniere, une diminution de la perméabilité vasculaire et une diminution
de I'excitabilité neuronale (Devor et al., 1985 ; Libert et al., 2006 ; Pinto-Ribeiro et
al., 2009).

Afin d’éviter au maximum leurs effets secondaires, principalement la prise de poids et
les insomnies, il est préférable de prendre le traitement sur une courte durée, ne

dépassant pas trois semaines (Vyvey, 2010).

La pharmacologie actuelle de la douleur est constituée d’'un large éventail de
molécules permettant de soulager des douleurs faibles a tres intenses en agissant sur
diverses cibles et via différents mécanismes. Cependant ces traitements présentent
encore de trop nombreux effets secondaires indésirables et beaucoup de douleurs,
notamment chroniques (p. ex., douleurs cancéreuses, zona, fibromyalgies) restent
encore mal soulagées par I’arsenal thérapeutique actuel.

C’est pour cela que la recherche doit étre axée sur le développement de nouvelles
molécules thérapeutiques au pouvoir antalgique avéré, mais dont les effets
secondaires seront limités voire inexistants. Il est donc important de centrer les
recherches sur les voies et les acteurs moléculaires de la douleur, afin de mieux

connaitre ces cibles d’intéréts.
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3. Anatomophysiologie des voies sensorielles et nociceptives

périphériques

La somesthésie est définie comme le « domaine de la sensibilité qui concerne la
perception consciente de toutes les modifications intéressant le revétement
cutanéomuqueux, les viscéres, le systéme musculaire et ostéo-articulaire »
(Larousse).

En d’autres termes, c’est donc 'ensemble des sensations provenant du corps, a
I'exception des perceptions auditives, gustatives, olfactives et visuelles. Pour toutes
les modalités somesthésiques, les voies dédiées ont une architecture semblable. En
effet, 'information est percue a la périphérie grace a des récepteurs spécialisés, le
message est ensuite propagé sous forme d’influx nerveux grace a des fibres
sensorielles jusqu’a la moelle épiniére (ou jusqu’au tronc cérébral pour les nerfs
craniens), puis il remonte jusqu’a 'encéphale pour y étre intégrer et interpréter.

La somesthésie regroupe les sensibilités proprioceptive, extéroceptive et nociceptive,
qui impliquent des récepteurs spécifiques.

La proprioception renseigne sur la position et les mouvements du corps et des
membres via des mécanorécepteurs situés au niveau articulaire, musculaire et
tendineux.

La sensibilité extéroceptive mobilise les récepteurs cutanés du toucher
(mécanorécepteurs) qui permettent de ressentir toutes les modalités tactiles (p. ex.,
effleurement, étirement, pression, vibration) et les récepteurs thermiques
(thermorécepteurs) pour la perception du frais, du tiede, du froid et du chaud non
nocifs.

La nociception met en jeu des récepteurs (nocicepteurs) qui sont capables de détecter
des stimuli potentiellement nocifs quelle que soit leur nature (mécanique, thermique

ou chimique) (Gardner et Johnson, 2013).



a. Fibres sensorielles et nociceptives

Les nerfs spinaux et craniens sont des nerfs mixtes, composés a la fois de fibres
afférentes sensitives et efférentes motrices. Les fibres afférentes projettent vers la
corne dorsale de la moelle épiniére via sa racine dorsale, alors que les fibres
efférentes, en provenance de la corne ventrale de la moelle épiniére via sa racine
ventrale, innervent les muscles.

Dans la suite de ce chapitre, je ne m’intéresserai qu'a la composante sensitive du

systéme nerveux périphérique.

Pour un territoire cutané (dermatome), musculaire (myotome), articulaire
(sclérotome) ou viscéral (viscérotome) donné, 'ensemble des fibres afférentes
primaires qui innervent ce territoire sont regroupées dans une gaine pour former un
nerf spinal (ou un nerf cranien) (Gardner et Johnson, 2013). Chez 'homme, on
dénombre 31 paires de nerfs spinaux (34 chez les rongeurs) qui sont répartis de la

maniére suivante :

e 8 nerfs cervicaux.

e 12 nerfs thoraciques (13 pour les rongeurs).

e 5 nerfs lombaires (6 pour les rongeurs).

e 5nerfs sacrés (4 pour les rongeurs).

¢ 1 nerf coccygien (3 pour les rongeurs) (Sidman et al., 1971 ; Yoshida et al.,

2013).
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1. Classification des fibres afférentes

Les fibres nerveuses afférentes ne sont pas toutes identiques et peuvent étre
différenciées selon plusieurs critéres. Chaque type de fibre possede : un diameétre, une
épaisseur de gaine de myéline autour de I’axone, une vitesse de conduction et un seuil

d’activation qui lui est propre. De plus, on peut aujourd’hui utiliser différents

marqueurs moléculaires pour différencier] ces fibres

Dans les années 1940, deux classifications ont été proposées. La classification
d’Erlanger et Gasser utilise des lettres latines modernes et grecques, alors que celle de
Lloyd et Hunt utilise des chiffres romains. De nos jours, la classification d’Erlanger et
Gasser, qui répertorie les fibres selon leur vitesse de conduction, est la plus
communément utilisée, notamment pour les fibres cutanées. Tandis que celle de
Lloyd et Hunt, qui hiérarchise les fibres selon leur diametre, est utilisée pour les
fibres innervant les muscles. Cependant, il est possible de faire un paralléle entre ces
deux classifications, car la vélocité et le diametre des fibres sont étroitement liés. Plus
le diametre d’'une fibre est important, plus la vitesse de conduction de celle-ci est

élevée.

En 1924, suite a la stimulation périphérique d’un nerf isolé, Joseph Erlanger, Herbert
Gasser et George Bishop enregistrent grace a un oscilloscope des « pics de voltage »,
qu’ils nomment : a, B, y et § selon leur ordre séquentiel d’apparition [Figure 8A].
En 1941, suite a de nouveaux enregistrements avec des équipements qui ont une
meilleure sensibilité, Erlanger et Gasser propose une classification qui a depuis été
encore affinée pour aboutir, chez les mammiféeres, a la classification actuelle : Aa, AB,
Ay, AS, B et C [Figure 8B].
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B Potentiel d’action composé

Act, AR
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Figure 8 : Classification des fibres afférentes.

A. Enregistrement original d’'un PA (potentiel d’action) suite a la stimulation du nerf saphene chez le
lapin (Gasser, 1941).

B. Schéma de la décomposition d'un potentiel d’action de mammifére. Représentation de 'amplitude
de la réponse des différentes fibres afférentes en fonction du temps. De part leur diametre, les fibres A
ont une vitesse de conduction plus rapide et donc un temps de latence plus court que les fibres C.

(D’apres Basbaum et Jessell, 2013)



Les fibres AP et A8 sont uniquement afférentes (sensitives), les fibres Aa et C peuvent
étre afférentes ou efférentes, alors que les fibres Ay et B sont des fibres efférentes et
donc par conséquence non sensitives (Gasser, 1941 ; Manzano et al., 2008 ; Gardner
et Johnson, 2013). Ainsi, les fibres Ay (motoneurones y) et une partie des fibres Aa
(motoneurones a) ont un role moteur. Elles proviennent de la corne ventrale de la
moelle épiniere et permettent toutes les deux la contraction musculaire (Pearson et
Gordon, 2013). Les fibres B et une partie des fibres C sont respectivement des fibres

pré et post-ganglionnaires du systeme nerveux autonomes (Manzano et al., 2008).

Les fibres Aa (ou fibres I) sont des fibres tres fortement myélinisées de gros diametre
(12 a 20 um) avec la vitesse de conduction la plus élevée de toutes les fibres
sensorielles (70 a 120 m.s?).

Les fibres AP sont des fibres fortement myélinisées, de moyen diametre (6 a 12 um)
avec une vitesse de conduction inférieure aux Aa (16 a 100 m.s).

Les fibres A ne sont que faiblement myélinisées, elles ont un faible diametre (1 a 6
um) et une faible vitesse de conduction (4 a 30 m.s?).

Les fibres C, contrairement aux fibres A, sont non myélinisées. Ce sont les fibres avec
le diametre le plus petit (0,2 a 1,5 um) et la plus faible vitesse de conduction (0,2 a 2

m.s?) [Figure 9 et Tableau 1].

Si on se réfere a la classification de Lloyd et Hunt établie en 1943, les fibres Aa, AP,
AS et C d’Erlanger et Gasser correspondent respectivement aux fibres I, II, III et IV.
Toutefois, pour David Lloyd et Carlton Hunt il faut différencier : les fibres Ia (fuseaux
neuromusculaires) qui innervent le muscle a proprement parlé et les fibres Ib
(organes tendineux de Golgi) qui innervent les tendons (Lallemend et Ernfors, 2012 ;

Abraira et Ginty, 2013 ; Gardner et Johnson, 2013).
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Figure 9 : Fibres nerveuses sensitives afférentes
Représentation schématique de la taille des différentes fibres sensitives et de I'épaisseur de leur gaine

de myéline. (D’aprés Gardner et Johnson, 2013).

‘ Vitesse Diameétre

Présence . , . L.
. de conduction del’axone Réles somesthésiques
de myéline

Aa Oui Proprioception (musculaire et
70 - 120 12 - 20 _
M (++4) tendineuse)
) Proprioception (musculaire et
Ap Oui Lo
16 - 100 6-12 articulaire)
(ID) (++) , . )
Mécanoperception (cutanée)
Mécanoperception (cutanée et
) musculaire)
Ad Oui . .
4-30 1-6 Thermoperception (non nocive)
(111) (+) . . . .
Nociception (mécanique, thermique
et chimique)
Mécanoperception (cutanée)
C Thermoperception (non nocive)
Non 0,2-2 0,2—-1,5 . . . . :
(Iv) Nociception (mécanique, thermique
et chimique)

Tableau 1 : Classification et implications des fibres sensitives afférentes.



ii. Fibres Aa et AP

Les fibres Aa sont impliquées dans la proprioception au niveau musculaire et
tendineux. Au niveau musculaire, les fuseaux neuromusculaires primaires (fibres Ia)
sont des fibres musculaires autour desquelles s’enroule une terminaison nerveuse. Ce
sont des senseurs des phases dynamiques de I'étirement et du raccourcissement du
muscle. A la jonction entres le muscle et le tendon, les organes tendineux de Golgi
(fibres Ib) permettent eux de ressentir 1’état de contraction du muscle (Gardner et

Johnson, 2013 ; Pearson et Gordon, 2013).

Les fibres AP sont impliquées non seulement dans la proprioception au niveau
musculaire et articulaire, mais aussi dans la mécanoperception au niveau cutané.

Au niveau musculaire, ces fibres constituent le fuseau neuromusculaire secondaire
(fibres II). Contrairement aux fibres I, les fibres II sont des senseurs des phases
statiques de la contraction musculaire (Lallemend et Ernfors, 2012 ; Abraira et Ginty,
2013 ; Gardner et Johnson, 2013). Au niveau articulaire, on retrouve trois types de
récepteurs encapsulés que sont : les corpuscules de Pacini, les corpuscules de Ruffini
et les organes tendineux de Golgi. Ils fournissent des informations sur I’angle des

articulations aussi bien au repos que durant un mouvement (Newton, 1982).

En plus de leur role dans la proprioception, les fibres AP sont les fibres responsables
de la mécanoperception non nocive au niveau de la peau glabre. Elles peuvent étre
sous-divisées en quatre sous-types selon leur sensibilité et les propriétés de leur
récepteur. Les fibres a adaptation rapide RA (« rapidly adapting ») répondent lorsque
I'intensité du stimulus varie, alors que les fibres a adaptation lente SA (« slowly
adapting ») ne répondent que lors des phases stationnaires. Les fibres RA et SA sont
soit de type 1 si leurs récepteurs sont petits et situés entre I’épiderme et le derme, soit
de type 2 si leurs récepteurs sont plus volumineux et retrouvés plus en profondeur.
Les noms des différents récepteurs présents a 'extrémité de ces fibres, ainsi que leurs
fonctions sont résumés dans le tableau 2 (Delmas et al., 2011 ; Abraira et Ginty,

2013 ; Gardner et Johnson, 2013 ; Pearson et Gordon, 2013).
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Au niveau de la peau poilue, les fibres Ap innervent également le duvet (23% des

poils) et les poils de garde (1% des poils). Elles permettent de ressentir les

mouvements fins et légers des poils, ainsi que la présence d’objets étrangers sur notre

peau (Loken et al., 2009 ; Li et al., 2011 ; Abraira et Ginty, 2013 ; Lechner et Lewin,

2013).

Les fibres SA peuvent s’activer lors d'un refroidissement dans la gamme de

température fraiche (Hensel et Zottermann, 1951 ; Cahusac et Noyce, 2007 ; Li et al.,

2011), mais leur fréquence de décharge semble toutefois négligeable en comparaison

de leur activité lorsqu’elles sont activées par un stimulus mécanique (Schepers et

Ringkamp, 2009).

Nom du Schéma du L. ..
: : Localisation Localisation
récepteur récepteur
Mouvements
Corpuscule o horizontaux de la
. AP (RA1) Derme papillaire L
de Meissner peau ; Détection
des objets
Vibration ;
Corpuscule de )
L. A (RA2) Derme Préhension
Pacini .
des objets
Pression ;
Cellules de .
AP (SA1) Epiderme Texture et forme
Merkel .
des objets
Etirement ;
Corpuscule de )
. AP (SA2) Derme Informations
Ruffini )
spatiales
Terminaison .
. C Epiderme Toucher agréable
libre
L. Mouvements des
Terminaison .
. o poils,
longitudinale AB/A8/C Follicule pileux L
Détection
lancéolée .
des objets

Tableau 2 : Classification et roles des mécanorécepteurs.




iii. Fibres Ad et C

Les fibres A8 et C peuvent étre a bas seuil ou a haut seuil. Généralement, les fibres
dites a bas seuil sont impliquées dans les perceptions sensorielles, alors que les fibres
dites a haut seuil sont impliquées dans les perceptions nocives (Lumpkin et Caterina,

2007 ; Delmas et al., 2011 ; Abraira et Ginty, 2013).

Les fibres A8 participent aux perceptions mécaniques, thermiques et chimiques
qu’elles soient nocives ou non.

Au niveau de la peau poilue, les fibres AS sont présentent au niveau des poils en
« zigzag » (76% des poils) et du duvet. Elles ont le méme role que les fibres AP (Loken
et al., 2009 ; Li et al., 2011 ; Abraira et Ginty, 2013 ; Lechner et Lewin, 2013).

Comme les fibres A5, les fibres C jouent un role dans les perceptions mécaniques,
thermiques et chimiques, principalement nocives.

Elles participent a la perception mécanique non nocive au niveau de la peau poilue ou
elles sont impliquées dans le plaisir procuré par le toucher agréable lors
d’interactions entre individus (Loken et al., 2009 ; Li et al., 2011 ; Abraira et Ginty,
2013 ; Lechner et Lewin, 2013). Ces fibres peuvent également s’activer lors d'un
refroidissement a condition que celui-ci soit supérieur a 2°C.s? (Hensel et

Zottermann, 1951 ; Cahusac et Noyce, 2007 ; Li et al., 2011).

La thermoperception du froid non nocif ou frais met en jeu les fibres AS et C, qui sont
alors nommeées « fibres-froides ». A contrario, la perception du chaud non nocif ou
tiede n'implique que des fibres C, nommées « fibres-chaudes » (Maruhashi et al.,
1952 ; Douglas et al., 1960 ; Hensel et al., 1960 ; Hensel et Iggo, 1971 ; Dubner et al.,
1975 ; Mackenzie et al., 1975 ; Darian-Smith et al., 1979).

Les fibres-froides sont déja actives a la température cutanée et ont une activité en
forme de cloche qui atteint son maximum pour des températures comprises entre 20
et 30°C (Hensel, 1951 ; Darian-Smith et al., 1973 ; Dubner et al., 1975 ; Kenshalo et
Duclaux, 1977 ; Schepers et Ringkamp, 2009). Leur fréquence de décharge augmente
lors d'un refroidissement et diminue jusqu’a devenir silencieuse lors dun
réchauffement (Campero et al., 2001). Les fibres froides peuvent étre a bas seuil

(uniquement des fibres C) ou a haut seuil (fibres A5 et C). Les fibres a bas seuil ont
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une activité maximale entre 30 et 25°C, alors que les fibres a haut seuil s’activent en
dessous de 27°C, mais elles s’arrétent tres rapidement de décharger des PA lorsque la
température se stabilise (Lamotte et Thalhammer, 1982 ; Thut et al., 2003 ; Schepers

et Ringkamp, 2009).

Les fibres-chaudes ont un fonctionnement similaire a celui des fibres-froides, puisque
leur réponse est en forme de cloche entre 30 et 44°C avec un maximum a 41°C
(Hensel et Iggo, 1971). Contrairement aux fibres-froides, les fibres-chaudes sont
exclusivement de type C (Konietzny et Hensel, 1975 ; Mackenzie et al., 1975 ; Lamotte

et Campbell, 1978 ; Darian-Smith et al., 1979).

b. Nociception et nocicepteurs

La nociception a été nommeée pour la premiéere fois en 1906 par Sherrington. Elle est
aujourd’hui définie par 'TASP comme le processus neuronal permettant le codage et

le traitement des stimuli générateurs de douleur.

Une perception est considérée comme nociceptive lorsque lintensité de la
stimulation appliquée atteint un seuil suffisamment élevé pour (i) étre
potentiellement dommageable et (ii) engendrer lactivation de neurones
périphériques spécialisés de petit et moyen diameétres, les nocicepteurs (Dubin et

Patapoutian, 2010).

Les nocicepteurs s’activent préférentiellement en réponse a des stimuli nocifs et
déchargent des potentiels d’actions de maniere graduelle. Ils refletent ainsi I'intensité
de la stimulation appliquée (Julius et Basbaum, 2001). Toutefois ils peuvent
également avoir un seuil d’activation dans une large gamme allant d’intensités non-
nocive a nocive. Dans ce dernier cas, c’est toujours pour des intensités élevées
(nocives) que la réponse est la plus intense (Dubin et Patapoutian, 2010). Les
nocicepteurs ne sont pas les seuls neurones impliqués dans la transmission du
message nociceptif, en effet certains neurones dits a bas seuil sont également
capables de répondre dans des gammes d’intensité nocives, notamment au niveau

viscéral (Cervero et Janig, 1992).
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Quelle que soit la nature de la stimulation, qu’elle soit mécanique, thermique ou
chimique, la nociception est majoritairement due a I’activation des fibres AS et C. Ces
fibres n’ayant pas la méme vitesse de conduction, les douleurs peuvent étre
hiérarchisées. Ainsi, on parle de premiére douleur ou douleur rapide lors d’une
activation des fibres AS et de deuxieme douleur ou douleur lente lors d’'une activation

des fibres C (Price et Dubner, 1977 ; Basbaum et al., 2009).

Les nocicepteurs peuvent étre classés selon différents criteres, tels que la vitesse de
conduction de I'influx nerveux, la nature de la stimulation, les caractéristiques de la
réponse engendrée ou encore des marqueurs moléculaires neuronaux (Meyer et al.,
2006).

En ne s’intéressant qu’a la nature de la stimulation, les nocicepteurs peuvent étre
différenciés selon leur sensibilité ou insensibilité aux stimuli mécaniques, thermiques
et chimiques. Dans la plupart des études, la classification est uniquement établie en
fonction des réponses aux stimuli mécaniques et thermiques chauds. Ceci s’explique,
premierement, par le fait que la sensibilité au froid n’est que rarement testée sur les
fibres nociceptives, ce qui exclu les fibres froides de la plupart des classifications et
deuxiémement, qu’il n’existe pas de nocicepteurs uniquement chémosensibles.

En effet, la plupart des chémorécepteurs sont des nocicepteurs mécano-
thermosensibles et inversement la quasi totalité des nocicepteurs mécano-
thermosensibles sont aussi chémosensibles (Davis et al., 1993).

Les nocicepteurs, sensibles a la fois aux stimuli mécaniques, thermiques chauds et
chimiques, sont majoritaires. Ils ont été caractérisés pour la premiere fois sur des
fibres C en 1969 et sont appelés nocicepteurs polymodaux [Figure 10] (Bessou et
Perl, 1969 ; Perl, 1996).
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Figure 10 : Nocicepteur polymodal.

Enregistrements électrophysiologiques in vivo d’un nocicepteur polymodal de souris.

A. Réponse mécanique du neurone suite a I’application d’une force de 60 mN au niveau de la cheville.

B. Réponse thermique du neurone suite a 'application d'une rampe de température de 38 a 51°C.
C. Réponse chimique du neurone apres I'injection intra-dermale d’histamine (5.4 mM).
Abréviation : Ie : courant extracellulaire ; PA : potentiel d’action ; HIS : histamine

(D’apres Han et al., 2013).
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i. Nocicepteurs cutanés

Des études menées chez la souris, le singe et ’homme ont permis la mise en évidence
de plusieurs sous-types de nocicepteurs. Bien que des divergences apparaissent dans
les différentes publications, du fait que toutes les modalités ne sont pas toujours
testées, on peut dénombrer un total de treize nocicepteurs. Les nocicepteurs peuvent
étre classés dans cinq catégories différentes selon leur sensibilité/insensibilité
mécanique et/ou thermique. Ainsi on trouve des nocicepteurs : mécanosensibles,
thermosensibles, mécano-thermosensibles au froid, mécano-thermosensibles au

chaud (i.e., polymodaux) et mécano-thermo-insensibles (i.e., silencieux).

Comme pour les perceptions non nocives évoquées précédemment, les nocicepteurs
mécanosensibles sont constitués de fibres AS et C, alors que les nocicepteurs
spécifiquement thermosensibles sont uniquement formés de fibres de type C. Les
nocicepteurs sensibles au chaud et au froid ont des seuils d’activation respectifs de
40°C et de 32°C. Mais paradoxalement, les nocicepteurs sensibles au froid peuvent
décharger des PA lors d'un réchauffement avoisinant les 48°C (Cain et al., 2001 ;

Meyer et al., 2006 ; Zimmermann et al., 2009 ; Dubin et Patapoutian, 2010).

Les fibres activées par une stimulation mécanique et par le froid nocif, voire briilant
ont des seuils d’activation thermique trés variable allant de 28 a -12°C, avec une
moyenne a 5.3°C pour les fibres de type A et a 10.1°C pour les fibres de type C (Cain et
al., 2001). Comme pour les fibres uniquement thermosensibles, ces fibres ont une
activité paradoxale pour des températures comprises entre 45 et 50°C (Zimmermann

et al., 2009).

Les nocicepteurs mécano-thermosensibles au chaud ou polymodaux sont constitués
de fibres AS et C.

Les fibres de type A mécano-thermosensibles au chaud peuvent appartenir a deux
groupes. Les fibres du groupe I ont un seuil mécanique faible (entre 3.7 et 5 bar) et un
seuil thermique élevé (>53°C), alors que les fibres du groupe II ont un seuil
mécanique élevé (entre 11 et 15 bar) et un seuil thermique bas (46°C). Les fibres de
type I et II participent respectivement a la transmission des douleurs lente et rapide

(Treede et al., 1995).
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Précédemment j’ai évoqué le fait que la nociception était principalement permise
grace aux fibres A8 et C. Néanmoins, I’étude des fibres mécano-thermosensibles de
type I a permis de mettre en évidence une vitesse de conduction comprise entre 25 et
55 m.s%, suggérant un mélange de fibres AP et A, ce qui est surprenant compte tenu
que les fibres AP ne sont normalement pas nociceptives (Djouhri et Lawson, 2004).

Les fibres C mécano-thermosensibles au chaud ont un seuil thermique plus bas que

les fibres A (entre 39 et 41°C) (Tillman et al., 1995).

Les nocicepteurs sensibles aux stimuli mécaniques, thermiques chauds et froids,
peuvent étre classés dans la catégorie précédente si le froid n’a pas été testé sur ces
fibres. Ces nocicepteurs sensibles a toutes les natures de stimulations représentent
respectivement 5 a 15% et 60 a 70% des fibres AS et C nociceptives (Simone et
Kajander, 1997 ; Cain et al., 2001). Ces données font des fibres C polymodales les

fibres C nociceptives les plus répandues.

Enfin, les nocicepteurs mécano-thermo-insensibles nommés nocicepteurs silencieux
ne sont pas réellement mécano-thermo-insensibles. En effet, ces nocicepteurs
peuvent soit étre activés par des stimulation mécaniques extrémes, soit étre mécano-
ou thermosensibles lorsqu’ils sont sensibilisés par des agents chimiques irritants

(Schmidt et al., 1995 ; Meyer et al., 2006).
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ii. Nocicepteurs articulaires

A Téchelle articulaire, la nociception est seulement étudiée en utilisant des stimuli
mécaniques et chimiques. Pour les tissus profonds, une stimulation thermique n’a
pas d’intérét car elle serait artificielle et non physiologique. Des rotations internes et
externes selon différents angles, ainsi que des extensions de genoux de chats et de
rats ont permis de montrer l'implication des fibres des groupes II, III et IV
(équivalent des fibres AP, AS et C) dans le processus nociceptif (Raja et al., 1988 ;
Schaible et Grubb, 1993 ; Messlinger et al., 1996).

Les trois groupes de fibres peuvent étre subdivisés en fonction de leur réponse aux

mouvements indolores et douloureux :

Les fibres du groupe II (AB) peuvent étre sensibles aux mouvements : uniquement

indolores (32% des fibres), uniquement douloureux (14%) ou les deux (54%).

Les fibres du groupe III (AS) sont sensibles aux mouvements : uniquement indolores

(12%), uniquement douloureux (30,5%) ou les deux (33,5%).

Les fibres du groupe IV (C) répondent aux mouvements : uniquement indolores

(19,5%), uniquement douloureux (34%) ou les deux (10%).

Toutefois, une partie non négligeable des fibres des groupes III (24%) et IV (36.5%),

ne sont pas sensibles aux mouvements.

Chez ces mémes animaux, il a été montré que pres de 80% des fibres articulaires
afférentes pouvaient étre considérées comme nociceptives (Langford, 1983 ;

Hildebrand et al., 1991 ; McDougall, 2006).
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iii. Nocicepteurs viscéraux

Contrairement aux douleurs cutanée et articulaire qui sont treés correctement
localisées, la douleur viscérale est plus diffuse et donc par conséquent moins
précisément localisable. Ceci s’explique d’'une part par le fait que les terminaisons
nerveuses viscérales sont plus éparses et d’autre part par le fait qu’au niveau de la
moelle épiniere, les neurones de second ordre qui recoivent les informations
viscérales, recoivent également des innervations cutanées et articulaires. Ainsi, par
exemple, la douleur éprouvée lors d’'une angine de poitrine est ressentie dans le bras
et épaule gauche, car les neurones de second ordre percevant les informations du
coeeur, font également connexion avec les nocicepteurs provenant de I’épaule et du
bras. A contrario, une douleur cutanée au niveau de la poitrine est précisément
localisable (Robinson et Gebhart, 2008).

En raison des contraintes techniques liées a I’accessibilité des visceres, la majorité des
études ne s’intéresse qu’a la nociception mécanique et/ou chimique (Gebhart, 1996).
Néanmoins, des études menées sur les afférences testiculaires du chien (Kumazawa et
Mizumura, 1977), cardiaques et vésicales du chat (Baker et al., 1980 ; Habler et al.,
1990), biliaires du furet (Cervero, 1982), utérines du rat (Berkley et al., 1988),
urétérales du cochon d’Inde (Cervero et Sann, 1989) et cesophagiques de 'opossum
(Sengupta et al., 1990 ; Sengupta et al., 1992) ont permis d’étudier les sensibilités
mécaniques, thermiques et chimiques des fibres nociceptives viscérales de type AS et
C. Il a par exemple été montré qu’au niveau testiculaire, a I’exception de quelques
fibres C (6% des fibres), la quasi-totalité des fibres sont de type AS. La majorité (90%)
des fibres mécanosensibles testées répondent aussi aux stimuli thermiques chauds et
chimiques nocifs et non nocifs. L’ensemble des résultats obtenus suggere que la
plupart des nocicepteurs viscéraux sont des récepteurs polymodaux (Kumazawa et
Mizumura, 1977 ; Kumazawa et Mizumura, 1980a, Kumazawa et Mizumura, 1980b ;

Cervero et Janig, 1992 ; Gerbhart, 1996).

En conclusion, au niveau cutané, articulaire et viscéral, il existe un large panel de
nocicepteurs qui sont majoritairement polymodaux. De plus, certains récepteurs a
bas seuil sont aussi capables de décharger des PA pour des stimulations de haute
intensité, ce qui élargit d’autant plus le panel des récepteurs permettant de percevoir

des stimuli potentiellement nocifs.
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iv. Modulateurs biochimiques inflammatoires nociceptifs

Dans les paragraphes précédents, j’ai évoqué la nociception due a I'application de
stimuli nocifs principalement exogénes, mais les nocicepteurs peuvent étre activés ou
sensibilisés suite a une pathologie (p. ex., ischémie, tumeur) ou un dommage

tissulaire créant une inflammation.

Lors d’une inflammation, les terminaisons sensorielles et les cellules non neuronales
résidentes ou circulantes vont alors libérer et/ou sécréter un ensemble de médiateurs
chimiques regroupés sous le terme de « soupe inflammatoire ». Les cellules 1ésées
vont libérer, entre autres, deux composés que sont 'ATP (adénosine triphosphate),
également libéré par les plaquettes et les protons qui vont se fixer sur des canaux
ioniques.

La dégradation des membranes cellulaires va également entrainer la libération de
lipides. Les autres médiateurs inflammatoires tels que la bradykinine, des amines
(sérotonine et histamine), des cytokines (principalement 'interleukine-1 et le TNF-a
ou facteur de nécrose tumorale a), des neurotrophines, principalement le facteur de
croissance des nerfs (NGF) et de 'oxyde nitrique sont majoritairement sécrétés par
les macrophages, les mastocytes et les plaquettes.

Contrairement aux protons et a 'ATP qui activent les nocicepteurs (effet direct), ces
molécules se lient a des récepteurs métabotropiques sensibilisant ainsi les
nocicepteurs (effet indirect) vis-a-vis d’autres stimuli. C’est notamment le cas pour
les nocicepteurs « silencieux », qui voient leurs seuils de sensibilités mécaniques et
thermiques abaissés en présence de médiateurs inflammatoires (Julius et Basbaum,

2001 ; McMahon et al., 2005 ; Basbaum et al., 2009).

In vivo, la plupart de ces composés tels que, 'ATP (Bleehen et Keele, 1977 ; Hamilton
et al., 2000 ; Souslova et al., 2000 ; Malin et al., 2008), la bradykinine (Manning et
al., 1991 ; Couture et al., 2001 ; Fein, 2012), les amines (Tokunaga et al., 1998 ; Zeitz
et al., 2002 ; Mizumura et al., 1995), les cytokines (Fukuoka et al., 1994 ; Jin et
Gereau, 2006 ; Zhang et An, 2007 ; De Oliveira et al., 2011), le NGF (Lewin et al.,
1993 ; Petty et al., 1994) et 'oxyde nitrique (Holthusen et Arndt, 1994 ; Nakamura et
al., 1996 ; Miyamoto et al., 2009) ont été impliqués dans des douleurs inflammatoires

et dans des hyperalgies thermiques chaudes et mécaniques.
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Les actions de ’ensemble des médiateurs de la soupe inflammatoire sont regroupées

sur le schéma : « Médiateurs inflammatoires et nocicepteur » [Figure 11].

Les médiateurs inflammatoires participent non seulement a I'activation et/ou a la
sensibilisation des nocicepteurs de maniere conventionnelle, mais aussi de maniére
antidromique. En effet, lors d'une inflammation, il y a une activation antidromique
(i.e., du corps cellulaire vers la périphérie) des nocicepteurs, entrainant la libération
de neuropeptides (SP et CGRP) a lorigine de l'inflammation neurogene (i.e.,
dégranulation des mastocytes, vasodilatation, cedéeme) et de I'hyperalgie [ Figure 11]

(Basbaum et Jessell, 2013).



Tissus lésés

% Macrophages
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Figure 11 : Médiateurs inflammatoires et nocicepteur.

L’inflammation conduit a la libération de nombreux composés chimiques par les macrophages, les
mastocytes, les cellules immunitaires et les cellules 1ésées. Ces composés peuvent agir directement ou
indirectement pour modifier la sensibilité des terminaisons nerveuses périphériques.

Abréviation : 5HT : sérotonine (rouge) ; H1 : histamine (orange) ; EP : récepteur aux prostaglandines
(jaune) ; B2/B1 : récepteur a la bradykinine (bleu clair) ; IL1 : Interleukine-1§3 (vert) ; TrkA : récepteur
a activité tyrosine kinase A du NGF (violet) ; P2X3 : récepteur ionotrope de I'ATP ; ASIC: « Acid-
Sensing Ion Channel » ; TRPV1: « Transient Receptor Potential Vanilloid 1»; PAF: facteur
d’activation plaquettaire ; PKA/PKC : protéine kinase A/C ; SP : substance P ; CGRP : peptide relié au
gene calcitonine ; ATP : adénosine triphosphate.

(D’aprés Meyer et al., 2006).
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Lors de ma these je me suis principalement focalisé sur la régulation des canaux ASIC
(« Acid-Sensing Ion Channel »), par les protons et les lipides, c’est pourquoi dans ce

chapitre je développerai particulierement I’action de ces deux composés.

Les protons :

Dans de nombreuses conditions physiopathologiques, telles qu'une inflammation
(Punnia-Moorthy, 1987), une tumeur (Warburg et al., 1924 ; Garber, 2003) ou une
ischémie (Jacobus et al., 1977 ; Pan et al., 1999), le pH extracellulaire diminue plus ou
moins drastiquement. Lors d'une inflammation, les cellules 1ésées vont libérer des
protons, engendrant une forte diminution du pH (i.e., jusqu’a pH 4.7) dans les tissus

enflammés [Figure 11] (Punnia-Moorthy, 1987 ; Steen et al., 1996).

Les protons peuvent sensibiliser ou activer les nocicepteurs en agissant sur
différentes familles de canaux ioniques ou de récepteurs tels que les canaux TRP
(« Transient Receptor Potential »), les canaux ASIC, les canaux potassiques a deux
domaines pores ou K2P (« two-pore potassium channels »), les canaux potassiques a
rectification entrante ou Kir (« inward-rectifier potassium ion channels ») et les
RCPG (récepteurs couplés aux protéines G). Une diminution modérée (i.e., pH 6.4)
du pH extracellulaire potentialise les effets du chaud et de la capsaicine sur les
canaux TRPV1, alors qu'un pH inférieur a 6 les active directement. Parmi les senseurs
du pH, on retrouve aussi des RCPG dont I’activité maximale a été enregistrée pour un
pH de 6.8 (Ludwig et al., 2003) et les canaux ASIC (Waldmann et al., 1997a) qui sont
les principaux senseurs de I'acidité et qui seront longuement décrit dans la partie
« Les canaux ASIC » de cette introduction.

Enfin, les protons peuvent également faciliter 'excitabilité des nocicepteurs en jouant
sur la durée de la dépolarisation membranaire en inhibant des canaux potassiques de
fond (TREK-1, TASK-1, TASK-3 et Kir2.3) (Baumann et al.,, 2004 ; Cohen et al.,

20009).



Les lipides inflammatoires - Acide arachidonique et lysophospholipides :

Lors d’une inflammation, des lipides membranaires libérés participent a la réaction
inflammatoire. Ces lipides proviennent de I’hydrolyse des glycérophospholipides
membranaires en position sn-2, par les sPLA2 (phospholipases A2 sécrétées). Il
existe douze isoformes de sPLA2, parmi lesquelles la sPLA2 ITA (sPLA2 du groupe
ITA) et la sPLA2 X (sPLA2 du groupe X) qui sont impliquées dans le processus
inflammatoire et qui sont en lien avec mon travail de these (Lambeau et Gelb, 2008).
Ces phospholipases peuvent étre surexprimées (Andreani et al., 2000) et/ou
suractivées (Ohtsuki et al., 2006 ; Pniewska et al., 2014) lors d’'une inflammation,
notamment sous l'action des cytokines IL-1f, IL-6 (interleukine 6) et du TNF-a
(Andreani et al., 2000).

L’hydrolyse des phospholipides membranaires conduit a la libération d'une chaine
d’acide gras et d'un lysophospholipide, avec un ratio d'un pour un [Figure 12].
L’acide gras majoritairement libéré lors d'une inflammation, notamment par la

sPLA2 X, est I'acide arachidonique (AA) (Lambeau et Gelb., 2008).
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Figure 12 : Hydrolyse des phospholipides membranaires.

Lors d’une inflammation, la sur-activation des phospholipases A2 conduit a T'hydrolyse des
phospholipides membranaires et donc par conséquent a la libération d’'une chaine d’acide gras (i.e.,
P’acide arachidonique) et d’'un lysophospholipide.

(D’apres Rao et Knaus, 2008).



L’AA est a lorigine de nombreux métabolites appartenant a la famille des
eicosanoides qui regroupe les prostanoides et les leucotrienes (LT). Les prostanoides,
favorisent les 4 signes de I'inflammation (rougeur, cedéme, fiévre et douleur). Ils sont
divisés en deux sous-classes de molécules: les prostaglandines (PG) et les
thromboxanes (TX). Les prostanoides et les leucotriénes sont les produits respectifs
de l'activité de deux familles d’enzymes, les cyclooxygénases ou COX et les

lipoxygénases ou LOX [Figure 13A] (Vane, 1971 ; Rao et Knaus, 2008).

Les prostanoides :

L’acide arachidonique est oxydé et réduit en PGG2 (prostaglandine G2) puis en PGH2
(prostaglandine H2) via I'action des COX-1 et COX-2 (Smith et al., 1996). La COX-1
est exprimée de maniere constitutive dans la majorité des cellules et des tissus,
notamment dans les cellules endothéliales, les monocytes et les plaquettes, ou elle est
responsable de I’action physiologique des prostaglandines. A contrario, 'expression
de la COX-2 est induite par les médiateurs pro-inflammatoires, notamment 'TL-1(, le
TNF-a et le NO. La COX-2 est la COX la plus largement impliquée dans la synthese
des prostaglandines pro-inflammatoires (Rao et Knaus, 2008).

A partir de la PGH2, via l'action des prostaglandines synthases, vont étre produits les
prostaglandines (PGD2, PGE2, PGF2 et PGI2 ou prostacycline) dont les récepteurs
sont respectivement le récepteur DP (PGD2), les récepteurs EP1-4 (PGE2), le
récepteur FP (PGF2) et le récepteur IP (PGI2). Parallelement a l'action des
prostaglandines synthases, via 'action de la thromboxane-A synthase, la PGH2 va
aussi pouvoir donner du TXA2 (thromboxane A2) qui agit sur son récepteur TP.
L’ensemble de ces récepteurs sont des RCPG (Narumiya et FitzGerald, 2001;
Ricciotti et FitzGerald, 2011).

Les PGE2 et PGI2 sont les deux principales prostaglandines pro-inflammatoires,
I’activation de leur récepteur induit une activation des voies PKA et PKC, la formation
d’IP3 (inositol triphosphate) et la mobilisation du calcium intracellulaire. Les
prostaglandines sensibilisent les nocicepteurs, en engendrant la libération de SP et de
CGRP et en régulant positivement lactivité des canaux dépolarisants (p. ex.,
Na,1.8/1.9, TRPV1 et TRPA1) et négativement l'activité des canaux potassiques
hyperpolarisants (p. ex., TREK, VGKC) (Nicol et al., 1997 ; Lopshire et Nicol, 1998 ;
Evans et al., 1999 ; Ricciotti et FitzGerald, 2011 ; Petho et Reeh, 2012).



L’injection de PGE2 ou de PGI2 induit chez les souris une hyperalgie thermique, qui
est abolit lorsqu’elles sont invalidées pour les canaux TRPV1 (Moriyama et al., 2005).
La PGE2 est aussi impliquée dans le phénomeéne d’allodynie mécanique chez la souris
(Kassuya et al., 2007).

Le TXA2 provient essentiellement des plaquettes (Hamberg et al., 1975), bien que son
role soit peu décrit, il a néanmoins été montré qu’il potentialise les effets de la

bradykinine (Fu et Longhurst, 2010).

Les leucotriénes :

L’acide arachidonique peut étre oxydé par trois lipoxygénases (5-LOX, 12-LOX et 15-
LOX). Les leucotrienes, au nombre de quatre (leucotrienes B4, C4, D4 et E4) sont les
produits de la 5-LOX (Petho et Reeh, 2012). Le principal leucotriene inflammatoire
est le LTB4 (leucotriene B4) qui possede deux RCPG, les récepteurs BLT1 et BLT2
(Yokomizo et al., 1997 ; Yokomizo et al., 2000). Ses roles majeurs sont de recruter les
cellules de I'immunité au niveau du site inflammatoire (McMahon et al., 2006) et de
stimuler la libération de PGE2 par les macrophages (Elliott et al., 1991). Le LTB4 peut
activer les canaux TRPV1 engendrant ainsi un influx de calcium dans les nocicepteurs
(Hwang et al., 2000 ; Andoh et Kuraishi, 2005). L’application de LTB4 sur des
nocicepteurs diminue les seuils de sensibilités mécaniques et thermiques chez le rat
(Rackham et Ford-Hutchinson, 1983 ; Levine et al., 1984 ; Martin et al., 1988). Des
résultats similaires suite a I'injection de LTB4 chez 'homme ont permis de mettre en

évidence son role dans I’hyperalgie thermique (Bisgaard et Kristensen, 1985).



Les lysophospholipides ou LPL :

L’hydrolyse des différents glycérophospholipides membranaires conduit a la
production de lysophospholipides et d’acides gras. Les lysophospholipides
correspondent aux glycérophospholipides auxquels une chaine d’acide gras a été
retirée. Les glycérophospholipides membranaires que sont la phosphatidylcholine, la
phosphatidyléthanolamine, le phosphatidylinositol et la phosphatidylsérine, donnent
respectivement de la LPC  (lysophosphatidylcholine)), de la LPE
(Iysophosphatidyléthanolamine), du LPI (lysophosphatidylinositol) et de la LPS
(Iysophosphatidylsérine). En plus de ces 4 lysophospholipides, il peut y avoir
production de LPA (acide lysophosphatidique). Du c6té extracellulaire, la principale
voie de production du LPA est celle dun clivage de la téte polaire d'un LPL,

notamment de la LPC, par I'autotaxine [ Figure 13B] (Aoki, 2004).

Chez la souris, l'injection intraplantaire de LPA induit une douleur qui est
partiellement inhibée lors de I'inhibition génique des récepteurs LPA1 (Renback et
al., 1999 ; Renback et al.,, 2000), alors que son injection intrathécale induit une
allodynie mécanique et une hyperalgie thermique. Le LPA, via son récepteur LPA1,
mime les effets d'une lésion partielle du nerf sciatique induisant des douleurs
neuropathiques (Inoue et al., 2004). De plus, il a également été montré que via ses
récepteurs LPA1 et LPA3, le LPA était impliqué dans le développement des douleurs
neuropathiques induites par un anticancéreux, le paclitaxel (Uchida et al., 2014).
Outre son action, sur ses récepteurs, le LPA peut se fixer directement sur le canal
TRPV1, au niveau de la partie C-terminale. Il induit alors une douleur spontanée chez
la souris qui est significativement diminuée chez les souris KO TRPV1 (Nieto-Posadas
et al., 2012). A contrario, plus récemment il a été suggéré que le LPA pourrait avoir
un effet anti-nociceptif en activant les canaux potassiques de fond TRESK (« TWIK-

related spinal cord potassium ») (Kollert et al., 2015).

A ce jour, parmi tous les LPL, seul le LPA a été impliqué dans les processus
douloureux. Durant ma thése j’ai pu montrer qu'un autre LPL, le LPC, était capable
de générer un comportement douloureux chez les animaux, via le canal ASIC3 (Marra

et al., 2016).
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Figure 13 : Voies de production des lipides inflammatoires.

A. Voies de synthése des prostaglandines et des leucotriénes sous l'action respective des cyclo-
oxygénases (COX) et des lipoxygénases (LOX), a partir de I’acide arachidonique.

B. Différenciation des lysophospholipides selon leur téte polaire. Production de LPA a partir de LPC
sous l'action de 'autotaxine.

Abréviation : PGX2 : prostaglandine G/H/D/E/I/F2; TxA2: thromboxane A2; LTX4 : leucotriene
A/B/C/D/E4; HPETE: acide hydroxyperoxyeicosatétraénoique; LPX: lysophosphatodyl-
choline/éthanolamine/inositol/sérine ; LPA : acide lysophosphatidique.

(D’apres Rao et Knaus, 2008).



Le PAF ou facteur d’activation plaquettaire :

Lors de I'’hydrolyse des phospholipides membranaires par les PLA2, il peut y avoir
production de lyso-PAF, qui, suite a son acétylation, donne le PAF (Petho et Reeh,
2012). Le PAF posséde de nombreux effets pro-inflammatoires. Il stimule la synthése,
des eicosanoides, des cytokines IL-13 et TNF-a et la dégranulation des mastocytes
(Poubelle et al., 1991 ; Marotta et al.,, 2009). Il est également impliqué dans la
surexpression du récepteur B1 de la bradykinine (Fernandes et al., 2003) et stimule
via son RCPG les voies PKA et PKC (Deo et al., 2004). Son injection chez I'animal
provoque a la fois une douleur spontanée (léchage et levé de la patte) et des
hyperalgies thermiques et mécaniques (Dallob et al., 1987 ; Schmelz et al., 1997 ;

Marotta et al, 2009 ; Hasegawa et al., 2010).

c. Canaux ioniques : transduction et transmission du message douloureux

Au niveau des terminaisons nerveuses périphériques, les stimuli sensoriels et nocifs
sont percus et transduits en signal électrique. Les transducteurs de ces informations
sont des canaux ioniques présents au niveau de la membrane des neurones. Les
canaux ioniques peuvent étre activés par un seul type de stimulation (p. ex.,
température chaude) ou peuvent étre sensibles a divers stimuli (p. ex., température
chaude et proton). C’est grace a la grande diversité des canaux ioniques décrits ci-
apres que 'organisme est capable de percevoir un large panel de sensations.

Lors de ma these je me suis principalement intéressé a la transduction des stimuli

thermiques et chimiques.

La thermoperception est un processus hautement conservé depuis les bactéries
jusqu’a 'homme. Elle permet a un organisme d’étre informé dun changement
thermique dans son environnement interne ou externe, dans le but d’y répondre de
maniere adéquate (Vriens et al., 2014). La thermoperception est non seulement la
résultante de la valeur absolue de la température, mais aussi de la vitesse, de
Pamplitude et de la durée de la rampe appliquée, de la zone exposée et des

expériences personnelles (Chery-Croze, 1983).

71



Le systeme somatosensoriel de I'étre humain permet de distinguer sept modalités
thermiques différentes que sont par ordre graduel : le froid briilant, le froid nocif, le
frais (ou froid non nocif), la température cutanée ou indifférente, le tiede (ou chaud
non nocif), le chaud nocif et le chaud briilant [ Figure 14].

Cette distinction résulte de la différence entre la température de la peau (comprise
entre 31 et 33°C) et celle de 'environnement ou d’'un objet (Belmonte et Viana, 2008 ;
Gardner et Johnson, 2013 ; McKemy, 2013 ; Vriens et al.,, 2014). Les
thermorécepteurs possedent une sensibilité si fine, qu’ils nous permettent de détecter
des variations de température de 0.1°C, aussi bien vers un rafraichissement que vers

un réchauffement (Hensel et al., 1960).

Des études menées sur 'homme grace a des questionnaires (Lewis et Love, 1926 ;
Wolf et Hardy, 1941 ; Iggo, 1959), puis plus tard grace a des tests psychophysiques
associés a de I'imagerie (IRM) ont montré que les températures comprises dans une
gamme allant d’environ 15 a 43°C sont considérées par les sujets comme non nocives
(Erpelding et al., 2012). Il est possible de classer les sept modalités thermiques

évoquées précédemment le long d’une échelle de température [ Figure 14] :

Chaud Chaud
nocif brilant

Froid Froid
brilant nocif

Température

Frais T Tiede
"indifférente"

Figure 14 : Echelle des températures corporelles

Gradient de température de la peau, allant du froid briilant au chaud brilant.

(D’apreés : Darian-Smith et Johnson, 1977 ; Belmonte et Viana, 2008 ; Erpelding et al., 2012)
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i. Thermotransduction chaude

Les canaux ioniques activés par la chaleur présentent des seuils d’activation
différents, permettant de ressentir des températures allant du tiede (25°C) au chaud
extréme (supérieur a 52°C) en passant par le chaud nocif (supérieur a 43°C).

La majorité des canaux senseurs de stimuli thermiques chauds appartiennent a la
famille des canaux TRP [Figure 15]. Les canaux TRP décrits ci-apres sont tous
retrouvés au niveau des neurones sensoriels, a ’exception de TRPM5 (« Transient
Receptor Potential Melastatin ») qui est présent au niveau des récepteurs gustatifs

(Talavera et al., 2005).

Les canaux TRP : TRPV, TRPM et TRPA

Le premier membre de cette famille a avoir été identifié comme senseur du chaud est
le canal TRPV1 qui s’active a partir de 43°C. Les canaux TRPV1 d’abord nommés VR1
(récepteur aux vanilloides) sont également activés par la capsaicine, un composé
irritant du piment (Caterina et al., 1997 ; Tominaga et al., 1998).

Les souris KO TRPV1 ne présentent pas de différence de perception thermique en-
dessous de 50°C, mais elles sont moins sensibles que les souris sauvages au-dela de
cette température. Elles ne développent pas non plus d’hyperalgie thermique suite a
I'injection de carragénine (Caterina et al., 2000 ; Davis et al., 2000).

Les canaux TRPV1 sont les principaux senseurs du chaud nocif.

Dans la sous-famille des canaux TRPV (TRPV1-6), les canaux TRPV2, TRPV3 et
TRPV4 sont également activés par le chaud avec des seuils d’activation respectifs de
52°C (Caterina et al., 1999), 33 a 35°C (Peier et al., 2002 ; Smith et al., 2002 ; Xu et
al., 2002) et 25 a 34°C (Giiler et al., 2002 ; Watanabe et al., 2002).

Alors que les premiers résultats obtenus chez les souris KO suggéraient une
implication in vivo des canaux TRPV3 et TRPV4 dans la perception thermique
chaude (Lee et al., 2005 ; Moqrich et al., 2005), des études plus récentes ont remis en
questions ces résultats. Les auteurs n’observent que peu de différences
comportementales chez les souris KO TRPV3 et TRPV4 (Huang et al.,, 2011;

Miyamoto et al., 2011).
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Les souris KO TRPV2 présentent elles aussi une thermoperception qui n’est pas
altérée, suggérant que in vivo les canaux TRPV2 ne sont pas impliqués dans la
thermoperception (Park et al., 2011). In vitro, les canaux TRPV1 et TRPV2 seraient
plutot des senseurs du chaud nocifs, alors que les canaux TRPV3 et TRPV4 seraient

des senseurs du chaud non nocif (tiede).

Outre les canaux TRPV, des canaux de la sous-famille TRPM (TRPMz2-5) et TRPA1
(« Transient Receptor Potential Ankyrin 1») peuvent étre activés par des
températures chaudes (Talavera et al., 2005 ; Togashi et al., 2006 ; Vriens et al.,
2011).

Les souris KO TRPM2 présentent un déficit de perception des températures chaudes
non nocives (Tan et McNaughton, 2016). Les souris KO TRPM3 ont un phénotype
similaire a celui des souris KO TRPV1 (Vriens et al., 2011).

Les canaux TRPM3 sont impliqués dans la détection du chaud nocif, alors que les
canaux TRPM2, TRPM4 et TRPM5 sont plutét impliqués dans la détection des
températures non nocives.

Enfin, chez 'homme, les canaux TRPA1, longtemps considérés comme des senseurs
du froid, sont également capable d’étre activés par des stimulations chaudes selon

I’état d’oxydoréduction (Moparthi et al., 2016).

Les canaux ANO1

Au niveau des neurones DRG, plus particulierement dans les neurones nociceptifs,
les canaux ANO1 (« anoctamin-1») s’activent a partir de 44°C. L’utilisation de
méfloquine (un inhibiteur des canaux ANO1), de siRNA dirigée contre ANO1 et de KO
conditionnel ont permis la mise en évidence d’'un role ’ANO1 dans la perception du
chaud nocif, dans ’hyperalgie thermique inflammatoire induite par la carragénine et

dans les douleurs neuropathiques (Cho et al., 2012 ; Lee et al., 2014).
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Les canaux K2P

Les canaux K2P sont des canaux potassiques de fond. Parmi '’ensemble des canaux
K2P, trois membres : TREK-1/-2 (« TWIK related K+ channel-1/-2 ») et TRAAK
(« TWIK-related arachidonic acid activated K+ channel ») sont impliqués dans la
thermoperception chaude. Bien qu’ils ne soient pas considérés comme de véritables
senseurs du chaud, ces canaux sont activés entre 17 et 42°C, avec une activité
maximale a 37°C (Maingret et al., 2000a ; Kang et al., 2005 ; Noé€l et al., 2009 ;
Pereira et al., 2014). Ils participent a I’établissement du seuil de perception thermique
et la régulation thermo-dépendante de 'excitabilité des neurones sensoriels. Leur
délétion entraine chez les animaux une hypersensibilité au chaud (Alloui et al., 2006 ;

Noél et al., 2009 ; Pereira et al., 2014).

La grande diversité des canaux ioniques sensibles au chaud permet d’expliquer la
transduction et la transmission des messages sensoriels et nociceptifs en réponse a

une stimulation chaude plus ou moins intenses.

ii. Thermotransduction froide
Les senseurs du froid permettent de ressentir des températures allant de du frais
(27°C) au froid brilant (inférieur a 5°C). Similairement a la thermotransduction
chaude, les principaux canaux impliqués dans la transduction des stimuli froids

appartiennent a la famille des canaux TRP [Figure 15].

Les canaux TRP : TRPM, TRPA et TRPC

Les canaux TRPMS8 sont les premiers senseurs du froid a avoir été identifiés et sont
depuis considérés comme « LES » senseurs du froid. Ces canaux ont un seuil
d’activation qui se situe entre 27 et 23°C et saturent aux alentours de 8°C (McKemy et
al., 2002 ; Peier et al., 2002). Ils ne sont présent que dans une faible population (5-
10%) des neurones DRG et ne co-localisent que tres peu avec TRPV1 (Peier et al.,
2002 ; Karashima et al., 2009).

Les souris KO TRPMS8 présentent un déficit de perception thermique dans la gamme

de température fraiche / froide non nocive entre 30 et 18°C.
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Cependant leur capacité de ressentir le froid nocif (inférieur a 15°C) n’est pas (ou peu)
altérée (Colburn et al., 2007 ; Dhaka et al., 2007 ; Bautista et al., 2007 ; Knowlton et
al., 2010).

Chez la souris, I'injection de formaline induit un comportement douloureux en deux
phases successives (aigiie et inflammatoire). Dans ce test le froid posséde sur la phase

aigiie un effet analgésique, qui met en jeu les canaux TRPMS8 (Dhaka et al., 2007).

Les canaux TRPA1, comme les canaux TRPMS8, répondent au froid, mais leur seuil de
sensibilité est plus bas que pour ces derniers. Leur seuil d’activation se situe aux
alentours de 17°C suggérant un role dans la perception du froid nocif. De plus les
canaux TRPA1 co-localisent avec les canaux TRPV1 dans les neurones nociceptifs
impliqués dans la thermo-nociception (Story et al., 2003).

Cependant leur role, in vivo, dans la thermo-nociception n’est pas clair. Les données
obtenues grace aux souris KO TRPA1 divergent, aboutissant a une controverse.
Certaines études montrent clairement un déficit de perception du froid nocif chez les
souris KO TRPA1 (Kwan et al., 2006 ; Karashima et al., 2009), alors que d’autres
montrent une réponse non altérée quelque soit la température (Bautista et al., 2006 ;
Knowlton et al.,, 2010). Les souris double KO TRPMS8/TRPA1 présentent une
sensibilité au froid similaire aux souris KO TRPMS8, ce qui semble confirmer le faible

role des canaux TRPA1, in vivo, dans la perception du froid (Knowlton et al., 2010).

Les canaux TRPCs sont également sensibles au frais entre 37 et 25°C, mais leur
délétion n’entraine pas de modification de la perception du froid chez les souris KO
TRPCs par rapport aux souris sauvages. Bien que ces canaux semblent participer a la
détection globale de la température, in vivo, ils ne seraient pas des thermo-senseurs

(Zimmermann et al., 2011).
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Figure 15 : Canaux TRP et thermoperception.

Les canaux de la famille des TRP sont les principaux senseurs de température. Chaque canal présente
un seuil d’activation thermique qui lui est propre. Ils permettent de percevoir 'ensemble des
sensations thermiques nocives et non-nocives du froid brilant (TRPA1) au chaud briilant (TRPV2).

(D’apres Latorre et al., 2009 ; Ferrandiz-Huertas et al., 2014 ; Mickle et al., 2015).
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Les canaux K2P

Comme évoqué précédemment pour la thermotransduction chaude, les canaux K2P
participent a la sensibilité au froid. Les canaux TREK-1 et TRAAK participent
conjointement a la perception du froid, alors que chacun pris séparément n’a aucun
effet sur celle-ci. Ce ne sont pas des senseurs du froid, mais ils participent a la
régulation thermo-dépendante de l’excitabilité neuronale entre 20 et 10°C, de
maniere identique a leur role dans la perception thermique chaude (Noél et al.,
2009). Les canaux TREK-2 jouent le méme réle que les canaux TREK-1 et TRAAK
mais pour des températures plus élevées et donc par conséquent non nocives,

comprises entre 25 et 20°C (Pereira et al., 2014).

Les canaux Nay

Les canaux Nay1.8 et 1.9, deux isoformes de canaux sodiques dépendants du potentiel
et résistants a la TTX (tétrodotoxine) sont présents au niveau des neurones DRG et
plus particulierement des nocicepteurs (Catterall et al., 2005a). Les canaux Nay
participent généralement a la génération et la transmission de l'influx nerveux. Les
Nay1.8 et Nay1.9 participent a la perception du froid nocif et au comportement
douloureux induit par celui-ci (Zimmermann et al., 2007 ; Lolignier et al., 2015).

En condition de température froide nocive, les canaux Nay1.8 sont les seuls capables
de générer des PA. Ils sont donc indispensables au maintien de l'excitabilité des
nocicepteurs lorsque la température diminue. Leur ablation entraine chez la souris
une réponse négligeable vis-a-vis du froid nocif (Zimmermann et al., 2007).

Les canaux Nay1.9 agissent de concert avec les Nay1.8 en jouant le role d’amplificateur
de la dépolarisation induite par les canaux transducteurs du froid. Les souris KO

Nav1.9 sont moins sensibles au froid nocif inférieur a 12°C (Lolignier et al., 2015).

La perception du froid, qu’il soit ou non nocif, est permis a la fois grace a des canaux
transducteurs des stimuli froids et a des canaux qui participent a lexcitabilité
neuronale. L’ensemble des résultats décrits ci-dessus suggerent qu’il pourrait exister

d’autres canaux impliqués dans la perception du froid, notamment du froid nocif.
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iii. Chémotransduction

Les canaux ioniques impliqués dans la chémotransduction sont des canaux activés
par des stimuli chimiques qu’ils soient endogénes ou exogeénes. Dans cette partie je ne
m’intéresserai, de manieére non exhaustive, qu’aux chémotransducteurs activés par

des médiateurs de la soupe inflammatoire.

Les canaux ASIC

Les canaux ASIC sont activés par les protons extracellulaires (Price et al., 1996 ;
Waldmann et al., 1996 ; Waldmann et al., 1997a). Ces canaux qui sont les principaux
détecteurs de l'acidose extracellulaire et sur lesquels j’ai focalis€ mon attention

durant ma these seront détaillés dans la partie « B — Les Canaux ASIC ».

Les canaux TRP : TRPV1 et TRPA1

Les canaux TRPV1 qui sont essentiellement connus pour leur réle dans la perception
thermique, peuvent également étre activés par différents composés de la soupe
inflammatoire, tels que les protons, les lipides et le NO. Parallelement a la découverte
de leur sensibilité au chaud, les mémes auteurs ont montré qu'une diminution du pH
extracellulaire de pH 7.4 a pH 5.9 et en-deca, générait une activation indépendante
de la capsaicine et de la chaleur (Caterina et al., 1997 ; Tominaga et al., 1998).

Ces canaux peuvent également étre activés par des lipides inflammatoires produits
par la dégradation des phospholipides membranaires. Les canaux TRPV1 sont activés
par des métabolites de 'AA tels que le 12-HPETE et d’autres produits issus de la voie
des lipoxygénases (Hwang et al., 2000). Ils sont également sensibles au LPA
provenant du clivage de la LPC. Le LPA induit un comportement de douleur aigiie
chez les souris qui implique les canaux TRPV1 (Nieto-Posadas et al., 2012).

Enfin a de fortes concentrations (plusieurs mM) un donneur de NO, le SNAP (S-
nitroso-N-acetylpenicillamine), active les canaux TRPV1 et induit une hyperalgie

thermique (Miyamoto et al., 2009).
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Les canaux TRPA1 sont sensibles a de trés nombreux composés naturels forts/acres
présents dans les huiles de moutarde ou de clou de girofle, dans la cannelle, le
gingembre et l'ail. Parmi les composés inflammatoires, la bradykinine, des produits
du stress oxydatif, ’acide arachidonique et des métabolites des prostaglandines sont
des activateurs endogenes des canaux TRPA1. L’activation par la bradykinine
nécessite la présence de son récepteur B2 (Bandell et al., 2004 ; Bautista et al., 2005).
L’acide arachidonique et les métabolites des prostaglandines PGE2 et PGD2
retrouvés a des niveaux élevés durant l'inflammation sont capable de stimuler les
nocicepteurs en activant les canaux TRPA1, générant un comportement de douleur
aigiie chez la souris (Bandell et al., 2004 ; Cruz-Orengo et al., 2008 ; Taylor-Clark et
al., 2008 ; Motter et Ahern, 2012).

Enfin l'acide oléique nitraté, un composé issu du NO et du stress azoté et le 4-
hydroxynonenal issu du stress oxydatif activent les canaux TRPA1 (Trevisani et al.,
2007 ; Taylor-Clark et al., 2009). Les protons extracellulaires sont capables d’activer

spécifiquement I'isoforme humaine des canaux TRPA1 (de la Roche et al., 2013).

Les récepteurs purinergiques : P2X3 et P2X2/3

Au niveau cutané chez 'homme, 'ATP induit une sensation de douleur briilante
(Hamilton et al., 2000b). Dans les neurones nociceptifs, les récepteurs P2X3 et
P2x2/3 sont responsables de la majorité des courants induits par ’ATP (Chen et al.,
1995 ; Lewis et al., 1995 ; Burgard et al., 1999 ; Cockayne et al., 2005). L’activation
des récepteurs P2X génere un comportement douloureux spontané (levé de la patte)
chez les rongeurs. Cette douleur est abolit grace a I'inhibition pharmacologique ou
génique des récepteurs P2X3. De plus, I'inhibition de ces récepteurs empéche le
développement d’hyperalgies thermiques et mécaniques aussi bien en conditions
naive, qu'inflammatoire ou neuropathique (Barclay et al., 2002 ; Honore et al., 2002 ;

Tsuda et Inoue, 2006).

Les récepteurs sérotoninergiques : 5-HT2A et 5-HT3

Parmi ’ensemble des récepteurs sérotoninergiques, les récepteurs 5-HT2A et 5-HT3
sont les deux plus impliqués dans le processus douloureux au niveau des nocicepteurs

(Sufka et al., 1992 ; Abbott et al., 1996 ; Tokunaga et al., 1998 ; Zeitz et al., 2002).
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L’injection de sérotonine induit chez le rat un comportement de douleur spontanée
(1échage et levé de la patte) abolit par des inhibiteurs des récepteurs 5-HT2 et 5-HT3
(Sufka et al., 1992 ; Obata et al., 2000). L’activation des récepteurs sérotoninergiques
5-HT2A au niveau périphérique induit des hyperalgésies et/ou des allodynies

mécaniques et thermiques (Tokunaga et al., 1998 ; Sasaki et al., 2006).

Les canaux K2P :

Les canaux TREK1, TREK2 et TRAAK sont sensibles aux protons intracellulaires et
extracellulaires, ainsi qu’aux lipides inflammatoires.

Alors qu'une acidose extracellulaire inhibe les canaux TREK1 et TRAAK, celle-ci
active les canaux TREK2 (Sandoz et al., 2009). A contrario une alcalinisation du
milieu extracellulaire active les canaux TREK1 (Cohen et al., 2008). Au niveau
intracellulaire, les canaux TREK1 et TREK2 sont activés par un pH acide, alors que
les canaux TRAAK sont eux activés par un pH alcalin (Maingret et al., 1999 ; Kim et
al., 2001).

Outre leur sensibilité aux protons, les canaux de la famille des K2P sont également
activés par les acides gras polyinsaturés et plus particulierement 1'acide
arachidonique. L’action de ’AA semble étre dii a un effet direct sur le canal, car il est
maintenu en configuration de patch-clamp excisé (Fink et al., 1998 ; Patel et al.,
1998 ; Patel et al., 2001). Parmi les lipides inflammatoires la LPC est également
capable d’activer les canaux K2P, mais cet effet ne serait pas direct, il serait di a une

déformation membranaire (Maingret et al., 2000b).

De nombreux canaux ioniques et récepteurs présents a la surface des neurones
sensoriels, en particulier des nocicepteurs, sont donc activés ou inhibés par des
médiateurs inflammatoires et participent ainsi a la transduction de ces stimuli
chimiques. Leurs roles dans la perception douloureuse ont pu étre caractérisés grace
a I'utilisation d’outils pharmacologiques et géniques. Parmi ces canaux, on retrouve

les canaux ASIC auxquels je me suis particuliérement intéressé durant ma thése.
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B- LES CANAUX ASIC

Dans de nombreuses conditions douloureuses et/ou pathologiques telles quune
inflammation, une fracture, le développement de certaines tumeurs (Warburg et al.,
1924 ; Garber, 2003), une ischémie (Jacobus et al., 1977 ; Pan et al., 1999) ou encore
suite a une intervention chirurgicale, il y a une acidose tissulaire qui se produit (Deval
et al.,, 2010 ; Deval et al., 2011). Réciproquement, I'infusion intradermique d’une
solution acide (pH 5.2) chez 'homme induit une sensation douloureuse (Steen et

Reeh, 1993).

Entre acidité et douleur, il existe donc un lien qui met en jeu des canaux ioniques et
notamment les canaux ASIC. Durant ma these, je me suis intéressé a I’étude de ces
canaux qui sont comme leur nom lindique, des senseurs d’acidité et qui sont

impliqués dans la perception douloureuse.
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1. Découverte et phylogénie

Les canaux ASIC appartiennent a la superfamille des canaux ENaC/DEG (« epithelial

sodium channel/degenerin ») mise en évidence au début des années 1990 [Figure

16]. Tous les membres de cette famille présentent deux caractéristiques communes.

Premierement ce sont tous des canaux cationiques principalement sodiques et

deuxiéemement ils sont tous sensibles a 'amiloride (Waldmann et Lazdunski, 1998 ;

Kellenberger et Schild, 2002).

Les canaux de cette famille peuvent étre activés de trois manieres différentes :

soit de maniere constitutive, c’est le cas du canal ENaC, qui est impliqué dans
la réabsorption du sodium chez les mammiferes (Canessa et al., 1993 ;

Lingueglia et al., 1993).

soit par un ligand, c’est le cas des canaux ASIC (activés par les protons) et du
canal FaNaC (« FMRF-amide-activated sodium channel ») qui est activé par
un neuropeptide, le FMRFamide (phénylalanine-méthionine-arginine-
phénylalanine) dans les neurones de 1’escargot Helix aspersa (Lingueglia et

al., 1995).

soit par un stimulus mécanique, c’est notamment le cas des canaux DEG-1
(« degenerin 1 ») et MEC-4 (« mechano-electrical transduction channel 4 »)
dont les mutations entrainent des neurodégénérations chez le nématode C.
elegans (Chalfie et Wolinsky, 1990 ; Driscoll et Chalfie, 1991; Garcia-
Anoveros et Corey, 1997).



Nématodes
rBLINAC

hASIC3b,ac h/ASIC4  hiNaC  FLR1
\
rASIC3
r/hASIC2a PPK/dmdNaC1 Insectes
@ rASIC2b
@ rhAsICla RPK/GNAC)
5 rASIC1b
< UNC-105
= h
ENaCYr (—
h DEL-1 )
Nématodes
ENaCB
k DEG-1
h MEC-10
ENaCo. MEC-4

c HaFaNaC
HtFaNaC

hENaCd LsFaNa

Mollusques

Figure 16 : Superfamille des canaux ENaC/DEG.

Arbre phylogénétique des canaux ENaC/DEG auquel appartiennent les canaux ASIC.
(D’apreés Kellenberg et Schild 2002).
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L’histoire des canaux ASIC commence a la fin des années 1970 lors d’une étude de
dose réponse a la sérotonine réalisée par 1'équipe du Pr Oleg Krishtal. Suite a
lomission d’'un tampon dans une solution contenant de la sérotonine, celle-ci devint
acide et engendra I’activation d’un « récepteur des protons » (Krishtal et Pidoplichko,
1980). L’année d’apreés, les mémes auteurs démontrent que ce récepteur est
principalement perméable au sodium (Krishtal et Pidoplichko, 1981a), mais peut
également laisser passer du calcium (Kovalchuk et al., 1990).

De part sa localisation dans les neurones DRG et trigéminaux, ce canal pourrait
participer a la nociception (Krishtal et Pidoplichko, 1981a ; Krishtal et Pidoplichko,
1981b). L’activité du récepteur des protons est bloquée par I'amiloride, un composé

utilisé comme diurétique [Figure 17] (Glitzer et Steelman, 1966 ; Korkushko et
Kryshtal, 1984).
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Figure 17 : Enregistrements des courants du « récepteur des protons ».

A. B. C. Différentes cinétiques de courants obtenus en réponse a I’application d'une solution acide sur
des neurones DRG.

D. Blocage partiel de 'activité des canaux ASIC natifs suite a ’application d’amiloride & 0.1 mM.

(D’apres Krishtal et Pidoplichko, 1981b ; Waldmann et al., 1997a).
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Une étude menée en 1997 a I'IPMC (Institut de Pharmacologie Moléculaire et
Cellulaire) par I'équipe du Pr Michel Lazdunski a permis d’identifier pour la premiere
fois le récepteur des protons, qui fut alors baptisé canal ASIC (Waldmann et al.,
1997a).Ce canal ASIC nommé ASIC1a, bien qu’étant le premier a étre publié dans la
littérature sous ce nom, n’est en réalité pas le premier membre de la famille ASIC a

avoir été découvert.

En effet, un an auparavant un canal cationique neuronal sensible a I'amiloride a été
cloné simultanément par deux équipes et nommé BNC1 (« brain sodium channel 1 »)
(Price et al., 1996) ou MDEG (« mammalian degenerin ») (Waldmann et al., 1996).
Quelques mois apres le clonage d’ASIC1, il a été montré que le canal BNC1/MDEG
était lui aussi activé par les protons et présentait 67% d’homologie avec le canal
ASIC1. Les canaux BNC1/MDEG furent alors renommée canaux ASIC2 (Lingueglia et

et al., 1997 ; Waldmann et Lazdunski, 1998).

Un autre membre de la famille ASIC avait été initialement observé en 1991 dans les
neurones DRG (Bevan et Yeats, 1991). Il s’agissait d'une conductance activée en
réponse a une acidification extracellulaire. Le canal responsable de ce courant
biphasique fut cloné en 1997 par I'équipe du Pr Lazdunski. D’abord nommé canal
DRASIC («dorsal root ASIC »), il porte désormais le nom de canal ASIC3
(Waldmann et al., 1997b ; Waldmann et Lazdunski, 1998).

Enfin, au début des années 2000, un quatrieme membre de la famille ASIC possédant
44% d’homologie avec ses prédécesseurs a été identifié et nommé canal ASIC4 ou
SPASIC (« spinal cord ASIC »). Ce canal fortement exprimé dans le systeme nerveux
central, notamment au niveau de ’hypophyse n’est pas sensible aux protons et ses
propriétés restent pour ’heure mal connues (Griinder et al., 2000 ; Akopian et al.,

2000 ; Du et al., 2014).

Les canaux ASIC1, ASIC2, ASIC3 et ASIC4 sont respectivement codés par les génes
ACCN2, ACCN1, ACCN3, ACCN4 (« amiloride-sensitive cation channel neuronal 1-
4 ») (source IUPHAR/BPS Guide to PHARMACOLOGY). L’inversion des chiffres 1 et
2 entre geénes et canaux s’expliquent par la chronologie des découvertes, le canal

ASICz2 a été identifié en premier, son gene porte donc le numéro 1.



2. Propriétés des canaux ASIC

Les canaux ASIC présentent des différences structurales et fonctionnelles, qui sont a

l'origine d’'une grande diversité de courants et d’implications physiologiques.

a. Propriétés structurales

1. Les différentes sous-unités ASIC

La diversité des canaux ASIC ne se limitent aux quatre isoformes ASIC1, ASIC2,
ASIC3 et ASIC4 cités précédemment. En effet, les genes (ACCN1-4) qui codent pour
ces canaux peuvent subir des épissages qui conduisent a 'expression de différents

variants.

Chez 'homme et les rongeurs, deux variants d’ASIC1: ASICia (ou ASIC, ASICaq,
BNaC2a) (Garcia-anoveros et al., 1997 ; Waldmann et al., 1997a) et ASICib (ou
ASICB, BNaC2p) (Chen et al., 1998 ; Bassler et al., 2001), ainsi que deux variants
d’ASIC2 : ASIC2a (ou MDEG1, BNaCia, BNCia) (Price et al., 1996 ; Waldmann et al.,
1996a ; Waldmann et al., 1996b ; Garcia-anoveros et al., 1997) et ASIC2b (ou
MDEGz2, BNaC1p) (Lingueglia et al., 1997) ont été identifiés. Les rongeurs présentent
également une isoforme d’ASIC3 (ou DRASIC, TNaC1) (Waldmann et al., 1997b ;
Ishibashi et Marumo, 1998) et une isoforme d’ASIC4 (ou SPASIC) (Akopian et al.,
2000 ; Griinder et al., 2000).

Chez 'homme, en plus des deux variants d’ASIC1 et d’ASIC2 qui se différencient au
niveau du domaine N-terminal (Sherwood et al., 2012), il existe trois variants
d’ASIC3 nommés ASIC3a, 3b et 3c qui se différencient au niveau de la partie C-
terminale (DeWeille et al., 1998 ; Ishibashi et Marumo, 1998 ; Babinski et al., 1999 ;
Deval et al., 2010) et deux variants d’ASIC4 qui se différencient au niveau de la
boucle extracellulaire (Akopian et al., 2000 ; Griinder et al., 2000 ; Deval et al.,

2010).



Chez les mammiferes, les différents épissages peuvent donc conduire a I'expression
de neuf sous-unités différentes qui sont toutes retrouvées chez 'homme, alors que
seules six sont présentes chez les rongeurs. Les différentes sous-unités ont toutes une
taille du méme ordre de grandeur (chez le rat: ASICia= 526 acides aminés;
ASIC1b = 559 acides aminés ; ASIC2a = 512 acides aminés ; ASIC2b = 563 acides
aminés ; ASIC3 = 533 acides aminés ; ASIC4 = 539 acides aminés).

Chaque sous-unité est constituée d'une large boucle extracellulaire (7 hélices a et 12
feuillets B) qui représentent plus de 60% de la protéine (Saugstad et al., 2004). Elle
relie les deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2, 1 hélice a chacun) qui se
terminent chacun par une courte partie cytoplasmique (C et N terminales).

Une sous-unité comporte différents domaines structuraux qui schématiquement
peuvent faire penser a un avant-bras se terminant par un poing levé enserrant une
balle.

Dans cette analogie, ’avant-bras, la main et le poignet représentent respectivement
les domaines transmembranaires, la boucle extracellulaire et la jonction entre ces
deux parties. La main est constituée des domaines paume, pouce, doigt et

articulation, au centre desquels se trouve la 3 balle [Figure 18] (Jasti et al., 2007).
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Figure 18 : Modélisation de la structure d’une sous-unité ASIC1a.
A. Structure d’'une sous-unité ASICia, avec les domaines transmembranaires (rouge) et la bouche
extracellulaire. Chaque région de la sous-unité est représentée par une couleur différente.

B. Analogie entre la structure du canal et une main enserrant une balle.

(D’apreés Jasti et al., 2007).
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ii. Structure des canaux ASIC

A la fin des années 1990, par homologie avec le canal FaNaC, il a été suggéré que les
sous-unités ASIC pourraient s’assembler en tétrameére pour former un canal
fonctionnel (Coscoy et al., 1998 ; Waldmann et al., 1999). Il a fallu attendre une
dizaine d’années et lapport de la cristallographie pour obtenir de nouvelles
informations. Depuis 2007, grace a la cristallographie du canal ASICia de poulet
amputé d’une partie des domaines N et C terminaux il est quasi-admis que les canaux

ASIC ont une structure trimérique [ Figure 19] (Jasti et al., 2007).

A T’exception des sous-unités ASIC2b et ASIC4, toutes les autres sous-unités ASIC
peuvent s’assembler de manieére homomérique ou hétéromérique pour former des
canaux fonctionnels trimériques activés par des variations du pH extracellulaire
(Bassilana et al., 1997 ; Babinski et al., 2000 ; Baron et al., 2002a ; Benson et al.,
2002 ; Askwith et al., 2004 ; Hesselager et al., 2004).

Les multiples combinaisons homomériques et hétéromériques possibles sont a
Porigine de la grande diversité des courants ASIC observés dans les neurones et en
systeme hétérologue.

Nous verrons par la suite que chaque canal ainsi formé possede des parametres de pH
dépendance, de cinétiques de courants et de sensibilité pharmacologique qui lui sont

propres.

La structure globale du canal ASIC révele que celui-ci est en forme de calice. Il est
constitué dun large et protubérant domaine extracellulaire, d'une fine partie
transmembranaire et d'une partie cytoplasmique qui s’élargie légerement. Le pore est
formé par l'association des trois TM2. A la jonction entre les segments
transmembranaires et la boucle extracellulaire, se trouve une partie légerement
évasée, appelée vestibule extracellulaire (Jasti et al., 2007 ; Gonzales et al., 2009 ;

Baconguis et Gouaux, 2012 ; Baconguis et al., 2014).



Figure 19 : Modélisation de la structure du canal ASIC1a de poulet.

A. Vue de profil de la structure tridimensionnelle des canaux ASICia. Chaque sous-unité est
représentée par une couleur (fuchsia / bleu / jaune).

B. Vue du dessus des canaux ASIC1a.

(D’apreés Jasti et al., 2007).
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La structure cristallographique du canal a permis de mettre en évidence trois parties
importantes pour son fonctionnement, que sont: la poche acide, le vestibule

extracellulaire et le filtre de sélectivité.

Au niveau de la main certains acides aminés clés proches les uns des autres forment
une cavité appelée poche acide. Ces acides aminés sont situés au niveau des domaines
pouce, doigt et B balle d'une méme sous-unité et font des interactions carboxyle-
carboxylate avec ceux du domaine paume de la sous-unité adjacente. Cette poche,

située a I'interface entre deux sous-unités, est le premier site de fixation des protons.

Le vestibule extracellulaire est une zone légerement évasée qui va s’élargir lors de
louverture du canal. Cette ouverture entraine I’apparition d’'une fenestration a la
jonction entre deux sous-unités. On compte donc au total trois fenestrations par

canal, par lesquelles vont pouvoir pénétrer les ions sodium hydratés [ Figure 20].

Au niveau de chaque sous-unité, juste sous le vestibule extracellulaire, au niveau du
TM2, on retrouve un motif GAS (Glycine — Alanine — Sérine), hautement conservé, de
3 acides aminés en position 443 a 445. Ce motif forme le filtre de sélectivité ionique
(Jasti et al., 2007 ; Gonzales et al., 2009 ; Baconguis et Gouaux, 2012 ; Baconguis et
al., 2014). Récemment une étude a remis en cause 'importance du motif GAS dans la
sélectivité ionique. Cette sélectivité mettrait préférentiellement en jeu une série de
glutamate et d’aspartate situés dans la partie inférieure terminale du pore (Lynagh et

al., 2017).

Nous verrons par la suite dans le chapitre: « mécanismes d’activation et
d’inactivation » que de nombreux autres acides aminés sont impliqués dans la

sensibilité aux protons.



Pouce

Poignet

Domaine e -
transmembranaire

Figure 20 : Sites de fixation des protons et entrée sodique.

Deux sites principaux de fixation des protons ont été identifiés. Les protons peuvent se fixer soit sur la
boucle extracellulaire, au niveau de la poche acide, soit a la jonction entre la boucle extracellulaire et
les domaines transmembranaires. Le sodium ne pénetre pas par le haut du canal, mais il pénétre par
des fenestrations présentes entre chaque sous-unité lors de ’ouverture du canal.

(D’apreés Jasti et al., 2007).



b. Propriétés biophysiques et fonctionnelles

i. Sélectivité ionique

Les canaux ASIC sont principalement perméables au sodium, ce qui en fait des
canaux dépolarisants excitateurs. Outre le sodium, les canaux ASIC et plus
particulierement les canaux ASICia homomériques peuvent également avoir une

relative perméabilité vis-a-vis d’autres cations (Waldmann et al., 1997a).

Le canal ASICia homomérique est aussi perméable au calcium, au potassium, au
lithium et méme aux protons avec par rapport au sodium les ratios de perméabilité
suivants : pNa+/Ca2+ entre 2.5 et 50, pNa*/K+ entre 7.8 et 13, pNa*/Li+ entre 0.8 et
1.3, pNa+/H+ entre 0.2 et 0.8 (Waldmann et al., 1997a; Bassler et al., 2001;
Sutherland et al., 2001 ; Yermolaieva et al., 2004 ; Chen et Griinder, 2007). Une
publication plus récente a montré que le canal ASIC1a était également perméable aux
cations plus volumineux tels que 'ammonium et le guanidinium (Yang et Palmer,
2014).

Les canaux hétéromériques ASICia/2a (pNa+/Ca2* = 25.5) et ASIC1a/2b (pNa+/Ca2+
= 4.1) présentent une perméabilité calcique similaire a celle de 'homomere ASICia
(Sherwood et al., 2011).

Les canaux homomériques ASICib, ASIC2a et ASIC3 sont moins perméables aux
cations, avec une faible perméabilité au potassium (ASIC1b : pNa*/K+ = 14 ; ASIC2a :
pNa+/K+ entre 2.8 et 5.6 ; ASIC3: pNa*/K+* = 11.5) et une perméabilité au calcium
trés faible, voir nulle (Waldmann et al., 1996a ; Waldmann et al 1997b ; Bassler et al.,

2001 ; Sutherland et al., 2001).



ii. Mécanismes d’activation et d’inactivation

Activation des canaux ASIC :

Les canaux ASIC ne possédent pas un site unique de fixation des protons. L’activation
de ces canaux par les protons met en jeu de nombreux acides aminés qui ont pu étre

identifiés grace a des études de mutagénese et de cristallographie.

Le premier site senseur du pH extracellulaire est la poche acide qui se situe au niveau
de la boucle extracellulaire, assez éloignée des domaines transmembranaires. Cette
poche, chargée négativement, contient trois interactions carboxyle-carboxylate entre
aspartate et glutamate dont au moins une pourrait étre protonée. Elle est hautement

conservée dans toutes les sous-unités ASIC (Jasti et al., 2007).

D’aprés un modele prédictif, la fixation des protons pourrait engendrer un
mouvement des domaines pouce et poignet vers le haut, entrainant un élargissement
du vestibule extracellulaire, une rotation des domaines transmembranaires et ainsi
louverture du pore du canal (Jasti et al., 2007 ; Gonzales et al., 2009 ; Baconguis et

Gouaux, 2012 ; Baconguis et al., 2014).

Outre la poche acide, une région située a la base du domaine paume, constituée de
quatre acides aminés (Glu®/His72/His73/Asp78), est importante dans la sensibilité
aux protons [Figure 20] (Baron et al., 2001 ; Paukert et al., 2008). Au niveau de la
boucle extracellulaire de nombreux acides aminés contribuent a l’activation des
canaux ASIC par les protons (Sherwood et al., 2009 ; Li et al., 2010a ; Liechti et al.,
2010 ; Della Vecchia et al., 2013 ; Krauson et al., 2013 ; Ramaswamy et al., 2013 ;

Bonifacio et al., 2014).



Inactivation des canaux ASIC :

La transition entre I'état ouvert et I'état inactivé des canaux ASIC se fait par des
réarrangements structuraux au niveau de la boucle extracellulaire et des domaines
transmembranaires.

Des études combinant mutagéneése et enregistrements électrophysiologiques ont
permis de mettre en évidence deux régions (connecteurs 1 - f2 et 11 - f12) proches
des domaines transmembranaires, situées a la base du domaine paume, comme
particulierement importantes pour I'inactivation des canaux ASIC1ia (Li et al., 2010b ;
Springauf et al., 2011 ; Frey et al., 2013 ; Roy et al., 2013).

Des mutations dans une région proche du TM1 modifient les vitesses d’inactivation
des canaux ASIC1 et ASIC3, suggérant un role de cette région dans I'inactivation de
ces canaux (Coric et al., 2003 ; Cushman et al., 2007). Récemment une étude utilisant
des chimeres ASIC1a/ASIC2a a montré quune région a l'interface du pouce et de la f3
balle modulait également l'inactivation des canaux ASIC (Krauson et Carattino,

2016).

L’ensemble de ces travaux, ainsi que les co-cristallisations du canal ASICia avec la
PcTx1 (Psalmotoxine-1) (Baconguis et Gouaux, 2012 ; Dawson et al., 2012) et la MitTx
(« Micrurus tener toxin ») (Baconguis et al., 2014) ont permis d’éclaircir les
mécanismes a l'origine de I'inactivation des canaux ASIC. Ces canaux s’inactivent
spontanément suite a de légers mouvements de la boucle extracellulaire et un
changement de conformation des domaines transmembranaires, aboutissant a

l’obstruction du pore.

De par la combinaison de différentes approches, les mécanismes d’activation et
d’inactivation des canaux ASIC sont aujourd’hui mieux compris. Bien que tous les
canaux ASIC fonctionnels s’activent et s’inactivent grace a des mécanismes qui leur
sont communs, nous allons voir qu’ils possedent des propriétés fonctionnelles

relativement distinctes.



iii. Diversité des courants

Il existe une grande diversité fonctionnelle de courants ASIC qui résulte de
I’assemblage des sous-unités en homomeres ou en hétéromeres.

Les principaux parameétres biophysiques qui permettent de distinguer les courants
ASIC entre eux sont la sensibilité au pH et les cinétiques de courants.

La composition des canaux ASICs modifient de nombreux parameétres, notamment

leur sensibilité au pH et leur cinétique de courants.

La sensibilité aux protons :

Bien que tous les canaux ASIC fonctionnels s’activent en réponse a une diminution du
pH extracellulaire, ils ne posseédent pas tous la méme sensibilité vis-a-vis des protons.
Les canaux ASICia et ASIC3 homomériques sont les plus sensibles aux variations de
pH. De faibles diminutions du pH extracellulaire par rapport au pH physiologique
(i.e., pH 7.4) sont suffisantes pour les activer. Les canaux ASIC1a et ASIC3 s’activent
respectivement a partir de pH 7.0 et pH 7.2-7.3 (Waldmann et al., 1997a ; Sutherland
et al., 2001 ; Yagi et al., 2006). L’activation des canaux ASIC1ib et ASIC2a requiert
une diminution plus importante du pH. Ces canaux ont des seuils d’activation
respectifs proches de pH 6.5 (Chen et al., 1998 ; Babini et al., 2002) et pH 6.0-5.5
(Bassilana et al., 1997 ; Lingueglia et al., 1997 ; Champigny et al., 1998).

Outre leur seuil d’activation, les pH de demi-activation (pHo.5) des canaux ASIC sont
tres différents et sont compris dans une gamme allant de pH 6.8 a pH 4.0
(Hesselager et al., 2004 ; Lingueglia et al., 2007). Les pH seuils et les pHo; des

canaux homomériques sont résumés dans le tableau 3.

Les canaux hétéromériques ASICia+(1b/2a/2b) ont une sensibilité aux protons
similaire a celle des canaux homomériques ASICia. A contrario, les canaux
hétéromériques ASIC1a+3 ont une sensibilité proche de celle d’ASIC3. Les canaux
hétéromériques ASICib+2a et ASICib+3 ont respectivement une pH dépendance
proche de celle des canaux ASIC2a et ASIC1b.



La combinaison d’ASIC2b avec ASIC2a ou ASIC3 ne modifie pas la sensibilité aux
protons de ces derniers, alors que, combinée avec ASICib, elle joue un role de
dominant négatif rendant ’hétéromere ASICib/2b insensible aux protons. Enfin,

I’hétéromere ASIC2a+3 possede une sensibilité intermédiaire entre celle des deux

canaux homomériques (Hesselager et al., 2004).

Isoforme pH seuil d’activation pH demi-activation Tinac a pH 5.0
rat ASICia 7.0 6.2-6.8 1560 ms
rat ASIC1b 6.5 5.1—6.2 340 ms
rat ASIC2a 5.5 — 6.0 4.1— 5.0 4700 ms
rat ASIC3 7.2—-17.3 6.2 - 6.7 240 ms

Tableau 3 : Propriétés électrophysiologiques des canaux ASIC.

(D’aprées Hesselager et al., 2004 ; Lingueglia et al., 2007).

Les cinétiques de courants :

La diminution du pH extracellulaire entraine une activation quasi instantanée des
canaux ASIC. Cette activation génere un courant transitoire, qui s’inactive plus ou
moins rapidement selon les isoformes [ Figure 21].

Pour comparer les cinétiques d’inactivation, j'utilise ici les constantes de temps
d’inactivation (T inac) 2 pH 5.0 que j’ai pu mesurer tout au long de ma these et qui sont
en adéquation avec les valeurs présentes dans la littérature. Si on ne s’intéresse
qu’aux canaux homomériques, les canaux qui s’inactivent le plus lentement sont les
canaux ASIC2a, avec un T inac moyen de 4700 ms. Les canaux ASICia, ASIC1ib et
ASIC3 s’inactivent plus rapidement que les canaux ASIC2a avec des T inac moyens
respectifs de 1560, 340 et 240 ms [Tableau 3].

Le canal ASIC3 est celui qui s’inactive le plus rapidement. Mais, ce canal présente la
particularité de ne pas s’inactiver totalement et d’avoir une cinétique biphasique

caractéristique.
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Figure 21 : Cinétiques des courants ASIC homomériques.

En réponse a une acidose extracellulaire a pH 4.0, les canaux ASIC ne s’activent et ne s’inactivent pas
tous de la méme maniére. Les canaux ASIC présentent une inactivation incompléte, aboutissant a un
courant soutenu, qui est maintenu tant que perdure I’acidose extracellulaire.

(D’apres Hesselager et al., 2004).
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En effet, si tous les courants ASIC sont quasi-exclusivement transitoires, ASIC3
présente un courant transitoire parfois suivi d'un courant soutenu qui perdure tant
qu’est maintenue I'acidose extracellulaire [ Figure 22A] (Waldmann et al., 1997b).
Ce courant soutenu n’est pas présent a tous les pH et résulte, selon l'intensité de
I'acidification, de deux mécanismes distincts.

Le premier courant soutenu observé (Waldmann et al., 1997b) est retrouvé lors d'une
forte acidose (i.e., inférieure a pH 6.0). La présence de ce courant soutenu nécessite
au moins le TM1 et la partie N-terminale du canal (Salinas et al., 2009). Une acidose
aussi forte, qui pourrait sembler ne pas étre physiologique, est pourtant retrouvée
dans des conditions pathologiques telles que certains cancers (Mantyh et al., 2002).
L’autre forme de courant soutenu est observée pour des acidoses plus modérées dont
les valeurs de pH sont comprises entre 7.3 et 6.5. Cette phase soutenue est due a un
courant appelé courant de fenétre. Il résulte du chevauchement des courbes
d’activation et d’inactivation, expliquant la présence d'un courant persistant dans une
certaine gamme de pH. Ces courants soutenus persistent tant qu’est maintenue
lacidose extracellulaire [Figures 22A & 22B] (Yagi et al., 2006 ; Deval et al.,
2008).La composante transitoire des courants ASIC natifs est généralement capable
d’engendrer des dépolarisations suffisantes pour générer des PA (Baron et al., 2001 ;
Deval et al., 2003). En revanche, la dépolarisation induite par la composante
soutenue des courants ASIC3 ne permet pas d’atteindre le seuil de déclenchement des
PA dans les neurones DRG de rat. Mais, elle entraine une dépolarisation constitutive
qui sensibilise les neurones vis-a-vis des autres stimuli (Deval et al., 2003 ; Yagi et al.,
2006 ; Deval et al., 2008).

Plus récemment il a été montré, au laboratoire, que le canal ASIC3 humain présente
une singularité. Une alcalinisation du pH extracellulaire (i.e., pH 8.0) active un
courant soutenu. Cette observation suggere que le canal ASIC3 humain serait
constitutivement actif a pH physiologique. Grace a de la mutagénese, il a pu étre
montré que deux arginines (R68 et R83) spécifiques du clone humain d’ASIC3
présentent au niveau de la boucle extracellulaire du canal seraient impliquées dans ce
phénomeéne (Delaunay et al., 2012). Le canal ASIC3 humain, en plus de pouvoir
répondre aux acidifications extracellulaire par des dépolarisations transitoires
comme la majorité des canaux ASIC, pourrait jouer le role d’'un canal dépolarisant de
fond en participant au controle du potentiel membranaire de repos des neurones a

pH physiologique.
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Figure 22 : Courant de fenétre d’ASIC3.

A. Cinétiques de courants des canaux ASICia et ASIC3 homomériques en réponse a une légere
acidification (pH 7.0). Les canaux ASIC1a présentent uniquement un courant transitoire, alors que les
canaux ASIC3 présentent un courant transitoire suivi d’'un courant soutenu. Ce courant soutenu est di
a un courant dit « de fenétre ».

B. Le courant de fenétre d’ASIC3 s’explique par le chevauchement des courbes d’activation et
d’inactivation.

(D’apreés Yagi et al., 2006 ; Deval et al., 2008 ; Deval et al., 2010).



3. Pharmacologie et régulation des ASIC

L’expression, ’activité et les propriétés des canaux ASICs peuvent étre modulées par :
des protéines intracellulaires, des composés exogénes synthétiques (p. ex., des
molécules pharmaceutiques) ou naturels (p. ex., des toxines issus de venins

d’animaux) et des molécules endogenes (p. ex., des médiateurs inflammatoires).

a. Protéines partenaires

Les canaux ASIC peuvent étre régulés par des protéines partenaires intracellulaires
avec lesquelles ils s’associent pour former des complexes macromoléculaires. Ces
complexes pourraient jouer un role dans la mécanosensibilité encore controversée
des canaux ASIC. En effet, la stomatine et les « stomatin-like proteins » pourraient
conférer aux canaux ASIC une sensibilité mécanique (Price et al., 2004 ; Wetzel et al.,
2007).

Les protéines partenaires modifient a la fois DI'expression et les propriétés
fonctionnelles des canaux ASIC. L’ensemble de ces partenaires et leurs principaux

effets rapportés sont résumés dans le tableau 4 :



Protéines

partenaires

Sous-unité(s)
ASIC

Sites

d’interaction

Régulations

2 sensibilité au pH

Références

a-actinine 1a Cter N densité de courant 1
accéleére la réactivation
) A expression membranaire
Annexine II p11.1 1a N ter .., 2
2 densité de courant
A expression membranaire
CIPP 3 C ter .., 3etg
2 densité du courant
Lin-7b Ct 7 expression membranaire
in- er o
7 3 2 densité du courant 5
MAGI-1b 3 Cter 2 densité du courant 5
A expression membranaire
NHERF1 3 Cter A densité du courant 4
/1 courant soutenu
PIST 3 Cter 2 densité du courant 5
AKAP150 1a, 2a Cter 2 densité du courant 6
PSD ) Ct N expression membranaire ‘8
- a, er . ,7e
95 3 N densité du courant 57
21 expression ASICia
Médiateur des effets de la 9,10, 11
PICK1 1a, 2a, 2b Cter T
PKC sur ASIC2a et 12 et 13
I’hétéromere ASIC3+2b
Stomatine 1o 22 5 accélere inactivation ASIC2a )
»28,3 ’ N densité du courant ASIC3 4
« Stomatin-like Inhibition courants ASICia,
1a, 2a, 3 ? 15,16 et 17

proteins »

ASIC2a et ASIC3

Tableau 4 : Partenaires protéiques intracellulaires des canaux ASIC.

Références : (1) : Schnizler et al., 2009 ; (2) : Donier et al., 2005 ; (3) : Anzai et al., 2002 ; (4) : Deval et
al., 2006 ; (5) : Hruska-Hageman et al., 2004 ; (6) : Chai et al., 2007 ; (7) : Eshcol et al., 2008 ; (8) :
Zha et al., 2009 ; (9) : Duggan et al., 2002 ; (10) : Hruska-Hageman et al., 2002 ; (11) : Baron et al.,
2002b ; (12) : Leonard et al., 2003 ; (13) : Deval et al., 2004 ; (14) : Price et al., 2004 ; (15) : Wetzel et
al., 2007 ; (16) : Lapatsina et al., 2012 ; (17) : Kozlenkov et al., 2014.
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Nous allons voir dans les trois chapitres suivants qu’outre la modulation par des
protéines intracellulaires, de nombreux composés, lorsqu’ils sont appliqués du coté

extracellulaire, peuvent moduler I'activité des canaux ASIC.

b. Modulateurs exogenes synthétiques

Depuis la découverte des ASIC, de nombreuses molécules synthétiques ont été
montrées comme ayant des effets sur ces canaux. La grande majorité de ces composés
ont un effet inhibiteur, alors qu'un seul posséde un effet purement activateur.

Dans ce chapitre, parmi les nombreux modulateurs des canaux ASIC décrits a ce jour,
jai choisi de développer les plus courants, mais l’ensemble des composés

synthétiques qui agissent sur les ASIC sont regroupés dans le tableau 5.

L’amiloride

L’amiloride, un diurétique utilisé notamment pour traiter les cas d’hypertension, est
le premier inhibiteur des canaux ASIC a avoir été mis en évidence. Il a d’abord été
montré comme inhibiteur du « récepteur des protons » (Korkushko et Kryshtal,
1984) puis, comme inhibiteur des canaux ASIC (Price et al., 1996 ; Waldmann et al.,
1996a). L’amiloride est un bloqueur non discriminant des canaux ASIC, avec une
IC50 (concentration inhibant 50% de l'effet observé) comprise entre 5 et 100 uM
(Price et al., 1996 ; Waldmann et al., 1996a ; Waldmann et al., 1997a ; Waldmann et
al., 1997b ; Chen et al., 1998). Mais son effet n’est pas spécifique des canaux ASIC, il
peut également bloquer d’autres canaux et échangeurs sodiques (Frelin et al., 1988 ;
Kleyman et Cragoe, 1988). Sur les canaux ASIC, ’amiloride a un effet pore bloqueur,
empéchant le passage du sodium a travers le pore du canal [ Figure 23] (Schild et al.,

1997 ; Baconguis et al., 2014).

L’amiloride possede un effet paradoxal sur les canaux ASIC. En plus de son effet
inhibiteur, il est capable, lorsqu’il est appliqué a de fortes concentrations (i.e.,
plusieurs centaines de micromolaires), d’activer les canaux ASIC3 homomériques a
pH physiologique et de potentialiser les effets d'une acidification modérée sur ces

mémes canaux (Waldmann et al., 1997b ; Adams et al., 1999 ; Yagi et al., 2006).



Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

L’équipe du Pr Lazdunski a montré, a 'TPMC, que les AINS étaient capables d’inhiber
lactivité d’ASIC1a et d’ASIC3. Les canaux homomériques ASIC1ia sont bloqués par
deux AINS, le flurbiproféne et I'ibuproféne (IC50 = 350 uM). Les canaux ASIC3 sont
eux bloqués par 'acide salicylique, I’aspirine et le diclofénac avec des IC50 comprises
entre 90 et 260 uM. Ces concentrations, bien qu’élevées, sont du méme ordre de
grandeur que celles utilisées en thérapeutique humaine (Voilley et al., 2001). Plus
récemment il a été montré que le diclofénac pouvait également bloquer les canaux
ASIC2a, mais a des concentrations plus élevées (IC50 = 500 uM) (Dorofeeva et al.,

2008).

Le GMQ (2-guanidine-4-methylquinazoline)

Contrairement aux molécules précédentes, qui ont majoritairement un -effet
inhibiteur, le GMQ est lui un activateur spécifique des canaux ASIC3.

Le GMQ est un composé synthétique qui est capable, a de fortes concentrations,
d’activer a pH physiologique les canaux ASIC3 homomériques de maniere
persistante. Son EC50 (concentration aboutissant a 50% de l'effet maximal) a pH 7.4
est d’environ 1 mM. A de plus faibles concentrations, de l'ordre de la dizaine de
micromolaires, le GMQ potentialise le courant ASIC3 induit par une acidification
modérée. De facon intéressante, le site de fixation du GMQ n’est pas un des sites de
fixation des protons. La mutation des pairs carboxyle-carboxylate de la poche acide
décrite précédemment n’affecte pas la liaison du GMQ (Yu et al., 2010).

Ce composé a permis la découverte d'un nouveau site de fixation, nommé site « non-
proton dépendant » [Figure 23]. 1l se situe a I'interface des 3 sous-unités au niveau
des domaines paume (Yu et al., 2011). Le GMQ entraine un décalage de la courbe
d’activation vers des pH plus alcalins, conduisant a une augmentation du courant de

fenétre et donc a une activation a pH physiologique (Alijevic et Kellenberger, 2012).



Modulateurs

synthétiques

Classe

pharmacologique

Concentration

effective

IC50 = 5 - 100 uM

Canaux ASIC

impliqués

Tous

Amiloride Diurétique
EC50 = 560 uM ASIC3, ASIC3+1b
Dérivé
GMQ o EC50 = 1 mM ASIC3
de Pamiloride
Flurbiprofene
AINS IC50 = 350 UM ASICia
Ibuproféene
Acide salicylique ASIC3
Aspirine AINS IC50 = 90 - 260 UM
Diclofénac ASIC2a
Canaux natifs des
CHF5074 Dérivé d’AINS IC50 = 50 nM neurones de
I’hippocampe
Tétraéthylammonium Inhibiteur des
De 'ordre du mM ASICia+2a/2b
(TEA) canaux Kv
4-aminopyridine Inhibiteur des
IC50 = 760 UM Tous sauf ASIC3
(4-AP) canaux Kv
Tétracaine Anesthésique local IC50 = 10 mM ASIC1b, ASIC3
Lidocaine Anesthésique local IC50 = 12 mM ASICia
Proprofol Anesthésique IC50 = 30 - 300 UM ASICia, ASIC3
A-317567 Amidine IC50 = 2-30 uM ASIC3
Benzotiophéne
) ) - IC50 = 0.22 uM ASICia, ASIC3
méthyle amine
Streptomycine Antibiotiques, Canaux natifs de
. L IC50 = 32 - 44 UM
Néomycine aminosides neurones DRG
Mésylate de .
Anticoagulant IC50 = 2 - 70 UM Tous
nafamostat
Dyarilamidines Parasiticide IC50 = 0.3 -38 UM Tous
Chloroquine Antipaludique IC50 = 600 UM ASICia

Tableau 5 : Modulateurs exogenes synthétiques des canaux ASIC.

(D’apres Baron et Lingueglia, 2015 ; Lingueglia et Lazdunski, 2015).
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c. Modulateurs exogenes naturels

La nature offre de nombreux composés émanant des animaux et des végétaux, qui
sont capables de moduler l'activité des canaux ioniques, notamment des canaux
ASIC. Les principaux modulateurs naturels des canaux ASIC étant issus des venins
animaux, dans ce chapitre je ne développe que ces molécules. A ce jour, il existe dix
modulateurs naturels des canaux ASIC issus des venins de trois groupes d’animaux,

que sont les anémones de mer, les araignées et les serpents.

La PcTx1 (Psalmotoxine-1)

La PcTx1 provient du venin de l'araignée Psalmopeus cambridgei (ou mygale a
chevrons). Elle est la premiére toxine modulatrice des canaux ASIC a avoir été isolée,
a I'TPMC (Escoubas et al., 2000). C’est un peptide de 40 acides aminés, inhibiteur des
canaux homomériques ASICia (IC50 = 1 a 3 nM, isoformes de rats et humaines),
hétéromériques ASICia+2b (IC50 = 3 nM, isoforme de souris) et ASICia+2a
(inhibition de 35 a 85% du courant a 50 nM, isoforme de rats) (Sherwood et al., 2011 ;
Joeres et al., 2016). A des concentrations plus élevées (EC50 = 100 nM), la PcTx1
potentialise I'activité des canaux ASIC1b (Chen et al., 2006b).

D’abord grace a des études de mutagénese puis grace a 'apport de la cristallographie,
il a pu étre montré que la PcTx1 agissait en se fixant au niveau de la poche acide
[Figure 23] (Salinas et al., 2006 ; Baconguis et Gouaux, 2012). Elle agit en
augmentant I’affinité apparente du canal pour les protons, ce qui le rend inactivé a
pH physiologique et stabilise le canal dans cette conformation inactivée (Chen et al.,
2005 ; Salinas et al., 2006 ; Qadri et al., 2009).

L’injection de la PcTx1 au niveau du systeme nerveux central par voies it
(intrathécale) ou icv (intracérébroventriculaire) induit une analgésie chez les

rongeurs (Duan et al., 2007 ; Mazzuca et al., 2007).

Récemment un peptide de 37 résidus, ayant une homologie de 82% avec la PcTx1, le
Hm3a a été isolé a partir de 'araignée Heteroscodra maculata. Comme la PcTx1, ce
peptide bloque les canaux recombinants ASICia de rats avec une affinité similaire
(IC50 = 1 a 2 nM) et potentialise les canaux de rats ASICib (EC50 = 46.5 nM) et
ASICia+1b (EC50 = 17.4 nM).



Le Hm3a a les mémes effets sur les isoformes humaines mais avec une affinité
moindre que celle pour les isoformes de rat. Le Hm3a décale les courbes d’activation
et d’inactivation vers des pH plus alcalins, ce qui a pour conséquence de stabiliser les

canaux ASIC a I’état inactivé, comme la PcTx1 (Er et al., 2017).

L’APETx2 (Anthopleura elegantissima toxine 2)

La toxine APETx2 est une toxine de 42 acides aminés isolée a I'ITPMC a partir de
I’anémone de mer Anthopleura elegantissima. C’est la premiére toxine inhibitrice des
canaux ASIC3 homomériques et hétéromériques a avoir été identifiée (Diochot et al.,
2004). Cette toxine inhibe les canaux recombinants ASIC3 de rats et humains avec
une IC50 d’environ 37 a 63nM pour l'isoforme de rats et 175 nM pour 'isoforme
humaine. Pour les canaux hétéromériques ASIC1a+3, ASIC1b+3 et ASIC2b+3, 'IC50
est comprise entre 0.1 et 2 uM (Diochot et al., 2004).

L’APETx2 est capable d’inhiber le courant transitoire et environ 50% du courant
soutenu de fenétre a pH 7.0 des canaux homomériques (Deval et al., 2011). Elle
inhibe également le courant activé par des pH alcalins, caractéristique du canal
ASIC3 humain (Delaunay et al., 2012). A contrario le courant soutenu induit par une
forte acidification n’est lui pas inhibé par cette toxine (Diochot et al., 2004).

A ce jour, le mécanisme d’action et le site de fixation ’APETx2 ne sont pas encore
élucidés. Toutefois une étude utilisant une simulation informatique d’amarrage
(« docking ») a permis d’émettre deux hypotheses concernant le site de fixation
d’APETx2 sur le canal ASIC3. Cette toxine pourrait se lier au niveau de la partie haute
du domaine pouce ou au niveau du vestibule extracellulaire juste au-dessus des

domaines transmembranaires [ Figure 23] (Rahman et Smith, 2014).

L’injection d’APETx2 en périphérie chez le rongeur, a permis de montrer
I'implication des canaux ASIC3 dans la perception de diverses douleurs, notamment
inflammatoires (Deval et al., 2008), musculaires (Karczewski et al., 2010), post-
opératoires (Deval et al., 2011) et articulaires (Izumi et al., 2012 ; Sugimura et al.,

2015).



La toxine APETx2 n’est pas un bloqueur spécifique des canaux ASIC3.

Elle est aussi capable d’inhiber les canaux Nay1.8 qui sont également impliqués dans
les processus douloureux au niveau du systeme nerveux périphérique (Blanchard et
al.,, 2012 ; Peigneur et al., 2012), ainsi que d’autres canaux de la famille des Nay
(Peigneur et al., 2012) et les canaux cardiaques hERG (Jensen et al., 2014). Du fait du
double effet sur les canaux ASIC3 et Nay1.8, 'APETx2 pourrait étre un bon candidat

d’un point de vue thérapeutique pour soulager la douleur.

Comme pour PcTx1, la toxine APETx2 possede un homologue, la toxine Her 1b-1 (ou
m-AnmTX Her 1b-1) qui provient d'une autre anémone de mer (Heteractis crispa) et
qui présente 51% d’homologie avec la toxine APETx2. Mais, cette toxine n’est que tres
peu utilisée car elle est environ 35 fois moins efficace que la toxine APETx2 (Kozlov et

al., 2012).

La MitTx (Micrurus tener toxine)

La morsure du serpent corail (Micrurus tener tener) provoque de fortes douleurs
persistantes. C’est en 2011 que I’étude du venin de ce serpent a permis d’identifier la
MitTx, une toxine constituée d’une sous-unité a (60 acides aminés) et d’'une sous-
unité P (120 acides aminés). Cette toxine est, contrairement aux toxines
précédemment citées, une toxine activatrice des canaux homomériques ASICia
(EC50 = 9 nM) et ASIC1ib (EC50 = 23 nM) a pH physiologique. Elle présente une
efficacité au moins aussi forte que celle d'un pH acide et induit un courant persistant
et robuste. Outre son effet activateur, la MitTx est capable de potentialiser plus de
100 fois le courant ASIC2a induit par une acidification extracellulaire (Bohlen et al.,
2011).

L'utilisation de la MitTx et sa co-cristallisation avec le canal ASIC1ia ont permis de
mettre en évidence la structure du canal ASIC1a a I’état ouvert. Cette étude a aussi
permis de démontrer que la MitTx se fixe sur une seule sous-unité, contrairement a la
PcTx1. La MitTx se fixe sur toute la longueur du pouce et du domaine poignet
jusqu’au domaine articulation [Figure 23] (Baconguis et al., 2014). La MitTx
chevauche en partie le site de fixation de la PcTx1, ce qui explique que leurs effets

soient mutuellement exclusifs (Bohlen et al., 2011 ; Baconguis et al., 2014).



L’injection intraplantaire de MitTx induit chez la souris un comportement
douloureux qui est abolit chez les souris invalidées pour les canaux ASIC1a mais pas
chez les souris invalidées pour les canaux ASIC3 (Bohlen et al., 2011), confirmant, in

vivo, la sélectivité de cette toxine.

Les Mambalgines

Au nombre de trois, les mambalgines (mambalgine 1, 2 et 3) sont des peptides de 57
acides aminés isolés a partir du venin de deux serpents mamba. Les mambalgines 1 et
2 proviennent du mamba noir (Dendroaspis polylepis), alors que la mambalgine 3
provient du mamba vert (Dendroaspis angusticeps) (Diochot et al., 2012).

Elles appartiennent a la famille des toxines a trois doigts et ne different chacune que
par un seul acide aminé. Les mambalgines inhibent les canaux homomériques ASIC1a
(IC50 = 11 a 55 nM pour les ASICia de rats et IC50 = 127 nM pour les ASICia
humains) et ASICib (IC50 = 44 a 192 nM pour les ASIC1ib de rat), ainsi que les
canaux hétéromériques contenant les sous-unités ASIC1a ou ASIC1ib (IC50 = 61 a 252

nM pour les ASIC de rat) (Diochot et al., 2012 ; Baron et al., 2013).

A ce jour il n’existe pas de co-cristallisation des mambalgines avec les canaux ASIC,
mais grace a des études de mutagénese et de simulation informatique, un modele
d’amarrage de la mambalgine 2 sur les canaux ASIC1a a été proposé. La mambalgine
se fixerait au niveau de la partie haute du pouce et de la § balle d’une sous-unité, ainsi
que sur le domaine paume de la sous-unité adjacente. Il y aurait donc un
chevauchement de la poche acide, figeant ainsi le canal dans I’état fermé suite a un
décalage de la courbe d’activation vers des pH plus acides [Figure 23].

Cette étude a également permis de mettre en évidence un possible effet stimulateur
de la mambalgine. En effet, I'ajout du domaine pouce du canal ASICia sur le canal
ASIC2a (insensible a la mambalgine) produit un effet stimulateur. A contrario si on
ajoute le domaine pouce du canal ASIC2a sur le canal ASIC1a, la mambalgine ne peut
plus se lier sur le canal, cette derniere n’a donc plus d’effet (Salinas et al., 2014).

La mambalgine est donc intéressante pour la cristallographie, car grace a la PcTx1 et
la MitTx nous disposons déja des structures des canaux ASIC a I’état inactivé et
ouvert mais pas a I’état fermé. La co-cristallisation avec la mambalgine permettrait

d’obtenir la structure des canaux ASIC a I’état fermé.



La mambalgine 1 est capable d’induire une analgésie chez la souris lorsqu’elle est
injectée au niveau central (i.e., voie it) et au niveau périphérique (i.e., voie
intraplantaire), mettant respectivement en jeu les canaux natifs ASICia et ASIC1b
(Diochot et al., 2012). L’injection systémique (i.e., voie iv) de mambalgine induit
également une analgésie (Diochot et al., 2016). Les mambalgines ont un effet
analgésique dans des modeles de douleurs aigiie et inflammatoire (Diochot et al.,
2012), ainsi que dans les hyperalgies mécaniques et thermiques inflammatoires et
neuropathiques (Diochot et al., 2016).

C’est un des composés les plus prometteurs de par ces effets proches de ceux de la

morphine avec néanmoins moins d’effets secondaires (Diochot et al., 2012 ; 2016).

L’Ugro-1 (Urticina grebelnyi 9-1)

La toxine Ugrg-1 (ou m-Anm Tx Ugroga-1) est un peptide de 29 acides aminés, isolé a
partir du venin de 'anémone de mer de No€l (Urticina grebelnyi). Cette toxine qui
semble spécifique des canaux ASIC3, bloque complétement le courant transitoire
(IC50 = 10 uM) et jusqu’a 50% du courant soutenu (IC50 = 1.4 uM) des canaux ASIC3
humains homomériques (Osmakov et al., 2013). A ce jour, le site de fixation et le
mécanisme d’inhibition des canaux ASIC3 par cette toxine n’est pas élucidé.

Chez la souris, l'injection par voie iv ou ip d’Ugro-1 diminue respectivement
I’hyperalgie thermique dans un modéle de douleur inflammatoire et le comportement

douloureux induit par une injection d’acide acétique (Osmakov et al., 2013).

La PherTx1 (Phymanthus crucifer toxine 1)

La PherTx1 (ou m-PMTX-Pcf1a) est un peptide de 32 acides aminés, qui est également
produit par une anémone de mer, 'anémone a chapelets (Phymanthus crucifer). Ce
peptide, lorsqu’il est appliqué a 1ouM avant la stimulation acide (pH 6.1), bloque
jusqu’a 48.5% du courant ASIC natif transitoire dans les neurones DRG de rats (IC50
~ 100 nM). Ce peptide inhibe partiellement les courants Kv des neurones DRG, mais
avec une moins bonne affinité que pour les canaux ASIC (16% d’inhibition a 30 uM)

(Rodriguez et al., 2014).



L’a-dendrotoxine

L’a-dendrotoxine est, comme la mambalgine 3, issue du venin du mamba vert. Cest
un peptide de 59 acides aminés qui est déja connu pour étre un bloqueur de certains
canaux Kv. Bien que cette toxine ne partage que 55% d’homologie avec la sous-unité a
de la MitTx, elle partage 4 des 6 sites de fixation de cette derniere identifiés lors de la
cristallisation. Ces observations suggerent que le site de fixation de ’a-dendrotoxine
pourrait étre similaire a celui de la MitTx. Cette toxine inhibe les courants ASIC natifs
transitoires dans les neurones DRG de rats (IC 50 = 800 nM) lorsqu’elle est
appliquée avant la stimulation acide. Si elle est co-appliquée avec une solution acide
(pH 6.1), elle ne produit aucun effet, suggérant qu’elle se lierait préférentiellement
sur le canal a I’état fermé (Baez et al., 2015). A ce jour son mécanisme d’action, son
site de fixation et son affinité pour les différentes sous-unités ASIC ne sont pas

connus.

La Hiia (Hadronyche infensa 1a)

En 2017, une nouvelle toxine inhibitrice des canaux ASICia a été découverte. Cette
toxine nommée Hiia provient de 'araignée a toile-entonnoir (Hadronyche infensa).
Contrairement a la toxine PcTx1, qui est composée dun seul domaine ICK
(« inhibitor cystine knot »), ce peptide de 75 acides aminés est composé de deux
domaines ICK reliés entre eux. Chacun des domaines présentent 62% et 50%
d’homologie avec la PcTx1. La Hi1a inhibe spécifiquement jusqu’a 80% des courants
de rats et humains ASICia homomériques (IC50 respectives = 400 pM et 520 pM).
Malgré sa ressemblance avec PcTx1, contrairement a cette derniére les effets de la
Hi1a sont tres difficilement réversibles. En effet au bout de 30 minutes de lavage,
Peffet inhibiteur est toujours présent a hauteur de 60% de l'inhibition maximale.
Cette toxine induit un délai avant I’activation, elle se lierait et stabiliserait I’état fermé
(la PcTx1 se lie a I’état inactivé). Enfin, les auteurs ont pu mettre en évidence que le
site de fixation de la Hiia chevauche au moins en partie celui de la PcTx1

(Chassagnon et al., 2017).



Parmi les différents modulateurs des canaux ASIC, les toxines issues des venins
d’animaux présentent un intérét majeur pour trouver des inhibiteurs ou des
activateurs de ces canaux. Il existe une trés grande diversité d’animaux venimeux et
chaque venin peut renfermer des milliers de molécules. Ainsi, il reste encore a étudier
de trés nombreux venins d’animaux qui pourraient renfermer des composés actifs sur
les canaux ASIC.

L’intérét de ces recherches est double. Elles permettent soit d’essayer de trouver les
toxines les plus spécifiques pour chaque sous-type de canal et ayant la meilleure
affinité possible, soit de trouver une toxine qui inhiberait plusieurs famille de canaux
ioniques impliquées dans la douleur. Celle-ci aurait alors un fort potentiel

thérapeutique.
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Figure 23 : Sites de fixation et effets des principaux modulateurs des
canaux ASIC.

Les principaux modulateurs des canaux ASIC peuvent agir au niveau de différentes régions clés telles
que la poche acide, le pore du canal, le vestibule extracellulaire ou le site non « proton-dépendant ».
Leur role est de favoriser ou au contraire d’inhiber I'activité des canaux ASIC.

(D’aprés Baron et Lingueglia, 2015).
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d. Modulateurs endogenes

Les canaux ASIC ne sont pas uniquement sensibles a des molécules exogénes, leur

activité peut également étre modulée par de nombreux composés endogéenes.

Les cations métalliques

Les cations métalliques font partis des plus anciens modulateurs endogenes des
canaux ASIC a avoir été étudié. Les canaux ASIC natifs ou recombinants sont inhibés
par différents ions provenant de métaux lourds.

Le gadolinium (Gd3*) a 100 uM est un inhibiteur des canaux hétéromériques
ASIC2a+3 de rats et humains (Babinski et al., 2000), ainsi que des courants ASIC
dans les cellules de Purkinje de rats (Allen et Attwell, 2002).

Le plomb (Pb2*) est capable d’inhiber les courants ASIC des neurones de la corne
dorsale de la moelle épiniere et des neurones de la région CA1 de ’hippocampe (IC50
entre 7 et 9 uM). De plus, il inhibe les courants des canaux homomériques ASICia
(IC50 = 3.7 uM) et ASIC1b (IC50 = 1.5 uM) et des canaux hétéromériques ASIC1a+2a
(IC50 = 4.9 uM) et ASIC1a+2b (IC50 = 2.8 uM). Enfin a de fortes concentrations (100
uM) le plomb inhibe 35% du courant ASIC3 (Wang et al., 2006). Le cuivre (Cu2+)
inhibe les courants ASIC des neurones centraux hypothalamiques (IC50 = 46.8 uM),
hippocampiques et corticaux (Wang et al., 2007).

Enfin, le cadmium (Cd2+) inhibe les canaux ASIC2a (IC50 =~ 1 mM, inhibition
maximale a 40%), 3, 1a+2a, 1a+3, 2a+3, alors que le nickel (Ni2+) inhibe les canaux
ASICia (IC50 = 580 uM, inhibition maximale a 60%) et 1a+2a. Le nickel inhibe
également les courants ASIC dans les neurones de la région CA1 de 'hippocampe

(IC50 = 1.6mM, inhibition maximale a 60%) (Staruschenko et al., 2007).

Les cations divalents

Parmi tous les cations divalents, le calcium (Ca2+), le magnésium (Mg2+) et le zinc
(Zn2+) ont été identifiés comme modulateurs des canaux ASIC.

Le calcium est sans aucun doute le cation modulateur des canaux ASIC le plus connu.



Avant méme le clonage des canaux ASIC, le calcium avait été identifié comme un
inhibiteur des courants sodiques activés par les protons dans les neurones DRG de
poussin (Davies et al., 1988). Une augmentation de la concentration du calcium
extracellulaire (de 0.1 a 10 mM) diminue : (i) la perméation sodique des canaux ASIC
(Waldmann et al., 1997a), (i7) la conductance unitaire des canaux ASIC1a, 2a et 3 (De
Weille et Bassilana, 2001 ; Immke et McCleskey, 2003) et (iii) 'amplitude des
courants ASICia, 1b et 3 (De Weille et Bassilana, 2001 ; Sutherland et al., 2001 ;
Paukert et al., 2004).

Le calcium peut avoir un effet potentialisateur sur les canaux ASICia s’il est appliqué
a une concentration inférieure a 5 mM pendant le pH de conditionnement (De Weille
et Bassilana, 2001). A 10 mM les courants ASIC1a, 1b, 3 recombinants de rats, ainsi
que les courants ASIC natifs des afférences cardiaques sont respectivement inhibés de
82%, 83%, 34 % et 44% (Sutherland et al., 2001).

Le calcium modifie la dépendance aux protons des canaux ASIC en décalant les
courbes d’activation vers des pH plus acides. Ces résultats suggerent une compétition
entre le calcium et les protons au niveau d’un site commun de fixation (Babini et al.,
2002 ; Immke et McCleskey, 2003). En réalité, il existerait deux sites de fixation.

A Tétat fermé, le calcium peut se lier au niveau de la poche acide. Lors d’une
acidification, la fixation des protons diminue I’affinité pour le calcium, entrainant un
déplacement de ce dernier (Jasti et al., 2007 ; Paukert et al., 2008).

Un deuxiéme site de fixation, dit de haute affinité, a été mis en évidence d’abord sur
les canaux ASIC3 puis sur les canaux ASIC1. Lors d’une acidification, les protons
permettraient de lever ce « bloc calcique » (Immke et McCleskey, 2003). Ce site a été
localisé sur le canal ASIC1a, du coté extracellulaire au début du TM2 et mettrait en
jeu deux acides aminés clés (E426 et D433). Au niveau de ce site, le calcium
inhiberait a 1’état ouvert, 'activité des canaux ASICia et ASICib (Paukert et al.,
2004).

Le magnésium produit des effets similaires a ceux du calcium (Babini et al., 2002).

Le zinc posséde un double effet qui est concentration dépendant. A de faibles
concentrations de I'ordre du nanomolaire, le zinc est un inhibiteur de haute affinité
des canaux homomeériques ASIC1a, hétéromériques ASIC1a+2a et des courants ASIC

de neurones corticaux de souris (IC50 comprise entre 7 et 14 nM) (Chu et al., 2004).



A contrario a de plus fortes concentrations, de l'ordre de la centaine de
micromolaires, le zinc est un potentialisateur de faible affinité des canaux contenant
la sous-unité ASIC2a (EC50 = 120 uM) (Baron et al., 2001) et un inhibiteur des
canaux ASIC3 (a 300 uM) (Poirot et al., 2006). Bien que sa concentration ne soit pas
connue au niveau de la fente synaptique, le zinc libéré au niveau de celle-ci pourrait
moduler Tactivité des canaux ASIC et lexcitabilité neuronale en conditions

physiologiques et pathologiques (Choi et al., 1988 ; Chu et al., 2004).

Les neuropeptides

Nous avons vu précédemment que dans la grande famille des canaux ENaC/DEG, le
canal FaNaC était activé par un neuropeptide le FMRFamide (Lingueglia et al., 1995).
Du fait de leur appartenance a cette grande famille, les effets du FMRFamide, ainsi
que ceux d’autres neuropeptides ayant le motif RFamide, ont été testés sur les canaux
ASIC. Les quatre principaux peptides étudiés sont le FMRFamide (spécifique des
invertébrés), le FRRFamide, le neuropeptide FF (NPFF, FLFQPQRFamide) et le
neuropeptide SF (NPSF, SLAAPQRFamide). Les deux derniers sont exprimés au
niveau de la moelle épiniere et des DRG chez les mammiferes (Allard et al., 1999 ;
Vilim et al., 1999).

Les neuropeptides ne sont pas capables d’activer directement les canaux ASIC
recombinants. En revanche, ils potentialisent les courants ASIC induits par une
diminution du pH (EC50 comprise entre 10 et 50 uM). Ils engendrent notamment
une augmentation du courant soutenu et/ou un ralentissement de I'inactivation des
canaux homomériques ASIC1a, 1b, 3 et des canaux hétéromériques ASICia+3, 1b+3,
2a+3 de rongeurs et humains, ainsi qu'un décalage des courbes d’inactivation vers
des pH plus acides (Askwith et al., 2000 ; Catarsi et al., 2001 ; Deval et al., 2003 ;
Chen et al., 2006a ; Sherwood et Askwith, 2008). Parmi tous les canaux ASICs
sensibles aux neuropeptides, le canal ASIC3 est le plus sensible (Lingueglia et al.,
2006). L’expression des ASIC, ainsi que celle du précurseur du NPFF sont
augmentées au niveau des nocicepteurs et de la moelle épiniere en cas
d’inflammation, suggérant un réle des neuropeptides dans I’excitabilité neuronale en
conditions inflammatoires (Vilim et al., 1999 ; Voilley et al., 2001 ; Deval et al., 2003 ;

Duan et al., 2007).



Les neuropeptides semblent agir directement sur le canal, principalement a 1’état
fermé ou inactivé (Askwith et al., 2000 ; Catarsi et al., 2001 ; Deval et al., 2003 ; Chen
et al., 2006a). Le domaine paume et le connecteur 11-12 engagés dans l'inactivation

du canal ASIC1a seraient impliqués dans les effets du FMRFamide (Frey et al., 2013).

Enfin, lactivité des canaux ASICia est également régulée positivement par deux
neuropeptides opioides endogenes, la dynorphine A et la « big dynorphine ». Ces
dynorphines augmenteraient les dommages neuronaux, notamment dans les cas
d’ischémie, en empéchant I'inactivation rapide des canaux ASICia (Sherwood et
Askwith, 2009).

Les polyamines

Suite a la découverte de I'activation des canaux ASIC3 par le GMQ (Yu et al., 2010), la
meéme équipe a réalisé un criblage de petites molécules qui pourraient agir au niveau
du site de fixation du GMQ. Ainsi, ils ont pu mettre en évidence que I'agmatine (EC50
= 9.72 mM), une polyamine naturelle et I'arcaine (EC50 = 1.23 mM) une molécule
naturelle structurellement proche de P'agmatine, étaient capable d’activer
spécifiquement les canaux ASIC3 a pH physiologique (Yu et al., 2010).

Ces deux composés ne sont toutefois pas considérés comme des activateurs
endogeénes mais simplement comme des modulateurs, car a des concentrations
physiologiques, ces molécules ne sont pas capables d’activer les canaux ASIC3. A une
concentration d'un mM, d’autres polyamines (spermine, spermidine et putrescine) ne
sont pas capables d’activer les canaux ASIC3 a pH physiologique (Li et al., 2010).

En revanche, la spermine potentialise les courants ASIC1a, 1b et 1a+2a en décalant
leurs courbes d’inactivation vers des pH plus acides. Elle potentialise le courant
induit a pH 6.0 dans les neurones hippocampiques de rats (EC50 = 495 uM) (Babini

et al., 2002 ; Duan et al., 2011).

L’acide lactique et ’'ATP

Nous avons vu précédemment que les afférences cardiaques présentent des canaux
ASIC (Sutherland et al., 2001).



Lors d’'une ischémie cardiaque, lorsqu’une arteére coronaire est obstruée il y a une
diminution du pH (i.e., jusqua pH 6.7), ainsi qu'une production d’acide lactique.
L’acide lactique n’active pas directement les canaux ASIC natifs a pH physiologique,
mais il est capable de potentialiser les courants ASICia et ASIC3, ainsi que les
courants induits par une acidose extracellulaire dans les neurones DRG innervant le
ceeur. L’acide lactique agirait en diminuant la concentration extracellulaire des
cations divalents. Deux autres acides monocarboxyliques (I’acide pyruvique et 'acide
formique) ont un effet similaire a celui de 'acide lactique (Immke et McCleskey,

2001a, 2001b).

En plus de I’acide lactique, les muscles ayant subit une ischémie vont libérer de I’ATP.
Dans les neurones DRG innervant les muscles squelettiques, ’ATP augmente le
courant natif de type ASIC3 induit par une acidose. L’ATP agirait via un récepteur
P2X, qui semble étre le récepteur P2X5. Ce récepteur formerait un complexe avec les

canaux ASIC3, pour amplifier 'activité de ces derniers (Birdsong et al., 2010).

L’oxyde nitrique

Le NO, un des médiateurs inflammatoires, est susceptible de potentialiser de 157 a
257% le courant transitoire des canaux ASIC1a, 1b, 2a et 3. De plus, dans les neurones
DRG de rat, il potentialise également les courants induits par une diminution du pH.
Le NO agirait via un site de fixation inconnu situé au niveau de la boucle
extracellulaire des canaux ASIC. Chez 'homme une étude utilisant I'iontophorese a
permis de mettre en évidence quune application locale d'un donneur de NO
augmente l’hypersensibilité acide mais pas les hypersensibilités mécaniques et

thermiques (Cadiou et al., 2007).

La sérotonine

La sérotonine comme de nombreux autres médiateurs inflammatoires, tels que la
bradykinine, I'TL-1f et le NGF, induit une augmentation des niveaux des ARN
messagers des canaux ASIC1a, 1b, 2b et 3 (Mamet et al., 2002).

La sérotonine potentialise les courants de type ASIC3 dans les neurones DRG de rat.



Cet effet est abolit en présence d’un inhibiteur de la PKC, suggérant un réle de cette
derniéere dans les effets de la sérotonine. In vitro, la stimulation de la PKC n’a aucun
effet sur les canaux ASIC3 homomériques mais potentialise les courants des canaux
hétéromériques ASIC3+2b (Deval et al., 2004). La sérotonine est capable de
potentialiser le courant soutenu a pH 5.0 des canaux ASIC3 homomériques, ainsi que
celui des canaux hétéromériques ASIC3+1a et 3+1b (Wang et al., 2013). La sérotonine
pourrait agir, soit via son récepteur 5-HT2 présents dans les DRG de rats (Qiu et al.,
2012), soit directement sur les canaux contenant la sous-unité ASIC3 au niveau du
site « non-proton dépendant » (Wang et al., 2013). La co-injection d’acide acétique et
de sérotonine chez les souris ou les rats induit un comportement douloureux

exacerbé, dont le médiateur est le canal ASIC3 (Qiu et al., 2012 ; Wang et al., 2013).

L’Acide arachidonique

Précédemment, nous venons de voir que plusieurs médiateurs inflammatoires étaient
capables de potentialiser I'activité des canaux ASICs. Nous avons également vu que
lors d’une inflammation il y avait production d’AA. L’effet de ce dernier a donc été
étudié sur les canaux ASIC.

L’application d’AA (1 a 10 uM) potentialise les composantes transitoires et soutenues
des courants ASIC natifs dans les cellules de Purkinje et dans les neurones DRG. L’AA
potentialise également les courants homomeériques ASICia et ASIC3. Cet effet est
spécifiquement di a ’AA et non pas a ses métabolites. L'utilisation d’inhibiteurs des
voies de signalisation de ’AA, ainsi que des études de patch-clamp excisé supportent
I'idée que ’AA agirait via un mécanisme direct sur les canaux ASIC et non pas via une
déformation membranaire (Allen et Attwell, 2002 ; Smith et al., 2007).

L’AA semble avoir un effet plus prononcé sur les canaux ASIC3. Il décale la courbe
d’activation des canaux ASIC3 vers des valeurs plus alcalines, engendrant une
augmentation du courant de fenétre. Le décalage de la courbe d’activation est tel,
qu’en présence de 10 M d’AA, un petit courant ASIC3 constitutif est observé a pH
7.4. (Deval et al., 2008).

Les effets de l'acide arachidonique, ainsi que ceux des autres lipides issus de la
dégradation des phospholipides membranaires, les lysophospholipides, seront

développés plus en détails dans la partie résultats de ce manuscrit.



Bien que les protons restent le seul activateur endogene des canaux ASIC, de
nombreuses molécules, notamment des médiateurs inflammatoires, sont capables de
moduler et/ou de réguler leur activité, suggérant une implication dans divers

processus physiopathologiques.

e. Modulateurs physico-chimiques
Outre leur sensibilité a de multiples molécules, les canaux ASIC sont également
sensibles a des parametres physico-chimiques, que sont l’hypertonicité et la

température.

L’hypertonicité

De multiples études ont désormais démontré 'implication des canaux ASIC dans la
détection de la douleur inflammatoire. Lors d'une inflammation les nombreux
médiateurs inflammatoires produits conduisent a une augmentation de 'osmolarité
du liquide interstitiel de 280-300 mOsm.L! a des valeurs comprises entre 420 et 520
mOsm.L? (Schwartz et al., 2009). Le liquide interstitiel additionné de composés

inflammatoires est appelé exsudat inflammatoire (Steen et al., 1995).

L’hypertonicité (600 mOsm.kg) potentialise les courants ASIC induits a pH 7.0 dans
les neurones DRG de rats et augmente I’excitabilité neuronale. Seule l'activité des
canaux ASIC3 induite par une acidification modérée (i.e., pH 7.2) est potentialisée
par ’hypertonicité. L’hypertonicité ne potentialise ni les courants ASIC3 induits par
une acidification plus importante (i.e., pH 6.6), ni les courants ASIC1a. Comme 'AA,
I’hypertonicité entraine un agrandissement du courant de fenétre.

L’hypertonicité accompagnée d’'une acidose modérée et d’AA génerent une douleur
cutanée chez le rat. Cette douleur est inhibée par la toxine inhibitrice des canaux
ASIC3, 'APETx2 (Deval et al., 2008). L’hypertonicité, une acidose modérée et
l’agmatine agisse de maniere synergique pour faciliter 'activation des canaux ASIC3,
renforcant encore le role prépondérant de ces canaux dans I'inflammation (Li et al.,

2010).



La température

La majorité des molécules et des réactions chimiques sont sensibles a la température.
Pour mesurer la dépendance d’'un phénomeéne a la température on mesure son Q10.
Le Q10 est un coefficient qui mesure le taux de variation d’'un parameétre pour une
variation de température de 10°. Par convention, on considere qu'un Q10 supérieur a
3 démontre une forte sensibilité a la température.

Pour rappel, lorsque la température diminue le pH augmente et inversement, ce qui

nous donne les données suivantes :

Température pH
30°C 7.40
25°C 7.48
20°C 7.56
15°C 7.64

Tableau 6 : Relation température et pH.

(Valeurs mesurées durant ma thése).

Les premiers travaux sur la régulation des canaux ASIC par la température ont
montré qu’'un refroidissement du milieu extracellulaire de 34 a 6°C potentialisait le
courant global ASIC2a a pH 4.0, en ralentissant l'inactivation. A 6°C le courant
ASIC2a ne s’inactive pratiquement pas, alors qu’a 34°C il est diminué de 85%. Entre
20 et 30°C le Q10 du T d’inactivation (constante de temps d’inactivation) des canaux
ASIC3 et ASICia est d’environ 4.4. Ces résultats suggerent que l'inactivation des
canaux ASIC est fortement sensible aux variations de température (Askwith et al.,
2001). Cest la seule étude qui s’est réellement intéressée aux effets d’une
température froide sur les canaux ASIC. Néanmoins on peut émettre un bémol
concernant cette étude. En effet, dans cette étude le pH du milieu extracellulaire
semble avoir été mesuré a température ambiante, sans étre ajusté par la suite a
chaque température de stimulation.

Lors d’un refroidissement il y a une alcalinisation du pH. Les auteurs ont donc pu

passer a coté de certains effets de la température froide sur les canaux ASIC.
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Les effets du froid sur les canaux ASIC constituent la deuxieme partie de mes travaux

de these, ils seront détaillés dans la partie résultats.

Deux études se sont penchées sur les effets d'un réchauffement sur I'activité des
canaux ASIC. Les résultats obtenus dans ces deux études présentent des divergences
et des similarités. Dans la premiere étude (Neelands et al., 2010), un réchauffement
de 25 a 35°C ne change pas 'amplitude du courant transitoire de type ASIC dans les
neurones DRG de rat, alors que dans la deuxiéme étude I'amplitude du pic des
courants de type ASIC1 et ASIC3 est fortement réduite a 35°C dans les mémes
neurones (Blanchard et Kellenberger, 2011). Pour ces deux études la quantité du
courant total est diminuée lors d’un réchauffement. Cette diminution est due a une
accélération de I'inactivation des canaux ASIC lors d’un réchauffement de 25 a 35°C.
A température physiologique, les canaux ASIC s’inactivent plus rapidement qu’a
température ambiante (Neelands et al., 2010). Toutefois, les résultats ensuite obtenus
sur les canaux ASIC exprimés en systeme hétérologue sont quelque peu différents.
Contrairement aux résultats obtenus sur les DRG, il semble que les canaux ASIC3
soient les moins sensibles au réchauffement.

A 35°C, la densité des courants transitoires ASIC3 recombinants est la méme qu’a
25°C, alors que celle des canaux ASIC1a et 1b est diminuée et celle des canaux ASIC2a
légérement augmentée. Bien que I'inactivation soit plus rapide a 35°C, les Q10 des 1
d’inactivation des canaux homomériques ASIC1a, 1b, 2a et 3 ne sont pas tres élevés
avec des valeurs respectives de 1.9, 2.2, 3.1 et 1.6 (entre 25 et 35°C).

A 25°C et a 35°C les pHo.5 d’activation ne sont pas modifiés alors qu’il y a un
décalage vers des pH plus alcalins des pHo.5 d’inactivation des canaux ASICia, 1b et
2a.

La différence observée entre les résultats obtenus sur les neurones DRG et les cellules
transfectées pourraient étre expliquées par le fait que dans les DRG, les canaux ASIC
ne sont pas forcément des homomeres. Les courants observés sont de type ASIC3,
c'est-a-dire qu’ils ressemblent a des courants ASIC3, mais qu’ils peuvent étre dus a

des hétéromeres (Blanchard et Kellenberger, 2011).

D’apres ces trois études, des variations de températures modifient l'activité des
canaux ASIC, sans toutefois générer d’activité indépendante d'une acidose

extracellulaire.



4. Roles des canaux ASIC dans la douleur

a. Distribution des ASIC dans les voies de la douleur

Les canaux ASIC sont présents tout au long des voies de la douleur aussi bien au

niveau du systéeme nerveux périphérique et central.

Des les premiers articles sur les « récepteurs des protons », les courants ASIC ont été
étudiés au niveau des neurones sensoriels (Krishtal et Pidoplichko, 1981a), laissant
supposer qu’ils pouvaient étre impliqués dans la nociception (Krishtal et Pidoplichko,
1981b). Depuis, il a été montré que toutes les sous-unités ASIC sont présentes dans
les neurones de petits diametres ou nocicepteurs (Voilley et al., 2001 ; Poirot et al.,
2006). Les canaux ASIC, notamment les canaux ASIC3, sont présent au niveau des
neurones DRG innervant la peau (Garcia-Anoveros et al., 2001 ; Price et al., 2001 ;
Deval et al., 2008 ; Kang et al., 2012), les muscles (Sluka et al., 2003 ; Molliver et al.,
2005 ; Gao et al., 2006 ; Gautam et Benson, 2013) et les articulations (Ikeuchi et al.,

2008 ; TIkeuchi et al., 2009 ; Izumi et al., 2012).

Au niveau de la moelle épiniére, les sous-unités ASICia, 2a et 2b sont fortement
exprimées dans les neurones de second ordre qui regoivent les afférences des
neurones sensoriels et qui sont notamment impliqués dans la modulation et la
transmission du message douloureux (Chen et al., 1998 ; Baron et al., 2002a ; Chen et
al., 2002 ; Wemmie et al., 2002 ; Wemmie et al., 2003 ; Wu et al., 2004 ; Duan et al.,
2007 ; Baron et al., 2008). Dans ces neurones, I’expression d’ASIC1a et d’ASIC2a est

d’ailleurs augmentée lors d’'une inflammation périphérique (Wu et al., 2004).

Au niveau supraspinal, les canaux ASIC1 et ASIC2 sont largement exprimés dans de
tres nombreuses structures impliquées dans la douleur, telles que la substance grise
périaqueducale, I'amygdale, I’hypothalamus et le cortex (Price et al., 1996 ;
Waldmann et al., 1996 ; Bassilana et al., 1997 ; Lingueglia et al., 1997 ; Waldmann et
al., 1997a ; Baron et al., 2002a ; Wemmie et al., 2002 ; Alvarez de la Rosa et al.,

2003 ; Askwith et al., 2004 ; Price et al., 2014).



b. Douleur cutanée

Chez 'homme, I'infusion ou I'injection d’une solution acide par voie intradermique ou
sous-cutanée génére une douleur qui est proportionnelle a I'acidité de la solution
(Steen et Reeh, 1993 ; Ugawa et al., 2002 ; Jones et al., 2004).

L'utilisation d’inhibiteurs des canaux ASIC (amiloride et diclofénac) et TRPV1
(capsazépine) a permis de montrer que les canaux ASIC, plus particulierement
ASICia et ASIC3, étaient les seuls impliqués dans la douleur acide cutanée modérée

chez ’homme [Figure 26] (Ugawa et al., 2002 ; Jones et al., 2004).

Pour étudier plus précisément le role des canaux ASIC dans la douleur cutanée,
I'utilisation de rongeurs fut primordial. Pourtant les premieres expériences menées
grace aux souris invalidées (KO : « knock-out ») pour les différents canaux ASIC, KO
ASICia (Wemmie et al., 2002), KO ASIC2 (Price et al., 2000 ; Roza et al., 2004) et
KO ASIC3 (Price et al., 2001 ; Chen et al., 2002 ; Wultsch et al., 2008) ne se sont pas

révélées tres concluantes.

En effet, I'injection d’une solution acide induit chez les souris sauvages une réponse
douloureuse qui n’est pas altérée chez les souris KO ASICia (Page et al., 2004), KO
ASIC2a (Price et al., 2000) et KO ASIC3 (Price et al., 2001 ; Chen et al., 2002). Au
contraire, la réponse douloureuse suite a I'injection d’une solution d’acide acétique a
0.6% est méme exacerbée chez les souris KO ASIC3. Alors que, 'hyperalgie
thermique et l'allodynie mécanique inflammatoire induites par l'injection de
carragénine sont similaires chez les souris sauvages et KO ASIC3 (Chen et al., 2002).
En revanche, les souris KO ASIC3 présentent des différences au niveau de leur
sensibilité mécanique. Les fibres mécano- nociceptives myélinisées a conduction
lente (A8) sont moins sensibles aux stimuli mécaniques chez les souris KO ASIC3,
alors que les fibres mécaniques a adaptation rapide (AP) sont hypersensibles (Price et
al., 2001). Par rapport aux souris sauvages, les souris KO ASIC1ia ne présentent pas
de différence de perceptions non-nocives et nocives thermique et mécanique au
niveau cutané (Page et al., 2004). L’utilisation sous-cutanée de la toxine PcTx1
n’induit pas d’analgésie périphérique, confirmant les résultats précédents (Mazzuca

et al., 2007 ; Diochot et al., 2012).



Il a fallu attendre I'identification d’'un nouvel activateur des canaux ASIC, le GMQ,
pour mettre en évidence chez la souris un réle des canaux ASIC3 au niveau de la
douleur cutanée.

L’injection intraplantaire (sous-cutanée) de GMQ induit un comportement
douloureux chez les souris sauvages [Figure 24A]. Cette douleur est presque
totalement inhibée chez les souris KO ASIC3 [Figure 24B], mais pas chez les KO
ASICi1a (Yu et al., 2010).

Au cours de ma these j’ai également pu montrer que l'injection d’'un cocktail de
lipides (AA + LPC) sur le dessus de la patte en sous-cutanée chez la souris induisait
un comportement douloureux qui est altéré chez les souris KO ASIC3 (Marra et al.,
2016).

Enfin, grace a apport des mambalgines, la sous-unité ASICib, jusqu’alors jamais
impliquée dans la perception douloureuse, apparait comme importante dans la
détection des douleurs cutanées et dans ’hyperalgie thermique inflammatoire chez la

souris [Figure 26] (Diochot et al., 2012).
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Figure 24 : GMQ, douleur et ASIC3.
A. Le GMQ a 100 puM induit un comportement douloureux (Iéchage de la patte) chez la souris. Ce
comportement est significativement diminué en présence d’amiloride, un bloqueur non discriminant

des canaux ASIC.
B. Le GMQ induit une douleur chez les souris sauvages (ASIC3 +/+), qui est intégralement abolie chez

les KO ASIC3, démontrant la spécificité de I'effet du GMQ sur ASIC3 (** : GMQ vs solution saline ;
## : GMQ ASIC3 KO vs GMQ ASIC3 +/+).

(D’apres Yu et al., 2010).
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L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques des ASIC et/ou d’ARN interférents
(siRNA) entrainant une diminution de I’expression des canaux ASIC (KD : « knock-

down »), ont permis d’obtenir chez le rat des données plus robustes.

L'utilisation d’un inhibiteur non discriminant, le A-317567, a permis de montrer, le
role des canaux ASIC dans un modele d’hyperalgie thermique inflammatoire et dans
un modele de douleur postopératoire (Dubé et al., 2005). L'implication d’ASIC3 dans
le développement des douleurs postopératoires a été renforcé dans une étude
combinant l'utilisation ’APETx2 et de siRNA dirigés contre ASIC3 (Deval et al.,
2011). Le role prépondérant des canaux ASIC3 dans la douleur cutanée, a également
été démontré en utilisant la méme approche combinatoire. Une acidification sous-
cutanée, ou une injection acide hyper-osmotique contenant de ’AA génerent une
douleur qui est abolit en présence de la toxine APETx2. Dans un mode¢le d’hyperalgie
inflammatoire thermique au CFA (Complete Freund’s Adjuvant), linjection
d’APETx2 ou d’'un siRNA dirigée contre ASIC3 abolit la réponse douloureuse au
chaud, contrairement a la toxine PcTx1 qui n’a aucun effet (Duan et al., 2007 ; Deval
et al., 2008).

Ces résultats renforcent I'importance des canaux ASIC3 dans la douleur cutanée,
notamment en cas d’inflammation. Lors d’'une inflammation, I’expression des canaux
ASIC3 est augmentée dun facteur 15 dans les DRG de rats et les médiateurs
inflammatoires potentialisent ’activité des canaux ASIC (Mamet et al., 2002 ; Deval

et al., 2004 ; Cadiou et al., 2007 ; Deval et al., 2008).

Les canaux ASIC3 sont donc des acteurs majeurs de la douleur cutanée chez le rat.

Chez la souris, ’'absence de phénotype douloureux clair ne permet pas de conclure
quant a I'importance de ces canaux au niveau cutané. Ces observations pourraient
étre dues a des différences de niveau d’expression basale des canaux ASIC dans les
DRG entre la souris et le rat ou a des phénomenes de compensations chez les souris
KO.

Les courants ASIC dans les neurones DRG, et en particulier dans les nocicepteurs,
sont moins fréquents et de plus faibles amplitudes chez la souris que chez le rat

(Molliver et al., 2005 ; Leffler et al., 2006 ; Deval et al., 2008 ; Lin et al., 2008).



De plus, il existe des différences génétiques, physiologiques et comportementales
inter-especes entre rats et souris qui peuvent étre a lorigine de réponses

douloureuses différentes (Wilson et Mogil, 2001 ; Mogil, 2009).

Contrairement a la douleur cutanée ou les données divergent entre rats et souris, le
role des ASIC dans la douleur musculosquelettique est bien caractérisé chez ces deux

especes.

¢. Douleurs musculaire et articulaire

Les douleurs musculaire et cutanée présentent des différences dans leurs mécanismes
physiologiques et dans leurs manieres d’étre ressenties par un individu.
Contrairement a la douleur cutanée qui est facilement et précisément localisable, la
douleur musculaire, comme toutes douleurs des tissus profonds, est plus diffuse et
donc par conséquent plus difficilement localisable. De plus, une douleur cutanée est
percue comme vive, piquante, elle ressemble a une coupure ou une brilure, alors
qu'une douleur musculaire est elle percue comme lancinante et ressemblant a une

crampe (Mense, 2008).

Chez ’homme l'infusion d’une solution a pH 5.2 dans le muscle tibial antérieur
génere une douleur ipsilatérale au niveau du site d’infusion ainsi quune douleur
référée (i.e., douleur ressentie a distance du site local de la l1ésion) au niveau de la
cheville. Les sujets développent également une hyperalgie mécanique au niveau des

deux sites (Issberner et al., 1996 ; Frey Law et al., 2008).

Le role des canaux ASIC dans la douleur musculaire chez les rongeurs a été mis en
évidence la premiere fois suite a I'injection unique d’une solution acide a pH 4.0 dans
le muscle gastrocnémien chez la souris. Cette injection génere une hyperalgie
mécanique secondaire (i.e., a distance du site d’injection) significativement réduite
chez les souris KO ASIC3 (Price et al., 2001).

La méme année un modele de douleur musculaire de longue durée a été développé.
Ce modele consiste cette fois-ci en deux injections a cinq jours d’intervalle d’une

solution acide dans le muscle gastrocnémien.



Cette double injection induit une hyperalgie mécanique secondaire du c6té ipsilatéral
mais aussi du coté controlatéral [Figures 25A et 25B]. La durée et l'intensité de
cette douleur persistante sont proportionnelles a I'acidité de la solution. En effet, une
solution a pH 4.0 induit une hyperalgie bilatérale qui dure plus de quatre semaines,
alors qu’elle ne dure qu'une dizaine de jours si la solution est a pH 6.0 (Sluka et al.,
2001). En utilisant ce modele, il a été montré que l'injection d’amiloride dans le
muscle gastrocnémien abolit I'hyperalgie mécanique secondaire, suggérant un roéle
des canaux ASIC dans ce phénomene. Cet effet est di aux canaux ASIC3, car
I’hyperalgie est completement abolie chez les KO ASIC3 [Figures 25C et 25D],
alors que les KO ASIC1a développent toujours I’hyperalgie chronique.

Pour expliquer la bilatéralité de l'’hyperalgie, des enregistrements de Dactivité
électrique des neurones WDR (i.e., des neurones qui répondent a la fois aux stimuli
non nocif et nocif) de la moelle épiniere ont été réalisés. Ils ont permis de montrer (i)
que quatre heures apres une injection de pH 4.0, la taille du champ récepteur d'un
neurone WDR coté ipsilatéral est augmentée et se propage méme jusqu’a la patte
opposée et (ii) que chez les KO ASIC3 ce champ récepteur augmente légerement coté
ipsilatéral mais n’atteint pas le coté controlatéral. Les canaux ASIC3 sont donc
importants pour le développement de '’hyperalgie secondaire et la sensibilisation

centrale (Sluka et al., 2003).

Au niveau musculaire, 'implication des canaux ASIC a également été étudiée suite a
une inflammation. Lorsqu’elle est induite par une injection de carragénine dans la
patte gauche, elle entraine une augmentation bilatérale de I'expression des ARN
messagers d’ASIC2 et d’ASIC3 dans les DRG lombaires (Walder et al., 2010). Les
canaux ASIC3, ne sont pas impliqués dans le développement de l'inflammation
musculaire, mais ils seraient responsables de I'hyperalgie mécanique, mais pas

thermique apres une inflammation musculaire induite par le CFA (Sluka et al., 2007).
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Figure 25 : Modéle de douleur musculaire chronique.

A. Le seuil de sensibilité mécanique est mesuré grace a des filaments de Von Frey. La premiere
injection d’une solution a pH 4.0 entraine une hyperalgie mécanique (abaissement du seuil) qui
disparait rapidement. La deuxiéme injection, cinq jours apres, induit une hyperalgie mécanique qui
dure au moins 4 semaines.

B. L’hyperalgie mécanique devient bilatérale aprés la deuxiéme injection.

C. Les souris sauvages (ASIC3 +/+) développent une hyperalgie mécanique bilatérale qui dure au
moins une semaine apres la deuxieme injection.

D. Chez les souris KO ASIC3, les deux injections d’acide n’induisent pas d’hyperalgie mécanique, ni du
coté ipsilatéral, ni du c6té bilatéral (* : Ipsilatéral ASIC3 -/- vs Ipsilatéral ASIC3 +/+).

(D’apreés Sluka et al., 2001 ; Sluka et al., 2003).
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L'utilisation des différentes souris KO, a permis de montrer que les canaux ASICia
sont importants pour le développement de I'hyperalgie musculaire primaire mais pas
secondaire, a contrario les canaux ASIC3 ne participent qu'au développement de

I’hyperalgie secondaire [Figure 26] (Walder et al., 2010).

Chez le rat l'injection de la toxine APETx2, inhibitrice d’ASIC3, démontre comme
chez la souris le réle de ces canaux dans '’hyperalgie mécanique bilatérale suite a
I'injection d’une solution acide dans le muscle gastrocnémien (Karczewski et al.,
2010). La toxine APETx2 et un siRNA dirigé contre ASIC3 bloquent également la
douleur posturale et l'’hyperalgie thermique primaire induites par une incision

musculaire mimant une opération chirurgicale (Deval et al., 2011).

Enfin, outre les données comportementales, des résultats d'immunocytochimie, de
marquage rétrograde et d’électrophysiologie ont montré que la sous-unité ASIC3 est
particulierement présente dans 50% des neurones de petit diametre innervant le
muscle quadriceps (Molliver et al., 2005) et dans 75% des neurones DRG innervant le

muscle plantaire chez le rat (Deval et al., 2011).

Au niveau du systéme musculosquelettique, les canaux ASIC3 participent également
aux douleurs articulaires chez la souris et le rat.

Chez la souris, I'injection de carragénine au niveau de I'articulation du genou induit
une inflammation et conduit au développement d’une hyperalgie mécanique
bilatérale. Comme au niveau musculaire, par rapport aux souris sauvages, les souris
KO ASIC3 ne développent pas d’hyperalgie mécanique secondaire, alors que les
hyperalgies primaires mécaniques et thermiques sont inchangées. En condition
inflammatoire, ASIC3 est localisé au niveau des fibres afférentes innervant
Iarticulation du genou, alors qu’il n’y en a pas en condition basale (Ikeuchi et al.,
2008). Un an apres, le méme groupe a cette fois mis en évidence la présence d’ASIC3
dans 31% des afférences innervant le genou, contredisant leur précédente étude, qui
n’avait pas permis la mise en évidence de cette sous-unité en condition basale. Dans
un modele d’arthrite induite par la carragénine, ils ont également montré que 50%
des afférences innervant le genou présentent des ASIC3, confirmant la régulation

positive de ces canaux en cas d’inflammation articulaire (Ikeuchi et al., 2009).



Dans un modele d’ostéo-arthrite du genou, il y a une augmentation de I'expression
d’ASIC3 dans les afférences innervant cette articulation et les rats développent une
douleur posturale et une hyperalgie mécanique secondaire. I’administration précoce
d’APETx2 dans ce modéle induit plusieurs effets. Elle inhibe la surexpression
d’ASIC3 au niveau des afférences articulaires du genou et inhibe l'hyperalgie
mécanique secondaire et la douleur posturale. L'utilisation d’APETx2 protege

également contre les 1ésions cartilagineuses (Izumi et al., 2012).

Un modele similaire a celui développé par Kathleen Sluka en 2001 (Sluka et al., 2001)
a été mis au point au niveau articulaire chez le rat. Une double injection unilatérale, a
cinqg jours d’intervalle, d'une solution a pH 4.0 en intra-articulaire induit des
hyperalgies mécaniques primaires et secondaires bilatérales qui durent au moins
quatre semaines, ainsi qu'une douleur posturale. L’injection précoce d’APETx2
empéche le développement des hyperalgies mécaniques primaires et secondaires
bilatérales. Les canaux ASIC3 semblent nécessaires au développement de
I’hyperalgie, mais pas pour son maintien, qui implique le systéme nerveux central

(Sugimura et al., 2015).

Les canaux contenant la sous-unité ASIC3 semblent donc étre une cible
thérapeutique d’intérét dans le traitement des douleurs musculaires qu’elles soient ou
non inflammatoires, ainsi que dans les pathologies articulaires telles que I’arthrite.

d. Douleur viscérale

Comme le systeme musculosquelettique, les visceres localisés dans la cavité

abdominale et la cage thoracique appartiennent aux tissus profonds.

Douleur gastro-intestinale

Les troubles gastro-intestinaux touchent un tiers de la population. Les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin affectent plus de deux millions de personnes
en Europe (Brierley et al., 2010). Le systéme gastro-intestinal recoit des afférences

des neurones situés dans les ganglions rachidiens et noueux.



Des enregistrements électrophysiologiques montrent que la quasi-totalité des
neurones DRG et 55% des neurones des ganglions noueux gastriques de rats
possedent des canaux ASIC. En cas d’ulcere gastrique, il y a une modification des
cinétiques de courants, une augmentation de la sensibilité aux protons et de la
densité de courant des canaux ASIC (Sugiura et al., 2005). Plus tard, il a été montré
que les canaux ASIC3, mais pas les canaux ASIC2, participent au développement de
Ihyperréactivité gastrique associée a une gastrite (Wultsch et al., 2008).
Contrairement a la mécanoperception cutanée, les canaux ASICia sont impliqués
dans la perception mécano-viscérale. La délétion d’ASICia entraine une
hypersensibilité des fibres afférentes innervant I'cesophage, I'estomac et le colon,
suggérant une participation de cette sous-unité au fonctionnement « normal » des

fibres afférentes (Page et al., 2004).

Chez la souris, les canaux ASIC1, ASIC2 et majoritairement ASIC3 sont présents dans
les neurones innervant le colon. Les ASIC3 sont présents dans 73% des neurones,
alors que les ASIC1 et ASIC2 sont respectivement dans 30 et 47% des neurones du
colon (Hughes et al., 2007).

Chez I'homme, il y a seulement une surexpression des canaux ASIC3 dans la
muqueuse du colon des patients ayant une pathologie inflammatoire du colon (i.e.,
maladie de Crohn) (Yiangou et al., 2001).

Chez la souris, le colon est innervé par quatre classes de fibres afférentes. La délétion
des canaux ASIC3 montre une diminution de la sensibilité mécanique dans trois des
quatre classes de fibres, contrairement aux KO ASICia qui présentent eux une
hypersensibilité. Les résultats obtenus avec les KO ASIC2 sont hétérogenes selon les
classes de fibres et la localisation gastro-cesophagienne ou colonique, engendrant des
hypo et des hypersensibilités. L’ensemble des canaux ASIC sont donc impliqués dans
la perception mécanique au niveau du colon (Page et al., 2005 ; Page et al., 2007).

Les souris KO ASIC3 sont moins sensibles a la distension colorectale, qu’elle soit ou
non associée a une inflammation. Elles ne présentent pas non plus de sensibilisation

des fibres afférentes en cas d’inflammation (Jones et al., 2005 ; Jones et al., 2007).

Les canaux ASIC et plus particulierement ASIC3, constituent une cible thérapeutique

potentielle dans le traitement des douleurs gastro-intestinales [ Figure 26].



Douleur thoracique

Lors d’'une ischémie cardiaque suite a une occlusion artérielle ou une stimulation
auriculaire, le pH mesuré au niveau du tissu cardiaque dans des modéles animaux
(Jacobus et al., 1977 ; Pan et al., 1999) ou chez des patients (Cobbe et Poole-Wilson,
1982 ) diminue rapidement. La douleur ressentie lors d'une angine de poitrine suite a
une ischémie cardiaque est ressentie grace a des neurones situés dans les DRG et les

ganglions noueux.

Chez le rat, les neurones innervant le cceur présentent de forts courants ASIC. Les
canaux ASIC pourraient donc participer a la douleur ressentie lors d’'une ischémie
cardiaque (Benson et al., 1999). De par sa forte sensibilité aux protons, le principal
candidat est le canal ASIC3.

En effet, quelques minutes seulement apres une crise cardiaque, le pH atteint une
valeur inférieure a pH 7.0, valeur suffisante pour activer les canaux ASIC3. Les
propriétés électrophysiologiques des courants des neurones des afférences cardiaques
induits par une diminution du pH sont similaires en tout point aux propriétés des
courants ASIC3. Il a ainsi été proposé que la douleur ischémique serait percue grace
aux canaux homomériques ASIC3 et hétéromériques ASIC3+2b (Sutherland et al.,
2001). La faible acidification engendrée lors d’une ischémie génére un courant
soutenu persistant dans les neurones cardiaques. Ce courant soutenu correspond au
courant de fenétre retrouvé dans les canaux ASIC3 et ASIC3+2b, (Yagi et al., 2006 ;
Deval et al., 2008). Lors d’une ischémie, le lactate produit potentialise fortement
lactivité des canaux ASIC3 (Immke et McCleskey, 2001a, 2001b), renforcant
Iimplication d’ASIC3 dans la douleur cardiaque (Immke et McCleskey, 2001a,
2001b ; Sutherland et al., 2001 ; Yagi et al., 2006).

Chez la souris, les courants retrouvés dans les afférences cardiaques sont plut6t de

type ASIC3+2a [Figure 26] (Hattori et al., 2009).

Contrairement aux autres visceres, il n'y a pas de douleur généralement détecté au
niveau du tractus respiratoire. Le pH des voies respiratoires est diminué dans
certaines conditions pathologiques telles qu'une inflammation pulmonaire, des
apnées du sommeil ou une broncho-pneumopathie chronique obstructive (Kollarik et

Undem, 2002).



Une diminution du pH induit un courant sodique inhibé par I'amiloride dans les
neurones sensoriels pulmonaires, démontrant la présence de canaux ASIC dans ces
afférences (Gu et Lee, 2006). La méme année, la présence des canaux ASIC3 dans les
neurones sensoriels innervant tout le tractus respiratoire a été démontré par
immunofluorescence (Fukuda et al., 2006). L’acide citrique induit une toux chez le

cochon d’inde qui impliquerait les canaux ASIC (Canning et al., 2006).

Au niveau du tractus respiratoire, les canaux ASIC seraient donc plutot impliqués
dans des processus physiopathologiques non douloureux (p. ex., toux, asthme)

(Reznikov et al., 2016).
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Figure 26 : ASIC périphériques et douleur.

Les canaux ASIC, et particulierement ASIC3, sont présent au niveau du systéme nerveux périphérique.
Ils sont impliqués dans différents types de douleurs, telles que les douleurs aigués, inflammatoires et
ischémiques. Ils sont également présents du c6té post-synaptique au niveau de la synapse entre les
neurones de premier et de second ordre.

(D’aprés Deval et al., 2010).
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e. Douleur migraineuse

La migraine affecte 14% de la population ce qui en fait la 3éme pathologie la plus
répandue dans le monde (Vos et al., 2012). Dans certains cas, la crise est précédée par
une période de désordres neurologiques sensoriels transitoires. Ces désordres
nommés «aura», concernent 20 a 30% des patients migraineux et seraient dus a la
dépression corticale envahissante (DCE) (Russell et al., 1996 ; Hansen et al., 2013).
Les premiers arguments en faveur d’'un lien entre ASIC et migraine reposent sur le
fait que des composés inflammatoires (NGF, sérotonine et NO) liés a la migraine sont
capables de potentialiser I'activité des canaux ASIC (Dussor, 2015). La premiere
évidence d’un role des ASIC dans la migraine provient d’'une étude montrant que la
DCE induite par une piqure au niveau cortical est inhibée par deux bloqueurs des
canaux ASIC, 'amiloride et la PcTx1. Ces résultats démontrent pour la premiere fois
un role des canaux ASIC1a dans la migraine. Toutefois, les canaux ASIC1a ne sont pas
impliqués dans toutes les formes de DCE. La DCE induite par une forte concentration
de potassium n’est pas inhibée par ces bloqueurs. Les mémes auteurs ont réalisé un
test sur un petit groupe de sept patients ayant des migraines avec auras résistantes
aux traitements. Sur ces sept patients qui avaient tous recus de I’amiloride, quatre ont
observé une diminution de la fréquence des auras et de la sévérité des maux de téte
(Holland et al., 2012).

Les ASIC sont présents au niveau des ganglions trigéminaux (Olson et al., 1998) qui
innervent les méninges craniennes, ou ces canaux pourraient étre les senseurs de
I'acidification extracellulaire au niveau de la dure-mere (Burstein, 2001). L’activation
des canaux ASIC au niveau des fibres afférentes de la dure-mere génere un courant de
fenétre et pourrait participer au développement des maux de téte. De plus,
l’application d’une solution a pH 5.0 au niveau de la dure-meére génére des douleurs
faciales et extra-faciales (au niveau de la patte) inhibées par I’'amiloride (Yan et al.,
2011). L’utilisation d’APETx2 et de GMQ ont permis de montrer que cet effet est
principalement porté par les canaux contenant la sous-unité ASIC3 qui est présente
dans 80% des afférences de la dure-meére. L’activité des canaux ASIC3 au niveau de
ces afférences est fortement potentialisée par la dégranulation mastocytaire (Yan et
al., 2013).

Les bloqueurs des canaux ASIC pourraient donc avoir un intérét thérapeutique pour

diminuer les douleurs migraineuses.



RESULTATS




Les canaux ASIC, plus particulierement les canaux ASIC3, sont des canaux qui sont
impliqués dans les perceptions sensorielles et douloureuses. Bien qu'uniquement
activés par les protons extracellulaires, ces canaux sont sensibles a de multiples
composés inflammatoires et parametres physico-chimiques. Les canaux ASIC3
apparaissent donc de plus en plus comme des détecteurs de coincidences et non plus

seulement comme des senseurs de I'acidité extracellulaire.

C’est dans ce contexte liant douleur et détecteurs de coincidences, que lors de la
premiere partie de ma these, je me suis intéressé a la régulation des canaux ASIC3

par des composés inflammatoires lipidiques.

Parallelement a ce projet des résultats préliminaires obtenus au laboratoire
suggéraient que les canaux ASIC3 possédaient une forte sensibilité thermique froide.
Cette sensibilité au froid des canaux ASIC3 n’est que trés peu documentée dans la
littérature. Lors de la seconde partie de ma these je me suis donc focalisé sur la

régulation des canaux ASIC3 par les températures froides.

A- REGULATION DES CANAUX ASIC3 PAR DES
LIPIDES INFLAMMATOIRES

1. Préface de I’étude

Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire par le Dr Emmanuel Deval, le Dr
Anne Delaunay lors de sa theése et moi-méme lors de mon stage de master 2 montrent
que des lipides produits en cas d’inflammation, tels que I’AA (Deval et al., 2008) et la

LPC sont capables de moduler I’activité des canaux ASIC.

Parallelement, grace a une collaboration avec le service de rhumatologie du Pr Liana
Euller-Ziegler du CHU de Nice, nous disposons d’exsudats inflammatoires humains.
Ces exsudats proviennent de ponctions articulaires réalisées chez des patients
souffrant de différentes pathologies rhumatismales (i.e., polyarthrite rhumatoide,

spondylarthrite ankylosante et ostéo-arthrite).



Plusieurs études ont démontré un role des canaux ASIC3 dans les douleurs
inflammatoire et articulaire chez les rongeurs (Ikeuchi et al., 2008 ; Izumi et al.,
2012 ; Sugimura et al., 2015). Les canaux ASIC3 pourraient donc participer a la

perception douloureuse associée a ces pathologies chez ’'homme.

Lors de la premiere partie de ma these, j’ai donc poursuivi I’étude de l'effet des lipides
inflammatoires sur les canaux ASIC. J’ai ainsi pu établir un lien entre ’AA, la LPC et
les exsudats inflammatoires humains. Ces travaux ont fait 'objet d'une publication

présentée ci-apres.

L’article « Non-acidic activation of pain-related Acid-Sensing Ion Channel
3 by lipids » résulte d'une collaboration entre plusieurs équipes. Dans cette étude,
les exsudats inflammatoires proviennent des praticiens hospitaliers nicois, I’analyse
lipidomique et la SICM (« scanning ion conductance microscopy ») ont été réalisées
par nos collaborateurs poitevins. L’ensemble des expériences électrophysiologiques et
de comportements ont été faites au laboratoire.

A T'exception des résultats présentés dans les figures 3A, 3B (Dr Anne Delaunay) et
6C (Dr Marine Christin et Pr Jacques Noel), 'ensemble des données de patch-clamp

et comportementales décrites dans I’article sont le fruit de mon travail de these.

Grace a une approche translationnelle inverse, nous avons mis en évidence des
nouveaux activateurs endogenes des canaux ASIC3. Deux lipides présents dans des
exsudats inflammatoires humains douloureux, I’AA et la LPC, sont donc capables
d’activer a pH physiologique les canaux ASIC3 et de générer un comportement
douloureux qui met en jeu ces mémes canaux. Cette étude renforce I'idée que les
canaux ASIC3 sont des détecteurs de coincidences, ainsi que leur implication dans les
douleurs inflammatoires.

Ces canaux pourraient étre des cibles thérapeutiques d’intéréts pour soulager les

douleurs accompagnant certaines pathologies rhumatismales.
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Figure 27 : Résumé graphique de I’article
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Abstract

Extracellular pH variations are seen as the principal endogenous
signal that triggers activation of Acid-Sensing lon Channels (ASICs),
which are basically considered as proton sensors, and are involved
in various processes associated with tissue acidification. Here, we
show that human painful inflammatory exudates, displaying non-
acidic pH, induce a slow constitutive activation of human ASIC3
channels. This effect is largely driven by lipids, and we identify
lysophosphatidylcholine (LPC) and arachidonic acid (AA) as endog-
enous activators of ASIC3 in the absence of any extracellular
acidification. The combination of LPC and AA evokes robust
depolarizing current in DRG neurons at physiological pH 7.4,
increases nociceptive C-fiber firing, and induces pain behavior in
rats, effects that are all prevented by ASIC3 blockers. Lipid-induced
pain is also significantly reduced in ASIC3 knockout mice. These
findings open new perspectives on the roles of ASIC3 in the
absence of tissue pH variation, as well as on the contribution of
those channels to lipid-mediated signaling.

Keywords acid-sensing ion channels; arachidonic acid; lysophosphatidyl-
choline; pain; sodium channels

Subject Categories Membrane & Intracellular Transport; Neuroscience
DOI 10.15252/embj.201592335 | Received 18 June 2015 | Revised 7 December
2015 | Accepted 7 December 2015

Introduction

Acid-sensing ion channels (ASICs) are depolarizing sodium chan-
nels formed by the trimeric association of different subunits
numbered from ASIC1 to ASIC3 (for review, see Deval et al, 2010).
They are gated by extracellular protons (Waldmann et al, 1997) and
are widely expressed throughout the nervous system where they

have been involved in different physiological and pathophysiologi-
cal processes (for reviews, see Noél et al, 2010; Wemmie et al,
2013). Among these processes, pain is particularly interesting since
an increasing amount of data identifies ASICs as promising thera-
peutic targets for the development of new analgesic strategies
(Mazzuca et al, 2007; Deval et al, 2008, 2011; Karczewski et al,
2010; Bohlen et al, 2011; Walder et al, 2011; Diochot et al, 2012,
2015; Izumi et al, 2012).

ASICs are basically considered as fine sensors of extracellular pH
variations, and proton is actually the only endogenous ligand
known to directly activate these channels. A non-proton ligand-
sensing domain has also been described in ASIC3 (Yu et al, 2010),
which contributes to the direct effect of the synthetic compound
GMQ (2-guanidine-4-methylquinazoline) and of the arginine metabo-
lite agmatine (Li et al, 2010; Yu et al, 2010). However, agmatine
has a very low affinity for the channel (ECsy ~10 mM), suggesting
that it is probably not a direct endogenous activator of ASIC3, but
rather a physiological modulator of the acid-evoked current. Several
other stimuli linked to ischemia and/or inflammation have also
been reported to potentiate the acid-induced ASIC3 current, includ-
ing lactate (Immke & McCleskey, 2001), arachidonic acid (Allen &
Attwell, 2002; Smith et al, 2007; Deval et al, 2008), nitric oxide
(Cadiou et al, 2007), hypertonicity (Deval et al, 2008; Li et al,
2010), serotonin (Wang et al, 2013), and ATP (Birdsong et al,
2010).

We show here that human painful inflammatory exudates that
exhibit a physiological non-acidic pH are able to activate ASIC3
channels and that this effect is largely supported by lipids.
Lysophosphatidylcholine (LPC) and arachidonic acid (AA), which
are co-released following hydrolysis of membrane phospholipids by
phospholipase A, (PLA,) enzymes, are present at high concentra-
tions in these exudates and can directly activate ASIC3 channels at
physiological pH 7.4, that is, without any extracellular acidification.
LPC is also a strong potentiator of the acid-induced ASIC3 current,
similarly to what has been shown for AA (Deval et al, 2008). The
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combination of LPC and AA forms a potent endogenous signal that
induces firing in nociceptive C-fibers and triggers pain responses in
animals through an ASIC3-dependent mechanism. These results
illustrate the capacity of endogenous lipids to effectively activate
ASIC3 in vitro and in vivo, in the absence of any extracellular pH
variations to generate pain in rodents and also probably in humans.

Results

Non-acidic painful human inflammatory exudates activate
ASIC3 channels

Several studies have reported a role for ASIC3 in mediating pain in
animal models of joint inflammation (Ikeuchi et al, 2008; Izumi
et al, 2012; Sugimura et al, 2015). We thus tested the effect of crude
human inflammatory exudates, collected from patients with joint
effusions, on human ASIC3 channels expressed in HEK293 cells
(Fig 1). Interestingly, exudates were not acid and two had a pH
close to 7.4 (exudates #2 and #13 with pH values of 7.45 + 0.02
and 7.49 + 0.01, respectively, see Fig EV1), although the visual
analog scale (VAS) for pain was elevated in patients (8/10 and 9/10
for patients #2 and #13, respectively, see Fig EV1). Extracellular
applications of these exudates on cells expressing human ASIC3
induced a slow sustained current, but not in non-transfected cells
nor in cells expressing human ASICla (Fig 1A-C). The exudate-
induced current reversed at +59 mV (Fig 1D) and was substantially
inhibited by the ASIC3 blocker APETx2 (Diochot et al, 2004)
(Fig 1E), confirming the direct activation of human ASIC3 channels
in the absence of extracellular acidification. Chelating lipids in these
exudates with bovine serum albumin (BSA, see Materials and Meth-
ods) significantly decreased their efficiency to activate human ASIC3
current (Fig 1F). Analysis of the total fatty acids (FAs) content of
exudates from patients #2 and #13, by transmethylation and gas
chromatography experiments (Fig 1G), revealed high levels of
palmitic acid (16:0), oleic acid (18:1), stearic acid (18:0), and arachi-
donic acid (20:4/AA), with concentrations estimated to 441 &+ 43,
914 + 129, 200 + 27 and 148 + 42 uM, respectively. As these FAs
could be either free or esterified into complex lipids such as phos-
pholipids, we also performed mass spectrometry experiments

Lipids activate ASIC3 without pH variations  Sébastien Marra et al

(Fig 1G, inset) that notably revealed high levels of lysophosphatidyl-
choline (LPC) in exudates (average concentrations estimated to
113 + 14, 26 + 3, 47 + 6 and 14 + 1 uM for LPC16:0, LPC18:1,
LPC18:0, and LPC20:4, respectively, data from 11 patients, see
Fig EV1). High contents of LPC have been similarly reported in
synovial fluids from patients with rheumatoid arthritis (Fuchs et al,
2005). Together, these data indicate that painful human inflamma-
tory exudates with a physiological pH close to 7.4 are able to acti-
vate a constitutive current generated by human ASIC3 channels and
that lipids are involved in this effect.

Arachidonic acid (AA) and lysophosphatidylcholine (LPC) activate
ASIC3 at pH 7.4

We next tested the effects of the different lipids on ASIC3 channels.
The fatty acid AA (20:4, w6) was already known to strongly potenti-
ate the acid-induced ASIC3 currents (Smith et al, 2007; Deval et al,
2008; Delaunay et al, 2012). We show here that AA (10 uM) was
also able to activate a slow sustained ASIC3 current at pH 7.4
(Fig 2A), that is, in the absence of extracellular acidification. In
contrast, palmitic acid (16:0 at 10 uM), stearic acid (18:0, 10 uM),
or oleic acid (18:1 at 10 uM) failed to activate a similar current
when applied at pH 7.4 on cells transfected with human ASIC3
(Fig 2A). Because we also found high levels of LPC in exudates
(Fig 1G, inset), we tested the effect of this lysophospholipid on
human ASIC3 current at resting pH 7.4. We found that LPC16:0,
LPC18:0, or LPC18:1 (10 uM each) had potent activating effects
(Fig 2A), and the most efficient activation was obtained with
LPC16:0 and LPC18:1. In good agreement with these results,
LPC16:0 and LPC18:1 also activated a slow sustained current when
applied at pH 7.4 on cells transfected with rat ASIC3, whereas
palmitic acid, oleic acid, or phosphatidylcholine containing both
palmitic and arachidonic acid (PC 16:0/20:4) had no effect (Fig 2B).
Activation of rat ASIC3 by LPC16:0 and LPC18:1 was comparable,
while LPC10:0 or LPC18:0 had a much smaller effect (see Fig EV2).
We next tested the effect of crude LPC extracted from bovine brain,
which mainly contains a mix of LPC16:0, LPC18:0, and LPC18:1
(Fig 2C-E). Crude brain LPC at 10 uM also activated a current at
resting pH 7.4 in different cell lines transfected with rat ASIC3, but
not in non-transfected cells (F-11, HEK293, and CHO cells, Figs 2C,

Figure 1. Non-acidic human inflammatory exudates activate recombinant human ASIC3 channels.

A

Whole-cell recording experiments performed at —80 mV showing that extracellular application of joint exudate from patient #2 (ex#2, pH = 7.45 + 0.02) activates
an inward sustained current in HEK293 cells transfected with human ASIC3 channels (hA3), but not in non-transfected cells (NT). Functional expression of hA3 is
shown by the presence of a typical current in response to extracellular acidification (from pH 7.4 to pH 6.6, insets).

Effect of exudate from patient #13 (ex#13, pH = 7.49 £ 0.01) on HEK293 cells expressing either human ASIC3 or ASIC1a channels (insets: currents induced by
extracellular acidification from pH 7.4 to pH 6.6).

Histograms showing the mean amplitudes of exudate-induced currents (ex#2 and ex#13) measured from hASIC3 (n = 9), hASIC1a (n = 5), or non-transfected cells
(n = 5) as illustrated in (A) and (B) (*P < 0.05 and **P < 0.01, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post hoc test; error bars indicate = SEM).

Current-voltage relationship of the exudate-induced current (ex#2) as shown in (A). The current reverses at +59 mV (inset: current traces recorded at different
voltages and at pH 7.4).

Effect of APETX2 on ex#2-induced current. The dashed line indicates the zero current level (difference between recordings is due to inhibition by APETx2 of the
human ASIC3 alkaline-activated current already present at pH 7.4 (Delaunay et al, 2012).

Mean amplitude of the hASIC3 currents induced by either the crude exudate from patient #13 or its delipidated fraction (n = 6 for each condition, **P < 0.01,
Mann-Whitney U-test; error bars indicate + SEM).

Left panel: Typical chromatography (GC) analysis of human inflammatory exudate from patient #13 showing the presence of different fatty acids. Right panel:
Estimated mean concentrations of palmitic (16:0), oleic (18:1), stearic (18:0), and arachidonic (20:4) acids in exudates from patients #2 and #13 (n = 2 for each fatty
acid). Inset shows the estimated mean concentrations of different LPC species (LPC16:0, LPC18:1, LPC18:0, and LPC 20:4) obtained following MS analysis of exudates
from 11 patients (n = 11 for each LPC, see also Fig EV1). Error bars indicate + SEM.
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Figure 2. Effect of fatty acids and lysophosphatidylcholine on recombinant ASIC3 channels.
Whole-cell recordings obtained at —80 mV from HEK293 and F-11 cells expressing either the human or the rat ASIC3 channels (hA3 or rA3) and from non-transfected cells (NT).
The number of experiments (n) is indicated above each bar graph and error bars represent 4 SEM.

A

Extracellular applications of different fatty acids (20:4/AA, 16:0, 18:0, and 18:1) and lysophosphatidylcholine (LPC16:0, LPC18:0, and LPC18:1) at 10 uM and at pH 7.4
on HEK293 cells expressing human ASIC3 channels (hA3). Histograms that represent the statistical analysis of data are shown in bottom panel, and current densities
are measured following 30-s applications of fatty acids or 10-s applications of LPC (*P < 0.05 and ***P < 0.001, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post hoc
test; ###p < 0,001 as compared to effects of the respective fatty acids).

Comparison of the effects of palmitic acid (16:0, 10 pM), oleic acid (18:1, 10 uM), LPC16:0 (10 uM), LPC18:1 (10 uM), and phosphatidylcholine (PC) 16:0/20:4 (10 pM)
on HEK293 cells expressing rat ASIC3 channels. Current densities are measured following 30-s applications of fatty acids (16:0, 18:1), or 10-s applications of LPC, in the
extracellular medium at resting pH 7.4. Typical current trace and statistical analysis of data are shown on the top and bottom, respectively (*P < 0.05 and **P < 0.01,
Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post hoc test).

Crude LPC extracted from bovine brain elicits a current on F-11 cells expressing rat ASIC3 channels but not on non-transfected cells. Current densities are measured
following 30-s applications of 10 pM LPC at resting pH 7.4 (**P < 0.01, Mann-Whitney U-test).

Dose-dependent activation of rat ASIC3 channels by crude LPC in HEK293 cells. ASIC3 current densities are measured at resting pH 7.4, following extracellular
applications (20 s) of different concentrations of LPC. Inset shows the dose-response curve of the activating effect of LPC fitted with a Boltzmann (ICs, estimated at
43 pM).

Effects of different lysophospholipids (10 uM each) applied extracellularly for 20 s at resting pH 7.4 on HEK293 cells expressing or not rat ASIC3 channels (rA3 or NT,
respectively). Left panel: Typical current traces recorded from ASIC3-transfected cells upon application of lysophosphatidic acid (LPA, upper left) and
lysophosphatidylcholine (LPC, lower left). Right panel: Bar graph representing the mean current densities measured following application of LPA,
lysophosphatidylethanolamine (LPE), lysophosphatidylserine (LPS), LPC, or lysophosphatidylinositol (LPI) (***P < 0.001 as compared to NT, Mann—-Whitney U-test).
Inset shows the effect of LPC 10 uM at resting pH 7.4 on cells transfected with either rat ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a or ASIC3 channels, or on non-transfected (NT) cells
(*P < 0.05 and **P < 0.01, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post hoc test).
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2D-E, and EV3, respectively). The activation of ASIC3 by LPC was
observed for concentrations > 1 uM, with an estimated ECs, of
4.3 uM (Fig 2D). Hydrolysis of membrane phospholipids by
PLA, enzymes leads to the release of different lysophospholipids,
including LPC, but also lysophosphatidylethanolamine (LPE),
lysophosphatidylserine (LPS), lysophosphatidylinositol (LPI), and
lysophosphatidic acid (LPA). LPC was the only lysophospholipid
able to significantly activate an ASIC3 current at resting pH 7.4
(Fig 2E). Moreover, the activating effect of LPC was specific for
ASIC3 channels since it failed to induce a similar current in cells
expressing either ASICla, ASIC1b, or ASIC2a channels (Fig 2E,
inset). Together, these data indicate that individual application of
micromolar (> 1 uM) concentrations of LPC (and most probably
also AA), in the extracellular medium and at resting pH 7.4, led to
the activation of ASIC3 channels in a slow and sustained manner.
The most potent activation was obtained with LPC16:0 and
LPC18:1, showing the importance for the effect of the amphipathic
properties of LPC molecules and of the length of their lipid chain.

LPC also potentiates the acid-induced ASIC3 current and it acts
by shifting the pH dependence of the channel

To further explore the mechanism of action of lipids on ASIC3, we
tested the effect of LPC on its acid-induced current. In addition to
the activating effect at resting pH 7.4 (Fig 3A, ILyisa), LPC (10 uM)
also strongly potentiated the pH 7.0-induced ASIC3 current (Fig 3A).
The effect started immediately after its application on the extracellu-
lar side of the cells and reached a maximum after 3 min (Fig 3A,
bottom panel). Although submicromolar concentrations of LPC did
not activate ASIC3 channels at pH 7.4 (Fig 2D), they potentiated the
acid-induced ASIC3 current (Fig 3B, inset). The potentiating effect
was reversible upon washout (Fig 3B, inset) and was clearly depen-
dent on LPC extracellular concentration. However, the ECsq was not
calculated because it was not possible to reach the maximal effect.
The efficacy of different lysophospholipids to modulate the pH 7.0-
induced ASIC3 current was also tested on transfected cells (see
Fig EV4). LPC had the strongest potentiating effect with a ~fivefold

The EMBO journal

increase of the pH 7.0-activated ASIC3 peak current while LPA and
LPE had no significant effects. LPS and LPI also displayed a signifi-
cant but much smaller potentiating effect, with ~1.6-fold increases
for both lysophospholipids. LPC acted on the channel by shifting its
pH-dependent activation curve toward more alkaline pH values,
with no effect on inactivation (Fig 3C), leading to an increase of the
ASIC3 window current (Fig 3D), similarly to the effect we previ-
ously described for AA (Deval et al, 2008). As a result, LPC is not
only a strong potentiator of the acid-induced ASIC3 current, but it
also generates a small but constitutive ASIC3 current at resting
physiological pH 7.4, that is, in the absence of any extracellular
acidification.

These data demonstrate that LPC is the most efficient lysophospho-
lipid acting on ASIC3 channels. It induces an alkaline shift of the
pH-dependent activation curve, leading to (i) a strong potentiating
effect on the acid (pH 7.0)-induced current and (ii) activation of a
constitutive current at physiological pH 7.4.

Interaction between lipids and ASIC3 channels

The effects of LPC on ASIC3 channels could be either direct or indi-
rect, because of lysophospholipid insertion into the external leaflet
of the plasma membrane and subsequent non-symmetrical
membrane deformation. We therefore tested the effects of another
amphipathic molecule known to modify the cell shape (Sheetz &
Singer, 1974), that is, the crenator trinitrophenol (TNP), which pref-
erentially inserts into the external leaflet of the bilayer. As expected,
TNP-induced strong modifications of cell surfaces as shown by
experiments of scanning ion conductance microscopy (Fig 4A; left
panel, average roughness of membranes of 0.21 £+ 0.10 um vs.
0.12 4+ 0.04 um in control conditions, n = 30 cells, P < 0.01). On
the other hand, TNP was not able to activate a significant ASIC3
current at resting pH 7.4 (Fig 4A, right panel). The TNP-induced
membrane modifications observed here were typical “crenations”,
with sizes similar to those previously observed by electron micro-
scopy (Sheetz et al, 1976). Conversely, extracellular application of
LPC or AA, which actually both activated significant ASIC3 currents

© 2016 The Authors
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Figure 3. LPC activates ASIC3 channels at pH 7.4 and potentiates its acid-induced activity.

Effects of crude LPC extracted from bovine brain on HEK293 and F-11 cells expressing the rat ASIC3 channels. LPC is applied extracellularly in the pH 7.4 bathing solution, and
data are obtained from whole-cell patch-clamp experiments performed at —80 mV. The number of experiments (n) is indicated in brackets, dotted lines on traces represent
the zero current level, and error bars indicate & SEM.

A Effect of LPC (10 uM) on pH 7.0-induced ASIC3 current represented as a function of time. Inset: typical recording illustrating the potentiating effect of LPC on the pH
7.0-induced current recorded in F-11 cells. The curve on the bottom represents current amplitudes measured after LPC application and normalized (I/l¢;q) to those
measured in control conditions, that is, before the application of lipid. Note the basal constitutive current induced by LPC at resting pH 7.4 (arrows, lpasal)-

B Dose-response effect of the potentiation by LPC of the pH 7.0-induced ASIC3 current obtained from HEK293-transfected cells. The percentage of effect is calculated by
comparing current amplitudes before and after application of LPC. Inset: typical potentiating effect of LPC (1 uM) on a pH 7.0-induced ASIC3 current showing
reversibility upon washout. Note that this concentration is not sufficient to induce the basal constitutive current at pH 7.4 shown in (A).

C Effect of LPC (10 pM) on the pH-dependent activation and inactivation curves of ASIC3 channels expressed in F-11 cells. Acid-induced ASIC3 currents are normalized
to their maximal peak amplitude measured at pH 5.0, and the protocol used to obtain the curves is shown in the inset (data from three different cells).

D Effect of LPC (10 uM) on the ASIC3 window current measured between pH 8.0 and pH 6.6 from HEK293 cells. Inset: typical current trace obtained in control condition
with the arrows (w) indicating the different points at which the window current is measured. Amplitudes of the ASIC3 window current are measured in control
condition (without LPC, data from 8 different cells) and after 30-s applications of LPC (data from 6 different cells). Current amplitudes, measured at different external
pH in both control and LPC condition, are normalized to the basal current level measured at pH 8.0 without LPC (bottom graph).
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Figure 4. Effect of trinitrophenol (TNP), LPC, and AA on the cell
membrane shape and ASIC3 channel activity at pH 7.4.

A Representative SICM experiments (left panel) performed on HEK293 cells
showing the effects of the crenator trinitrophenol (TNP), of LPC (bovine
brain extract) and of AA on the membrane shape (TNP at 5 mM, LPC at
30 uM and AA at 10 pM). SICM images are obtained before (control) and
after extracellular application of TNP, LPC, or AA. Whole-cell recording
experiments (right panel), performed at —80 mV, showing the
corresponding effect of TNP (5 mM, 30-s applications), LPC (10 uM, 10-s
applications), and AA (10 puM, 30-s applications) on rat ASIC3 channels at
resting pH 7.4 (**P < 0.01, significant current induced at pH 7.4, and
##p < 0.01, Wilcoxon tests).

B Effect of LPC applied either intracellularly or extracellularly in excised
patch-clamp experiments recorded from rat ASIC3-transfected F-11 cells.
Outside-out (left panel) and inside-out (right panel) currents were recorded
at —50 mV and +50 mV, respectively. Histograms show the mean
amplitudes of the currents induced by LPC (10 uM) applied either at pH 7.4
(extracellular side, outside-out) or at pH 7.2 (intracellular side, inside-out).
These two different pH values mimic the resting physiological pH of
extracellular and intracellular media, respectively. For outside-out
experiments, LPC-induced current amplitude is measured from patches
that also displayed a typical ASIC3 inward current following extracellular
acidification from pH 7.4 to pH 7.0 (inset). The dotted lines represent the
basal current level.

Data information: The number of experiments (n) is indicated below or above
each bar graph, and error bars represent + SEM.

at resting pH 7.4 (Fig 4A, right panel), did not induce any
membrane deformation (Fig 4A, left panel; average roughness of
membranes of 0.10 + 0.02 pm for LPC and 0.12 + 0.04 pm for AA
as compared to 0.12 £+ 0.04 pm in control conditions, n = 30 cells,
P > 0.05). Figure 4A (right panel) also shows that the activation of

© 2016 The Authors
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ASIC3 was more important with LPC than with AA. Furthermore,
we also show that the activation of ASIC3 by LPC at pH 7.4 occurred
in the outside-out patch-clamp configuration, when the lipid was
applied to the extracellular side of the membrane (Fig 4B, left
panel). In contrast, no inward ASIC3 current was recorded in the
inside-out patch-clamp configuration (Fig 4B, right panel), when the
lipid was applied to the intracellular side of the membrane. Smith
and colleagues reported a potentiating effect of AA on the acid-
induced ASIC2a current from both sides of the membrane (Smith
et al, 2007). Difference between these results and our data could
suggest differential mechanisms of action of AA and LPC on ASICs.
However, both works cannot be readily compared because (i) the
channel subtypes tested in excised patch-clamp experiments are dif-
ferent (ASIC3 vs. ASIC2a) and (ii) the activating effect of LPC at
resting pH 7.4 was not tested in the work of Smith and colleagues.
Consistently, we did not observe any activation of rat ASIC2a chan-
nel following application at physiological pH 7.4 of LPC (see Fig 2E,
inset) or co-application of LPC and AA (see Fig 5B).

Altogether, these results suggest that the effects of LPC and AA
on ASIC3 channels are probably not due to an indirect mechanical
deformation of the plasma membrane, but rather to a more direct
effect of the lipid on the extracellular side of the channels.

The combination of LPC and AA strongly activates ASIC3 channels
without any extracellular acidification

Lysophosphatidylcholine and arachidonic acid are co-released follow-
ing hydrolysis of cell plasma membrane by PLA, enzymes. We there-
fore tested the co-application of both lipids on the ASIC3 channels
activity at pH 7.4 (Fig 5). LPC and AA activated a stronger ASIC3
current than LPC alone (Fig 5A). This effect was specific of ASIC3
channels, since we did not observe any significant current on cells
transfected with ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a, or ASIC2b subunits follow-
ing co-applications of LPC16:0 + AA at pH 7.4 (Fig 5B). A voltage
ramp protocol was then used before and during application of lipids
to measure the reversal potential of the current activated by
LPC16:0 + AA in ASIC3-transfected cells (Fig 5C). The lipid-activated
current had a reversal potential estimated to be close to +60 mV, indi-
cating that it is mainly carried by Na™ ions, and it was significantly
inhibited by the ASIC3-inhibitory peptide APETx2 (Fig 5D). These
data demonstrate that ASIC3 can specifically integrate endogenous
lipid signals produced by hydrolysis of the membrane phospholipids
in the absence of extracellular pH variations.

LPC and AA constitute a lipid signal that activates native ASIC3
channels and produces pain in rodents

To test the relevance of the activation of ASIC3 by lipids at resting
pH 7.4 in a context of native ASIC3 channels, LPC and AA were co-
applied at pH 7.4 to rat dorsal root ganglia (DRG) neurons. Co-appli-
cation of both lipids induced a constitutive current, which was
largely prevented or inhibited by the non-selective ASIC blocker
amiloride (Fig 6A). The native lipid-induced current was observed
in 11 out of 25 neurons (44 %, see Fig 6B, inset), corresponding to
small and medium diameter neurons (8 and 3 cells, respectively)
that all displayed an acid (pH 6.6)-induced ASIC current (ASIC™
neurons). Lipid-induced current was also sensitive to the ASIC3
inhibitory peptide APETx2 (Fig 6B, lower panel). Similarly to what
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Figure 5. LPC and AA act together to specifically activate ASIC3 at physiological pH 7.4.

A Whole-cell recording experiments performed at —80 mV and showing that co-application of LPC (bovine brain extract) and AA (10 puM each) at pH 7.4 results in a
stronger activation of the rat ASIC3 current in transfected F-11 cells, as compared to the effect of LPC alone (**P < 0.05, Mann-Whitney U-test; *#P < 0.01 and
###p < 0,001, significantly different from non-transfected (NT) cells, Mann—Whitney U-tests).

B Effect of a co-application of LPC and AA on different ASIC channel subtypes expressed in transfected F-11 cells. Extracellular application of both lipids during 20 s
(LPC16:0 + AA, 10 uM each) at resting pH significantly activates rat and human ASIC3 channels but not rat ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a, or ASIC2b channels (***P < 0.001,
significantly different as compared to the effect of AA + LPC on non-transfected cells shown in A, Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s post hoc test).

C Current-voltage relationship of the rat ASIC3 current induced by extracellular application of LPC16:0 + AA (10 uM each, data from 9 different cells). Voltage ramp
protocols (inset) were imposed to the cells for 10 ms before (to) and after (t1s) a 15-s application of both lipids (see current trace at the top). The lipid-induced ASIC3
current is obtained as the difference between t;5 and t, currents, and the estimated reversal potential is near +60 mV.

D Effect of the ASIC3 inhibitory peptide APETX2 (1 uM) on the current induced by co-application of LPC16:0 and AA (10 uM each) at pH 7.4 on ASIC3-transfected cells
(*P < 0.05, Wilcoxon test).

Data information: The number of experiments (n) is indicated below or right of each bar graph, and error bars represent + SEM.

we observed on primary cultures of DRG neurons, nerve-skin exper- action potential (AP) firing, which was prevented when lipids were
iments showed that co-application of lipids (LPC16:0 + AA) to the co-applied together with amiloride (Fig 6C). Furthermore, the
peripheral endings of rat C-fibers provoked a significant increase of in vivo injections of LPC16:0 + AA to the dorsal face of rat hindpaws

The EMBO journal © 2016 The Authors
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Figure 6. LPC and AA activate native ASIC channels in DRG neurons and increase C-fibers firing and pain behavior through an ASIC3-dependent mechanism.

A Effect of amiloride (1 mM) on native whole-cell currents recorded at —80 mV and induced by the co-application of LPC and AA (10 uM each) at pH 7.4 on rat DRG

neurons (*P < 0.05, Wilcoxon test).

B Typical inhibitory effect of APETx2 (1 uM) on the lipid-induced (LPC16:0 + AA) current recorded at pH 7.4 from rat DRG neurons. Inset: percentage of DRG neurons
(picture, scale bar = 20 pum) responding to lipids and that displayed (ASIC*) or do not displayed (ASIC™) a pH 6.6-induced ASIC current.

C Nerve-skin experiments showing the effect of lipids (LPC16:0 + AA, 48 nmole each), applied for 2 min onto the receptive fields of C-fibers in the skin, either with
amiloride (1 mM) or alone. Top trace shows a typical recording of C-fiber firing with an enlarged action potential (AP) on the right, while the average spike frequency
is represented at the bottom. Lipids provoke an increase of AP firing, which is blocked when co-applied with amiloride (**P < 0.01 for LPC16:0 + AA vs. vehicle and
LPC16:0 + AAvs. LPC16:0 + AA + amiloride, Friedman test followed by a Dunn’s post hoc test).

D Pain behavioral experiments showing the number of rat flinches induced by a hindpaw injection of LPC16:0 + AA (2.4 nmole each) or vehicle (0.24% ethanol). Lipids
are injected either alone or in the presence of APETx2 (0.2 nmole) or amiloride (20 nmole) (*P < 0.05, *#P < 0.01 and ***P < 0.001, Kruskal-Wallis test followed by

Dunn’s post hoc tests).

E Lipid-induced pain in wild-type (WT) and ASIC3 knockout mice (ASIC3 KO). Lipids (LPC16:0 + AA, 4.8 nmole each) or vehicles (0.96% ethanol) are injected into a
hindpaw, and the pain behavior is represented as the time spent by mice licking, biting, and shaking their injected paw for 20 min (*#P < 0.01 and ***P < 0.001,

two-way ANOVA tests followed by Bonferroni’s post hoc tests).

Data information: The number of experiments (n) is indicated right of or above each bar graph, and error bars represent + SEM.

produced a significant pain behavior (flinches) as compared to
injections of vehicle (Fig 6D). The lipid-induced pain was signifi-
cantly reduced when the pharmacological inhibitors APETx2 or
amiloride were co-injected together with LPC16:0 and AA in rats,
strongly suggesting an involvement of ASIC3-containing channels in
the observed effect. Finally, injections of LPC16:0 + AA into mouse
hindpaws induced a pain behavior in wild-type animals that was
significantly reduced in ASIC3 knockout mice (Fig 6E), further
supporting the specificity of the effects with regard to ASIC3
channels.

Combination of these in vitro, ex vivo, and in vivo results demon-
strate that native ASIC3 currents in DRG neurons are also activated
by lipids at physiological pH 7.4, increasing the firing rate of C-fibers
and producing pain in rodents.

Discussion

ASIC channels are gated by extracellular protons and are considered
as pH sensors. However, in addition to protons, several endogenous
modulators of these channels have also been described. For
instance, FMRFamide-related peptides have been reported to
directly interact with ASICs to potentiate their activity (Askwith
et al, 2000; Deval et al, 2003). ATP, lactic acid, arachidonic acid,
agmatine, serotonin, and hypertonicity also enhance the proton-
induced ASIC3 current (Immke & McCleskey, 2001; Smith et al,
2007; Deval et al, 2008; Birdsong et al, 2010; Li et al, 2010; Yu et al,
2010; Wang et al, 2013), supporting the idea that this channel
behaves as a coincidence detector able to sense protons and several
other endogenous stimuli. In addition, ASIC3 has been shown to be
activated at physiological pH 7.4 by the synthetic compound GMQ
(2-guanidine-4-methylquinazoline), and this effect involves a site in
the channel different from the one identified for the effect of protons
(Yu et al, 2010). This non-proton binding site has also been
proposed to participate in the effect of the endogenous arginine
metabolite agmatine (Li et al, 2010), and it is required for the para-
doxical stimulation of ASIC3 by amiloride (Li et al, 2011). Finally, a
toxin isolated from the Texas coral snake’s venom, MitTx, is able to
robustly activate ASIC1 channels (Bohlen et al, 2011), indepen-
dently of protons. These data suggest the attractive possibility that
endogenous stimuli can physiologically activate ASIC channels in
the absence of any extracellular acidification.
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Activation of ASIC channels by endogenous compounds in the
absence of extracellular pH variations is further supported by our
observation that non-acidic exudates from patients with painful
joint effusions can activate recombinant ASIC3 channels in vitro.
The activating effect is largely supported by lipids, which are
present at high levels in the human exudates. We further identify
lysophosphatidylcholine and arachidonic acid as activators of ASIC3
at resting pH 7.4. Extracellular acidification is therefore not the
unique signal able to generate an ASIC activity, and lipids can also
induce a slowly activating sustained ASIC3 current. Individually,
LPC and AA act on the channel with similar kinetics, both shifting
their pH dependence for activation toward more alkaline values.
This effect leads to a strong potentiation of the pH-activated ASIC3
current (this work, but see also Deval et al, 2008) and, importantly,
to a constitutive depolarizing ASIC3 current at resting physiological
pH 7.4. LPC has a more potent activating effect than AA,
most probably because of a stronger shift of the channel pH
dependence. When applied together, LPC and AA have a cumulative
effect on ASIC3 channels. As the two lipids are released simultane-
ously following hydrolysis of membrane phospholipids by PLA,
(Murakami et al, 2011), this finding supports the idea that they
represent an endogenous lipid signal able to trigger constitutive
ASIC3 activity in the absence of extracellular pH variations. Such
activation by lipids significantly extends the contribution of ASIC3
in pain sensing. At resting pH 7.4 and in the presence of lipids,
ASIC3 can indeed behave as a background depolarizing channel,
which sensitizes neurons toward other stimuli and/or could trigger
long-lasting pain. On the other hand, lipids also strengthen the
sensitivity of ASIC3 channels to extracellular pH acidifications, an
effect that can greatly contribute to pain enhancement in conditions
of tissue acidosis.

The constitutive ASIC3 current is activated by micromolar
concentrations of AA and LPC (> 1 uM), which correlate well with
the levels of lipids (> 20 uM) found in human exudates in the
present study. LPC is particularly interesting because it has the
strongest effect on ASIC3, which has never been described before,
and because its role in pain remains poorly documented. Indeed,
although LPC is known to indirectly induce peripheral neuropathy
and pain through nerve demyelination (Wallace et al, 2003; Inoue
et al, 2008), our data also support a more direct contribution to pain
through an effect on the activity of ASIC3 channels. Moreover,
high level of LPC (> 300 uM) has been reported in human plasma
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(Wiesner et al, 2009), and it is considered as a lipid second messen-
ger involved in the pathogenesis of inflammatory diseases. For
instance, both the plasma and the synovial fluids of patients with
rheumatoid arthritis are enriched with LPC-containing saturated
fatty acid (Fuchs et al, 2005), in good agreement with our data
showing a concentration of LPC16:0 greater than 50 pM in exudate
of patient with a similar pathology. Effects of LPC on other pain-
related channels have also been reported in vitro, on the thermal
sensitivity of the TRPM8 cold/menthol receptor (Andersson et al,
2007), and on the potassium channel TREK-1 (Maingret et al, 2000).
Interestingly, the tissue level of LPC rapidly increases following
myocardial ischemia (Sedlis et al, 1993; Daleau, 1999), a pathologi-
cal condition for which ASIC3 channels have been proposed to be
the sensor of cardiac pain (Immke & McCleskey, 2001; Sutherland
et al, 2001).

Lysophosphatidylcholine is the most effective lysophospholipid
acting on ASIC3 (with a much lower effect of LPI and LPS, and no
effect of LPA), showing the importance of the choline head, and
suggesting some specificity in the effect. The fatty acid chain of
LPC is also important since the activation of ASIC3 mainly occurs
when the lysophospholipid contains palmitic acid (16:0) or oleic
acid (18:1), which are the principal fatty acids that compose phos-
phatidylcholine in normal human brain (Svennerholm, 1968). On
the other hand, the fatty acids 16:0, 18:0, or 18:1 are not able to
activate ASIC3 channels, demonstrating that the amphipathic struc-
ture of LPC is necessary to produce the activation. Due to their
abilities to insert into lipid bilayers, amphipathic molecules such
as lysophospholipids or AA can be considered as compounds
inducing membrane curvature changes according to the “bilayer
couple theory” (Sheetz & Singer, 1974) and/or to their cone shapes
(Pascher et al, 1992; Lundbaek & Andersen, 1994). The activating
effects of LPA, LPC, and AA on the mechano-sensitive TREK/
TRAAK channels have been suggested to be the consequence of
such membrane deformations (Maingret et al, 2000; Chemin et al,
2005; Brohawn et al, 2014). In the case of ASIC3, the activating
mechanism appears to be different since trinitrophenol, which
crenates cell membranes, failed to reproduce the effects of LPC or
AA. Moreover, although ASIC3 has been involved in mechano-
sensory processes (Price et al, 2001; Chen et al, 2002; Page et al,
2005; Fromy et al, 2012), the channel does not appear to be
directly gated by mechanical stimulation (Drew et al, 2004). Even
if it is difficult to definitely rule out whether the effect of LPC or
AA on ASIC3 is an indirect consequence of changes in the plasma
membrane physicochemical properties, we favor more direct acti-
vating mechanisms associated with accumulation of the two lipids
onto, or in the close vicinity of the channel. However, LPC can
also act via G-protein-coupled receptors (GPCRs, for review, see
Meyer zu Heringdorf & Jakobs, 2007), and we cannot completely
exclude a possible indirect activation of ASIC3 via such membrane
receptors.

In conclusion, the present work reveals that LPC and AA consti-
tutively activate ASIC3 channels expressed in peripheral sensory
neurons in the absence of pH variations, leading to pain under rest-
ing pH conditions. This activation may have broader consequences
than only pain, especially in humans where ASIC3 is more largely
expressed than in rodents (Delaunay et al, 2012). The discovery of
such endogenous lipid activators of ASIC3 at physiological pH opens
new perspectives on the role of ASIC channels in both physiological
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and pathophysiological processes that are not necessarily associated
with extracellular pH variations.

Materials and Methods
F-11, CHO, and HEK293 cell cultures and transfection

F-11, CHO, and HEK293 cell lines were grown as described previ-
ously (Ettaiche et al, 2006). One day after plating, cells were
transfected with pIRES2-rASICla-EGFP, pIRES2-rASIC1b-EGFP,
pIRES2-rASIC2a-EGFP, pIRES2-rASIC2b-EGFP, pIRES2-rASIC3-EGFP,
or pIRES2-hASIC3a-EGFP vectors using the JetPEI reagent according
to the supplier’s protocol (Polyplus transfection SA, Illkirch,
France). Fluorescent cells were used for patch-clamp recordings
2-4 days after transfection.

Primary cultures of DRG neurons

Lumbar DRG neurons were dissected from adult male Wistar rats,
enzymatically dissociated and maintained in primary culture as
already described (Deval et al, 2008). The diameter of DRG neurons
recorded in patch-clamp ranged between 12 and 32 pm, with an
average of 24 + 1 um. Based on a classification where small,
medium and large neurons have diameters < 25 pm, between 25
and 40 um, and larger than 40 pm, respectively (Scroggs & Fox,
1992; Scholz et al, 1998; Molliver et al, 2005), we recorded 61 %
(22/36) of small neurons, 33% (12/36) of medium neurons and 6%
(2/36) of large neurons.

Patch-clamp experiments

We used whole-cell and excised configurations of the patch-clamp
technique to measure membrane currents (voltage clamp). Record-
ings were made at room temperature using an axopatch 200B ampli-
fier (Axon Instruments) with a 2 kHz low-pass filter. Data were
sampled at 10 kHz, digitized by a Digidata 1440 A-D/D-A converter
(Axon Instruments) and recorded on a hard disk using pClamp soft-
ware (version 10; Axon Instruments). For whole-cell and outside-
out experiments, the patch pipettes (2-8 MQ) contained (in mM)
the following: 135 KCl, 2.5 Na,-ATP, 2 MgCl,, 2.1 CaCl,, 5 EGTA,
and 10 HEPES (pH 7.25 with KOH). The control bath solution
contained (in mM) the following: 145 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl,, 2 CaCl,,
10 HEPES, and 10 glucose (pH 7.4 with N-methyl-D-glucamine or
NaOH). For inside-out experiments, the pipette and bath solutions
were reversed. MES was used instead of HEPES to buffer solution
pH ranging from 6.0 to 5.0, and ASIC currents were induced by
shifting one out of eight outlets of the microperfusion system from a
holding control solution (i.e., pH 7.4 or pH 8.0) to an acidic test
solution.

SICM experiments

Scanning ion conductance microscopy (SICM) is a technique in
which the ion current flowing into a nanopipette is used to control
the vertical (z-axis) position of the pipette tip relative to the cell
surface. Basic arrangement of the SICM for topographical imaging of
living cells has previously been described (Korchev et al, 1997). To
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scan sample, nanopipette probe was driven in the x- and y-direc-
tions by a piezo stage mounted on 25-mm translation stage DC
motors. Information on the lateral and vertical positions was
recorded and used to generate a three-dimensional (3D) topographic
image (ScanIC Image software, Ionscope). In this study, we used the
developed hopping mode of SICM (Novak et al, 2009). The present
instrument is based on an inverted optical microscope (Olympus
1X70). Ionscope Ltd provided SICM imaging software for DSP card.
Nanopipettes were made from 1.00 mm outer diameter, 0.58 mm
inner diameter glass microcapillaries (Intrafil) on a laser-based
Brown-Flaming puller (model P-2000, Sutter Instrument
Compagny). The measured nanopipette resistance was usually
80 MQ. Experiments were performed in HEPES control bath solu-
tion for extracellular medium and for intrapipette solution. SICM
images were made on HEK293 cells before and after 30-min incuba-
tions with TNP (5 mM), LPC (30 uM), or AA (10 uM). The
membrane roughness of cells, which is an arithmetical mean devia-
tion of the surface, was measured from the different SICM images
using Gwyddion software.

Nerve-skin preparation and single fiber recordings

The isolated skin-saphenous nerve preparation and single C-fiber
recording technique were used as described previously (Alloui
et al, 2006). The skin of the hindpaw of 8- to 14-week-old male rat
was dissected with the saphenous nerve. The skin was superfused
with warm (~30°C) synthetic interstitial fluid (SIF), in mM : 120
NaCl, 3.48 KCl, 5 NaHCOs, 1.67 NaH,PO,4, 2 CaCl,, 0.69 MgSO,,
9.64 Na-gluconate, 5.5 glucose, 7.6 sucrose, and 10 HEPES, pH
adjusted to 7.4 with NaOH, saturated with 0,/C0O,—95%/5%. The
receptive field of an identified C-fiber was searched by mechanical
probing of the skin and further characterized for mechano-
sensitivity with calibrated von Frey filaments. This protocol implies
that all C-fibers were mechano-sensitive. Conduction velocity was
< 1.3 m/s. C-fibers’ receptive fields were isolated with a thick-
walled elrin ring inside which solutions were applied (internal
volume of 400 ul) through local perfusion pipes of a CL-100 bipolar
temperature controller (Warner instrument). Recordings were
band-pass filtered between 60 Hz and 2 kHz and sampled at
10 kHz on computer with pClamp 9 software (Axon Instrument).
Action potential were analyzed with Spike2 software (Cambridge
Electronic Design). Spikes were discriminated off-line and visual-
ized individually.

Pain behavior experiments in rodents

Experiments were performed on adult male Wistar rats (Charles
River) and on adult male C57Black6] wild-type mice (Charles River)
and ASIC3 knockout mice (Wultsch et al, 2008). The protocol was
approved by the local ethical committee and the French government
(agreement # 02233.01) and was in agreement with the guidelines
of the Committee for Research and Ethical Issues of the Interna-
tional Association for the Study of Pain (Zimmermann, 1983).
Animals were kept with a 12-h light/dark cycle with ad libitum
access to food and water and were acclimated to housing and
husbandry conditions for at least 1 week before experiments. For
nociceptive behavior experiments, rats or mice were placed in a
transparent observation chamber where they were acclimated for at
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least 15 min. They were then gently restrained while saline solution
(0.9% NacCl, 20 pl for rat and 10 pl for mouse) containing either
vehicle (0.24% or 0.96% ethanol for rat and mouse, respectively),
lipids (LPC and AA, 2.4 or 4.8 nmole each for rats and mice,
respectively), lipids + APETx2 (0.2 nmole), or lipids + amiloride
(20 nmole) was administered subcutaneously into the dorsal face of
the hindpaw using a 26-gauge needle connected to a 100-ml Hamil-
ton syringe. The amount of lipids injected into the rat hindpaws
corresponds to the amount applied to a cell during a 30-s super-
fusion of 10 pM LPC or AA in patch-clamp experiments. Nociceptive
behaviors (i.e., number of flinches of the injected paw for rats or
time spent licking, biting, or shaking their injected paw for mice)
were counted over a 20-min period starting immediately after the
injection.

Chemicals

APETx2 was synthesized by Synprosis/Provepep (France), and
amiloride was purchased from Sigma (Saint Quentitn Fallavier,
France). Lipids were purchase from Sigma and/or Avanti (Coger,
France). All lipids were prepared as stock solutions in either saline,
DMSO, or EtOH, stored at —20°C, and diluted to the final concentra-
tion into saline solutions just before the experiments. LPA was
obtained from chicken egg; LPE and LPS were obtained from
porcine brain; LPC and LPI were obtained from bovine brain and
liver, respectively.

Human inflammatory exudates

Human samples of inflammatory exudates were collected from
patients with painful acute knee-joint effusions requiring joint aspi-
ration for diagnosis or treatment. All patients were recruited from
the Rheumatology Department of Nice University Hospital (CHU-
Nice, France) and provided informed consent before inclusion. The
study was approved by the Nice University Institutional Review
Board for Research on Human Subjects and has been conducted in
accordance with the French national regulations regarding patient
consent and ethical review. The study was registered in the Clini-
calTrials.gov protocol registration system (NCT 01867840), and it
includes patients with rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis,
osteoarthritis, ankylosing spondylitis, and chondrocalcinosis. After
biological analysis for patients care, the remaining exudates were
aliquoted, stored at —80°C, and further used for in vitro electrophys-
iological experiments on human ASIC3 channels. For experiments
in which lipids were chelated, 1 ml aliquots of exudates were
supplemented with BSA powder (2 uM final, 99% free fatty acids,
Sigma), vortexed, and centrifugated 10 min at 18,000 g and 4°C.

Lipid extraction

Lipid extraction has been adapted from the Folch method (Folch
et al, 1957). Fifty microliters of exudates was diluted in 950 pl of
water and transferred into glass tubes with PTFE caps (Pyrex
Labware) containing 500 ul of glass beads (@ 0.3-0.4 mm, Sigma-
Aldrich). Mixtures were supplemented with 4 ml of 2/1 (v/v) chlo-
roform (CHCl;)/methanol (CH30H) solution and lipid standard
(LPC17:0 or LPC13:0), and lipid extractions were carried out on an
orbital shaker (IKA® VX® basic Vibrax®, Sigma-Aldrich) at
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1,500 rpm for 2 h at room temperature. From the resulting emul-
sions, aqueous phases were dissociated from the lipid-containing
organic phases with a swing-out centrifuge for 5 min at 410 g.
Aqueous phases were discarded, and organic ones were supple-
mented with 1 ml of 4/1 (v/v) 2N KCI/CH;0H solution. Samples
were shaked for 10 min, and organic and aqueous phases were
separated as described before. The resulting organic phases were
complemented with 1 ml of 3/48/47 (v/v/v) CHCl3/CH;0H/H,0
solution, and an additional shaking step was carried out. As previ-
ously described, the resulting organic phases were isolated and,
then, transferred into new glass tubes. Those mixtures were supple-
mented with 1 ml of 3/48/47 (v/v/v) CHCl3/CH30H/H,O solution
and shaked for 10 min. The final organic phases containing the
whole lipids were isolated and solvent was evaporated at 80°C
under a nitrogen beam (1 bar) before storage at —80°C.

Phospholipids purification and mass spectrometry analysis

Dry samples of total lipids were resuspended in 1 ml dichloro-
methane, by shaking for 30 s on a vortex. These solutions were
loaded onto silica columns (BOND ELUT-SI, 100 mg 1 ml, Agilent
Technologies) previously conditioned (cleared with 3 ml methanol
and 2 ml dichloromethane successively). The bounded fractions
were cleaned with 2 ml dichloromethane (for non-polar lipids
elution) and 3 ml acetone (for glycolipids elution) successively.
Finally, 2 ml of 50/45/5 (v/v/v) CHCl3;/CH30H/H,0 solution was
loaded onto the columns and the eluted fractions containing the
phospholipids were collected into glass tubes. Solvent was evapo-
rated at 80°C under a nitrogen beam (1 bar), and samples were
stored at —80°C prior to analysis. Dry purified phospholipids were
resuspended in 100 ul of 2/1/1 (v/v/v) isopropanol/ acetonitrile/
water + 1% (v/v) formic acid, and the molecular species were
analyzed by electrospray ionization—mass spectrometry (ESI-MS),
in positive ion mode. Resulting spectrograms were notably used to
analyze the acyl content of different phospholipid species by
MS-MS.

Fatty acids transmethylation and gas chromatography analysis

Dry samples of total lipids were resuspended in 200 pl of cyclohex-
ane, by shaking for 30 s on a vortex. Samples were supplemented
with 2.5 ml of 2% (v/v) sulfuric acid (H,SO,)/CH;0H, and trans-
methylations of fatty acids (free or esterified in species such as
triglycerides, sterylesters, phospholipids or lysophospholipids) were
carried out at 80°C for 1.5 h (volumes were regularly adjusted with
2% (v/v) H,SO4/CH;0H). Mixtures were supplemented with 1.5 ml
of water and 1.5 ml of cyclohexane, shaked on a vortex for 30 s,
and then centrifuged at 410 g for 30 s. The resulting cyclo-
hexane phases containing the methylesters of fatty acids were
collected into separated new glass tubes. An additional extraction
step was carried out with 1.5 ml of cyclohexane as previously
described, and the resulting cyclohexane phases were pooled with
the formers. Solvent was evaporated at 80°C under a nitrogen beam
(0.5 bar), and samples were stored at —80°C prior to analysis. Dry
methylesters of fatty acids were resuspended in 100 pl of cyclohex-
ane, and 2 pl of cyclohexane was injected for gas chromatography
(GC) analysis on a DB5 column (Agilent Technologies, France).
Program of column elution was as follows: 50°C held for 2 min,
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temperature increased by 30°C/min until 230°C and held for
12 min, and finally, temperature increased by 30°C/min until 300°C
and held for 15 min. Retention time’s areas under peaks of lipid
standards were used to identify and quantify lipids from exudates.

Statistical analysis

Data analysis was performed using Microcal Origin 8.5 and
GraphPad Prism 4.03 softwares. Data are presented as
mean =+ s.e.m. and statistical differences between sets of data were
assessed using either parametric or nonparametric tests followed by
post hoc tests, when appropriate.

Expanded View for this article is available online.
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En complément des résultats publiés dans cet article, nous avons développés deux
modeles de douleurs chroniques qui nous ont permis d’obtenir des résultats

préliminaires.

Le premier modele, est un modéle de douleur musculaire chronique. C’est une
adaptation du modele développé par le groupe de Kathleen Sluka. Il consiste en deux
injections séparées d’un intervalle de cinq jours, d'une solution acide dans le muscle
gastrocnémien chez la souris. Cette double injection induit une hyperalgie mécanique
secondaire (i.e., au niveau de la patte) qui perdure dans le temps (i.e., jusqu'a 4
semaines) et qui est dépendante des canaux ASIC3 (Sluka et al., 2011 ; Sluka et al.,
2003). Nous avons adapté ce modele en injectant non pas une solution acide, mais du
sérum physiologique contenant de ’AA et de la LPC (4.8 nmole de chaque) ou de

I’éthanol 0.96% (véhicule, souris controles).

Les résultats préliminaires montrent que les souris injectées avec le cocktail de
lipides développent une hyperalgie mécanique apres la deuxieme injection. Cette
hyperalgie dure jusqu’a deux semaines apres la deuxiéme injection [ Figure 28]. Cela
équivaut a la durée de I'’hyperalgie induite par I'injection d’une solution a pH 5.0,
décrite dans la littérature (Sluka et al., 2001).

Ces expériences doivent maintenant étre menées chez les souris KO ASIC3 pour
démontrer l'implication des canaux ASIC3 dans cette hyperalgie mécanique

secondaire.
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Figure 28 : Hyperalgie mécanique musculaire secondaire.

Les lipides (LPC + AA, 4.8 nmole de chaque) ou le véhicule (éthanol 0.96%) sont injectés dans le
muscle gastrocnémien de la patte droite de la souris. Les deux fleches noires représentent les deux
injections. Le comportement douloureux est observé en mesurant le seuil mécanique de retrait de la
patte (en grammes) en utilisant un appareil (Von Frey dynamique) permettant d’appliquer une
pression croissante sous la patte de 'animal. Les résultats sont normalisés par rapport au seuil basal
avant la premiere injection. Les résultats préliminaires montrent qu’apres la deuxieéme injection une
hyperalgie mécanique secondaire se développe chez les souris injectées avec les lipides. Cette

hyperalgie ne se développe pas chez les souris injectées avec de I’éthanol (n = 12).
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Le deuxieme modele, est un modele de douleur articulaire chronique. C’est une
adaptation du modele développé par le groupe de Masahiko Ikeuchi (Sugimura et al.,
2015). Le protocole est le méme que celui du modele de douleur musculaire
chronique, a deux différences pres. Cette fois les deux injections ont lieu chez la
souris, dans l'articulation du genou et non pas dans le muscle et nous n’injections que
de la LPC (9.6 nmole) ou de I’éthanol 0.96% (véhicule, souris controles).

Les résultats obtenus montrent que les souris injectées avec la LPC développent une
hyperalgie mécanique secondaire apres la deuxieme injection. Cette hyperalgie dure
au moins 4 semaines apres la deuxiéme injection [Figure 29]. Cela équivaut a la
durée de l'hyperalgie induite par l'injection d’une solution a pH 4.0 chez le rat,

décrite dans la littérature (Sugimura et al., 2015).

En lien avec nos résultats publiés, ce modele semble plus relevant que celui de
douleur musculaire, car nos lipides sont issus d’exsudats provenant d’inflammations
articulaires. Ce modele pourrait donc étre un bon modele des pathologies

rhumatismales douloureuses.
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Figure 29 : Hyperalgie mécanique articulaire secondaire.

La LPC (9.6 nmole) ou le véhicule (éthanol 0.96%) sont injectés dans l'articulation du genou de la
patte gauche de la souris. Les deux fleches noires représentent les deux injections. Le comportement
douloureux est observé en mesurant le seuil mécanique de retrait de la patte (en grammes) en utilisant
un appareil (Von Frey dynamique) permettant d’appliquer une pression croissante sous la patte de
lanimal. Les résultats sont normalisés par rapport au seuil basal avant la premiére injection. Les
résultats montrent qu’apres la deuxiéme injection, une hyperalgie mécanique secondaire significative
se développe chez les souris injectées avec la LPC (n=13). Cette hyperalgie ne se développe pas chez les

souris injectées avec de I’éthanol (n = 11). (*P < 0.05 et **P < 0.01, test de Wilcoxon).
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B- THERMOREGULATION DES CANAUX ASIC

1. Préface de I’étude

Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire par électrophysiologie et lors de
tests comportementaux suggerent un role des canaux ASIC3 dans la
thermosensibilité au froid.

Premierement, un refroidissement de 29 a 19°C entraine un fort ralentissement de
I'inactivation des canaux ASIC3 (Q10 de 7.4) [Figure 30A]. Le Q10 est un coefficient
qui mesure le taux de modification d’'un parameétre pour une variation de
température de 10°C. Par convention, on considere quun Q10 supérieur a 3
démontre une forte sensibilité a la température.

Deuxiemement, lors d’un test d'immersion de la queue dans un bain a 10°C, dans
lequel on mesure le temps de latence de retrait de la queue, les souris KO ASIC3
(16.878 + 1.208s) présentent un temps de latence supérieur a celui des souris
sauvages (12.163 + 0.494s). Les souris KO ASIC3 ont donc une perception thermique
du froid nocif qui semble étre altérée [Figure 30B]. Lors de la seconde partie de ma

theése, j’ai donc approfondi I’étude des effets de la température sur les canaux ASIC

Cette étude, qui fera 'objet d'une publication future, résulte d’'une collaboration entre
notre équipe et '’équipe du Pr. Alain Eschalier a Clermont-Ferrand. L’ensemble des
résultats électrophysiologiques présentés ci-aprés ont été obtenus par moi-méme,
alors que les tests comportementaux ont été réalisés par nos collaborateurs

clermontois.



A

pH8.0 > pH6.8
OpA ~ame2

pH 8.0 pH6.8

19°C

Latence de retrait
delaqueue (s)

15 —

10 —

TTmeol

T T (°C)
20 22.5 25

27.5 30

ASIC3 ASIC3
WT

KO

Figure 30 : Sensibilité thermique des canaux ASIC3.

A. Effet du refroidissement de 29 a 19°C sur la vitesse d’inactivation des canaux ASIC3 transfectés

dans des cellules HEK293. Mesure du Q10 du t d’inactivation a différentes températures.

B. Test de I'immersion de la queue. A 10°C, les souris KO ASIC3 un temps de latence plus important

que les souris sauvages (WT) (***P < 0.001, Mann-Withney U-test, n = 9).



2. Résultats de ’étude

Dans les expériences de patch-clamp, la température de conditionnement est
toujours de 30°C. J’ai d’abord testé la dépendance thermique au froid de

I'inactivation de tous les canaux ASIC.

Lors d’un refroidissement de 30 a 20°C, les Q10 des t d’inactivation des canaux
ASICi1a (Q10: 5.64 + 0.44, n=9), ASIC1b (Q10 : 4.6 + 0.47, n=8), ASIC2a (Q10 : 4.78
+ 0.44, n=8), ASIC3 rat (Q10: 5.42 + 0.22, n=10) et humain (Q10 : 4.92 + 0.6, n=8)
sont tous supérieurs a 3 [Figure 31]. Le Q10 que j’ai pu mesurer pour ASIC3 est
différent de celui présenté dans la figure précédente (7.4 vs 5.42).

Dans I'expérience précédente [Figure 30A], le pH n’avait pas été mesuré a chaque
température et le systeme utilisé ne permettait pas un refroidissement rapide. Alors
que pour cette expérience [Figure 31], j’ai mesuré le pH des solutions a 30 et a 20°C

et j’ai utilisé un nouveau systéme permettant un refroidissement rapide.

L’inactivation de tous les canaux ASIC est donc fortement sensible au
refroidissement. Ce ralentissement de l'inactivation a pour conséquence une
augmentation de la quantité totale de courant entrant, ce qui pourrait aboutir a une

augmentation de I’excitabilité neuronale.
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Figure 31 : Sensibilité thermique de I'inactivation des canaux ASIC.
Mesure du Q10 des constantes de temps d’inactivation (t) des canaux ASIC entre 30 et 20°C. Tous les

canaux ASIC ont un Q10 supérieur a 3, signe d’une forte sensibilité thermique de I'inactivation.



Etant donné la forte sensibilité au froid de tous les canaux ASIC, je me suis ensuite

intéressé aux possibles effets activateurs du froid sur ces canaux.

Pour cela jai utilisé un refroidissement thermoélectrique grace a un élément Peltier.
En présence d'un courant électrique, cet élément permet un déplacement de chaleur
entre deux éléments conducteurs. L'un des deux éléments se réchauffe tandis que
Pautre se refroidit. Son application pour le patch-clamp a été développée en 2006. Il
permet de refroidir ou de réchauffer rapidement une solution perfusée a proximité

d’une cellule durant un enregistrement électrophysiologique (Dittert et al., 2006).

Le protocole de stimulation [Figure 32] consiste a une premiere stimulation a pH
6.6 a 30°C pour vérifier la présence des canaux ASIC dans la cellule transfectée. Puis,
grace a I’élément Peltier, on peut perfuser a proximité de la cellule une solution a
15°C. Le refroidissement est quasi instantané, il permet de passer en moins d’'une
seconde d’une solution a pH 7.4 a 30°C a une solution a pH 7.4 a 15°C. Les pH des
solutions sont mesurés aux bonnes températures et ce protocole permet de conserver
un flux constant.

Ainsi les courants observés sont bien dus au froid lui-méme et non pas a des effets
mécaniques ou a des effets d’acidification/d’alcalinisation de la solution générés par

son changement de température.
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Figure 32 : Protocole de refroidissement par patch-clamp.
Protocole de stimulation thermique froide grace a I’élément Peltier. Une premiere stimulation de pH
6.6 a 30°C est appliquée, puis un temps de lavage qui dure 30 a 60 secondes, suivi d'une stimulation

froide de pH 7.4 a 15°C.



En systeme hétérologue, une stimulation a 15°C est capable d’activer directement les
canaux ASIC3 sans acidification du milieu extracellulaire. Le froid engendre un
courant entrant soutenu, qui perdure tant qu’est maintenu le refroidissement. Il

active aussi bien les isoformes de rats et humaines d’ASIC3 [Figures 33A et 33B].

A contrario, une stimulation a 15°C n’a aucun effet sur les cellules non transfectées
[Figure 33D], ni sur les cellules transfectées avec les canaux ASIC1a [Figure 33C],
ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b et ASIC4 (résultats non présentés).

L’ensemble des densités de courants ASIC induits par un refroidissement sont

regroupés dans le graphique 33E.

En I'absence d’acidification, une stimulation froide a 15°C active spécifiquement les

canaux ASIC3. Les canaux ASIC3 pourraient donc étre des détecteurs du froid.

J’ai également testé les effets de deux activateurs des canaux TRPMS8 et TRPA1
sensibles au froid (i.e., le menthol et «l’icilin »). Ces deux composés ne sont pas

capables d’activer a pH physiologique les canaux ASIC3 (résultats non présentés).
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Figure 33 : Activation par le froid des canaux ASIC3 a pH physiologique.
Enregistrements en configuration cellule entiére dans des cellules HEK293.

A. Le froid a 15°C induit un courant entrant soutenu et réversible dans les cellules transfectées avec les
canaux ASIC3 de rats.

B. Courant entrant soutenu et réversible dans les cellules transfectées avec les canaux ASIC3 humains.
C. D. Le froid n’induit pas de courant entrant observable dans les cellules transfectées avec les canaux
ASICia de rats (C), ni dans les cellules non transfectées.

E. Amplitude moyenne (+ SEM) des densités de courant des différents ASIC a 15°C a pH 7.4 (**P <

0.01 et ***P < 0.001, Mann-Withney U-test, n = 9-14).



Le froid agit sur les canaux ASIC en déplacant la courbe d’activation dépendante du
pH vers des valeurs plus alcalines, sans effet sur la courbe d’inactivation [Figure
34]. Il y a donc une modification du pH de demi-activation, mais pas du pH de demi-
inactivation des canaux ASIC3 [Tableau de la figure 34].

Ce décalage a pour conséquence une augmentation du courant de fenétre
similairement a ce qui se produit en présence d’AA et de la LPC. Comme avec ces
lipides, le décalage de la courbe d’activation engendré par un refroidissement est

suffisant pour observer un courant constitutif a pH 7.4 a 15°C.



I/Imax

B Activation a 20°
Inactivation a 20°C
Activation a 30°
Inactivation a 30°

Température pH demi-activation pH demi-inactivation

Figure 34 : Activation et inactivation d’ASIC3.

Effet de la température sur la dépendance au pH des courbes d’activation et d’inactivation des canaux
ASIC3 a 30°C (orange) et a 20°C (bleu). Les courants ASIC3 induits par une stimulation acide sont
normalisés par rapport a Pamplitude maximale du pic de courant & pH 5.0. Le tableau présente des

pHo.5 d’activation et d’inactivation des courants ASIC3 a 30 et a 20°C.
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Des résultats préliminaires obtenus sur des neurones DRG de rats, montrent que
dans la majorité des neurones ASIC positifs (i.e., qui présentent un courant de type
ASIC en réponse a une stimulation acide a pH 6.6), 'application d’une solution a pH
7.4 a 15°C induit un courant entrant soutenu (n=3/4) [Figure 35]. Ce courant ne

semble pas étre présent dans les neurones ASIC négatifs (n=0/3).

Ces observations doivent étre complétées en présence de différents inhibiteurs des
canaux ASIC, ainsi qu’en présence d’inhibiteurs des canaux senseurs du froid :
TRPMS et TRPAL1.

De plus il serait intéressant de tester ces effets sur des neurones DRG de souris

sauvages et de souris KO ASIC3.
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Figure 35 : Activation d’un courant froid dans les neurones DRG.
Enregistrements en configuration cellule entiere dans des neurones DRG. Une stimulation a 15°C
active un courant entrant soutenu et réversible dans les neurones présentant un courant de type ASIC

induit par une diminution du pH (n = 4).



Les résultats que j’ai pu obtenir par patch-clamp semblent indiquer que les canaux
ASIC3 recombinants et natifs sont activés directement par un refroidissement
extracellulaire de 30 a 15°C, sans acidification.

Les canaux ASIC3 pourraient donc étre des détecteurs du froid et plus

particulierement du froid nocif.

Les résultats présentés dans la suite de ce manuscrit sont préliminaires et sont issus
de tests comportementaux réalisés par le Dr Abdelkrim Alloui et le Dr Ludivine

Boudieu a Clermont-Ferrand (UMR1107 INSERM/Université Clermont Auvergne).

Le premier test comportemental est le test de la préférence de place.

Ce test est préférentiellement utilisé pour mesurer une perception sensorielle plutét
qu'une perception douloureuse. La souris est placée sur deux plaques métalliques
juxtaposées dont on peut faire varier la température. La premiere plaque reste
toujours a 25°C, alors que la température de la deuxieme est fixée a une température
différente. Pour chaque expérience, on mesure le temps passé par la souris sur la
plaque a 25°C. Naturellement, plus la température de la deuxieme plaque est froide,

plus la souris passe de temps a 25°C.

Les souris KO ASICia discriminent moins bien une température de 20°C que les
souris sauvages. A cette température, elles passent en moyenne 63% (63.12% + 3.07)
de leur temps a 25°C, contre 78% du temps (78.36% + 3.59) pour les souris sauvages
[Figure 36A].

Les souris KO ASIC3 sont incapables de discriminer une diminution de la
température entre 25 et 23°C et entre 25 et 20°C. Lorsque la deuxiéme plaque est a
23°C ou 20°C, les souris KO ASIC3 passent respectivement 37% (37.35% + 4.71) et
45% (45.05% = 8.09) de leur temps a 25° contre 62% (61.82% =+ 5.41) et 81% (80.71%

+ 5.29) pour les souris sauvages [ Figure 36B].

Lors d’'un refroidissement de la température dans une gamme non nocive, les souris
KO ASIC3 sont donc incapables de faire la différence entre les deux températures. In
vivo, les canaux ASIC3 semblent donc étre importants pour la perception du froid

non nocif.
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Figure 36 : Test de la préférence de place : ASIC et froid sensoriel.

Test de la préférence de place durant 3 minutes.

A. Pourcentage de temps passé par les souris sauvages et KO ASICia sur la plaque a la température de

controéle (25°C) versus le temps passé sur la plaque a la température test (25°C/23°C/20°C) durant 3

minutes. Les souris KO ASICia discriminent moins bien que les souris sauvages une température de

20°C (*P < 0.05, Mann-Withney U-test, n = 9).

B. Pourcentage de temps passé par les souris sauvages et KO ASIC3 sur la plaque a la température de

controéle (25°C) versus le temps passé sur la plaque a la température test (25°C/23°C/20°C) durant 3

minutes. Les souris KO ASIC3 discriminent moins bien que les souris sauvages des températures de 23

et 20°C (**P < 0.01 et ***P < 0.001, Mann-Withney U-test, n = 11).



Le test comportemental suivant est le test de rampe de température froide.

La souris est placée sur une plaque métallique dont la température initiale est a 30°C.
La température de la plaque va refroidir de 1°C par minute jusqu’a atteindre une
valeur nulle. Ce test permet donc de mesurer a la fois les perceptions sensorielle et
douloureuse. Le comportement est ici mesuré en comptant le nombre de saut par

minute (i.e., par degré).

Les souris KO ASICia et sauvages ne présentent aucune différence significative de
perception thermique sur toute la durée de la rampe [Figure 37A]. Toutefois ces
expériences doivent étre poursuivies, car les souris sauvages présentent un
comportement inhabituel (nombre de sauts assez faible).

A contrario, les souris KO ASIC3 présentent une insensibilité thermique quasi-totale
sur toute la rampe, laissant apparaitre une différence significative pour des

températures froides nocives inférieures a 14°C [ Figure 37B].

D’apres ces premiers résultats qui demandent eux aussi confirmation, les souris

ASIC3 semblent étre moins sensibles au froid, notamment au froid nocif.



A B

Nombre de sauts Nombre de sauts
10 1 ASICia +/+ 10 ASIC3 +
*
ASIC1a - ASIC3 /-
81 8-
*
¥
6 6 *
*T %
47 41 * i
% %k
21 /o 2 *y X
0'."‘| || | ‘. T T T T T O‘W
3028262422201816141210 8 6 4 2 0 3028262422201816141210 8 6 4 2 0
Température (°C) Température (°C)

Figure 37 : Test de la rampe froide : ASIC et froids sensoriels et nocifs.

A. Nombre de sauts des souris sauvages et KO ASIC1a sur une plaque refroidissante de 1°C par minute
de 30 a 0°C. Pas de différence significative entre les souris KO ASICia et les souris sauvages (n = 9).

B. Nombre de sauts des souris sauvages et KO ASIC3 sur une plaque refroidissante de 1°C par minute
de 30 a 0°C. Les souris KO ASIC3 ne sont pas sensibles au froid nocif en dessous de 13°C (*P < 0.05 et

**P < 0.01, Mann-Withney U-test, n = 12).
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Le dernier test consiste a plonger la queue d’une souris dans un bain a une
température donnée. On mesure ensuite le temps de latence de retrait de la queue de

I’animal.

Comme dans le test précédent, les souris KO ASICia et les souris sauvages présentent
un comportement similaire. Que ce soit a 20°C ou a 10°C on n’observe aucune
différence significative dans le temps de latence de retrait de la queue [ Figure 38A].
A 20°C les souris KO ASIC3 (24s + 0.852) et les souris sauvages (20.79s + 1.82) se
comportent de la méme maniére, alors qu’a 10°C le temps de latence de retrait de la
queue des souris KO ASIC3 (19.48s + 1.28) est bien supérieur a celui des souris

sauvages (7.929s + 0.767) [Figure 38B].

Les souris ASIC3 sont donc moins a méme de percevoir le froid nocif a 10°C.
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Figure 38 : Test d’immersion de la queue : ASIC et froid nocif.
A. Temps de latence de retrait de la queue a 20°C et a 10°C. Comparaison entre les souris sauvages et
KO ASICia. Pas de différence entre les souris KO ASIC1a et les souris sauvages (n = 8).
B. Temps de latence de retrait de la queue a 20°C et a 10°C. Comparaison entre les souris sauvages et

KO ASIC3. A 10°C, les souris KO ASIC3 ont une perception du froid altérée (***P < 0.001, Mann-
Withney U-test, n = 7-14).



3. Conclusion de I’étude

Bien que cette étude ne soit pas compléte, les premiers résultats obtenus suggerent
que les canaux ASIC3 sont activés par le froid sans acidification extracellulaire. Si on
corrobore ces résultats aux données obtenues lors des tests comportementaux, les
canaux ASIC3 seraient de nouveaux canaux impliqués dans la détection du froid. Ces
canaux pourraient étre, au méme titre que les canaux TRPMS8 et TRPA1, des senseurs
du froid.

Menthe
«Icilin »

Figure 39 : Conclusion - activation d’ASIC3 par le froid.
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DISCUSSION




La douleur, premiéere cause de consultation en médecine générale, et son traitement
sont des enjeux majeurs pour notre société (Tajfel et al., 2002). Il est primordial de
mieux comprendre les mécanismes physiologiques et physiopathologiques a l’origine
du processus douloureux, notamment au niveau moléculaire, afin d’identifier de
nouvelles cibles dans le but d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques et a

terme parvenir a une meilleure prise en charge des patients.

Une acidose tissulaire est retrouvée dans de nombreuses conditions
physiopathologiques douloureuses telles quune ischémie (Pan et al.,, 1999), le
développement de certaines tumeurs (Garber, 2003) ou encore une inflammation
(Punnia-Moorthy, 1987). Les canaux ASIC, notamment les canaux ASIC1ia et ASIC3,
sont des canaux ioniques qui sont capables de s’activer en réponse a une faible
acidification. Ces canaux constituent donc des cibles thérapeutiques d’intéréts en vue

de soulager la douleur qui accompagne de nombreuses conditions pathologiques.

Durant ma these je me suis intéressé a la régulation des canaux ASIC et plus
particulierement des canaux ASIC3. J’ai pu démontrer I'existence de deux nouveaux
activateurs endogénes des canaux ASIC, ainsi quune implication de ces canaux dans

la thermoperception du froid.



A- NOUVEL ACTIVATEUR ENDOGENE D’ASIC3

Bien que jusqu’a présent, le seul activateur endogene connu des canaux ASIC soit le
proton, l'activité de ces canaux et plus particulierement d’ASIC3 peut étre modulée
par de nombreux composants de la soupe inflammatoire tels que le lactate (Immke et
McCleskey, 2001a, 2001b), la sérotonine (Deval et al., 2004 ; Wang et al., 2013),
I’hypertonicité (Deval et al., 2008) ou encore I’ATP (Birdsong et al., 2010). Ces
composés peuvent agir de maniere synergique (Deval et al., 2008 ; Li et al., 2010),
renforcant ainsi I'idée que les canaux ASIC3 joueraient un role majeur dans la
détection des différents stimuli inflammatoires.

Outre lactivation par les protons, il a été montré que le GMQ, un composé
synthétique, était capable d’activer les canaux ASIC3 a pH physiologique (i.e., pH 7.4)
via un site de fixation différent de celui des protons (Yu et al., 2010). La découverte
de ce site « non-proton dépendant » conjugué aux travaux sur la modulation des
canaux ASIC3 par des médiateurs inflammatoires ouvrent la porte a la découverte de

nouveaux activateurs endogenes des canaux ASIC3.

Mes travaux de thése démontrent que des exsudats inflammatoires articulaires
humains provenant de patients atteints de différentes pathologies rhumatismales
(i.e., polyarthrite rhumatoide, spondylarthrite ankylosante et ostéo-arthrite) sont
capables d’activer les canaux ASIC3 a pH physiologique. Cette activation sans
acidification extracellulaire, ce qui ne signifie pas pour autant indépendante des
protons, est portée en grande partie par des lipides présents dans ces exsudats
inflammatoires. Nous avons ainsi pu identifier deux lipides inflammatoires, la LPC et
I’AA comme nouveaux activateurs endogenes des canaux ASIC3. Une étude menée au
laboratoire avait déja démontré que ’AA avait un effet potentialisateur ainsi qu'un
possible effet activateur des courants ASIC3 (Deval et al., 2008). Contrairement a

IAA, les effets de la LPC n’avaient encore jamais été étudiés.

Les effets de la LPC et de I’AA sont additifs. D’'un point de vue physiologique cette
observation est pertinente car ’hydrolyse des phosphatidylcholines membranaires
(i.e., le principal phospholipide membranaire) (Svennerholm, 1968 ; Van Meer et al.,
2008) par les sPLA2, notamment la sPLA2-X, conduit majoritairement et

simultanément a la production de ces deux lipides (Murakami et al., 2011).



Lors d'une expérience préliminaire, jai testé par patch-clamp les effets de
lapplication de sPLA2, durant quelques minutes, sur des cellules transfectées avec les
canaux ASIC3, sans grand succes. L’hydrolyse des phospholipides membranaires
nécessite sans doute un laps de temps trop important pour qu’on puisse observer un
effet a si court terme. Pour poursuivre ces travaux il serait intéressant de voir si la
composition lipidique membranaire module I'activité des canaux ASIC3. Pour cela il
est envisageable d’enrichir, de maniere durable, les membranes cellulaires avec des
lipides soigneusement choisis et de mesurer ensuite I’activité des canaux ioniques par
patch-clamp.

Par contre, il pourrait étre intéressant de tester les effets d’'une injection de sPLA2 in
vivo. Il faudrait alors (i) observer si cette injection induit un comportement
douloureux chez les souris sauvages, et (ii) si tel est le cas, répéter la méme

expérience chez des souris KO ASIC3.

D’un point de vue mécanistique, la LPC et 'AA agissent d'une maniere similaire au
GMQ en décalant la courbe d’activation des canaux ASIC3 vers des pH plus alcalins.
Ce décalage conduit a une augmentation du courant de fenétre et donc a une
activation a pH physiologique (Alijevic et Kellenberger, 2012). Des données
préliminaires obtenues récemment au laboratoire suggerent que la LPC et 'AA
seraient sans doute capables de décaler 1égérement les courbes d’activation des autres
canaux ASIC sans toutefois les décaler suffisamment pour engendrer une activation a
pH 7.4. La LPC et ’AA seraient dans ce cas des potentialisateurs de l’activité des
canaux ASIC1 et ASIC2.

Dans le but de se rapprocher de la composition des canaux natifs, il serait intéressant
de tester l'effet de ces lipides en systéme hétérologue sur les différents canaux ASIC
hétéromériques (ASIC3+1a, ASIC3+1b, ASIC3+2a). Ces combinaisons représentent

vraisemblablement la majorité des canaux ASIC natifs dans les neurones DRG.

La principale question soulevée par mes travaux de these concerne le mécanisme
d’action de ces deux lipides sur les canaux ASIC3. En effet, activation des canaux
ASIC3 par la LPC est elle due a un effet direct (i.e., sur le canal) ou a un effet indirect
(i.e., membranaire ou via un partenaire).

Contrairement au LPA et malgré une publication qui s’est avérée étre erronée

(Kabarowski et al., 2001), a ce jour aucun récepteur pour la LPC n’a pu étre identifié.



Bien que la LPC soit capable d’activer les canaux TREK/TRAAK et de moduler
Pactivité des canaux TRPMS8, deux familles de canaux ioniques impliqués dans la
douleur, aucune interaction directe entre la LPC et ces canaux n’a pu étre démontrée.
L’activation des canaux mécanosensibles de la famille des K2P, ne serait pas due a un
effet direct, mais elle serait la conséquence dune déformation membranaire
(Maingret et al., 2000b). Alors que sur les canaux TRPMS, la LPC module la
sensibilité au froid, selon un mécanisme pour I’heure inconnu (Andersson et al.,
2007).

Dans la littérature, la possible mécanosensibilité des canaux ASIC3 est toujours
discutée. En effet, bien que ces canaux ne semblent pas étre directement activés par
une stimulation mécanique (Drew et al., 2004) il a été démontré qu’ils participent a
la mécanoperception (Price et al.,, 2001 ; Page et al.,, 2005 ; Fromy et al., 2012 ;
Jalalvand et al., 2016 ; Lin et al., 2016).

Les résultats publiés montrent qu’en configuration de patch-clamp excisé la LPC
active les canaux ASIC3 du coté extracellulaire et que des modifications de la
courbure membranaire (convexe et concave) n’ont au contraire aucun effet (Marra et
al., 2016).

Mes résultats non publiés utilisant des canaux chimériques « ASICia+loop3 »
(parties intracellulaires et transmembranaires d’ASICia + boucle extracellulaire
d’ASIC3) et « ASIC3+loop1a » (parties intracellulaires et transmembranaires d’ASIC3
+ boucle extracellulaire d’ASIC1a) montrent que l'intégralité du canal ASIC3 est
nécessaire pour avoir un effet activateur de la LPC.

Bien que nous ne pouvons pas totalement exclure un effet mécanique et que nous
n’avons pas de preuve formelle d'une interaction LPC-ASIC3, mes résultats suggerent
une interaction directe entre la LPC et les canaux ASIC3 au niveau extracellulaire (sur
le canal ou a la jonction entre le canal et la membrane plasmique). Il serait
intéressant, par patch-clamp, de voir si des mutations au niveau du site « non-proton
dépendant » du GMQ alterent les effets de la LPC sur les canaux ASIC3.

On pourrait également tester 'interaction entre la boucle extracellulaire et la LPC
grace a une technique de biochimie (i.e., « dot-blot »). Apres avoir réalisé la synthese
de la boucle extracellulaire et I’avoir découpé en différents fragments, en utilisant des
lipides marqués, il est possible de déterminer s’il existe une région clé impliquée dans

la fixation de la LPC sur cette boucle.



Si cette expérience ne s’avere pas concluante, il ne sera pas possible de conclure
quant a une éventuelle fixation de la LPC sur la boucle extracellulaire, car dans cette
expérience, cette derniére sera linéaire et n’aura pas sa conformation
tridimensionnelle. A contrario, un résultat positif renforcerait fortement 'idée d’une

interaction directe entre les canaux ASIC3 et la LPC.

L’activation directe d’un canal ionique par un lysophospholipide a déja été démontrée
par le passé. Cette activation des canaux TRPV1 par le LPA met en jeu une interaction
lipide-protéine au niveau intracellulaire via la partie C-terminale du canal. Cette
interaction entre le LPA (chargé négativement) et TRPV1 nécessite une lysine clé
(chargée positivement) du domaine C-terminal du canal (Nieto-Posadas et al., 2012).
Cependant, contrairement au LPA, la LPC est électriquement neutre et elle agit
uniquement du c6té extracellulaire. Il est donc peu probable d’envisager le méme
type d’interaction que celle du LPA avec TRPV1.

De par la structure de la LPC, on pourrait imaginer que la chaine carbonée
s’ancre/s’insere dans la membrane plasmique et que la téte choline vienne se fixer au
niveau de la boucle extracellulaire du canal ASIC3. Cette hypothese pourrait
expliquer pourquoi une certaine longueur de chaine et un certain nombre
d’insaturations sont nécessaires pour avoir un effet de la LPC. En effet, une chaine
carbonée trop courte, ne permettrait pas a la téte choline d’atteindre sa région cible

sur la boucle extracellulaire du canal.

D’un point de vue comportemental, contrairement au LPA qui est capable de générer
une douleur chez les rongeurs (Inoue et al., 2004 ; Ueda, 2008 ; Nieto-Posadas et al.,
2012), aucun lien n’a jamais été établi entre douleur et LPC.

Etant donné que la LPC est un précurseur du LPA, nous nous sommes assuré que
Peffet observé était bien di a la LPC elle-méme. En effet, il a déja été montré que la
LPC pouvait générer une douleur mais uniquement lorsqu’elle était métabolisée en
LPA sous I’action de 'autotaxine (Inoue et al., 2008). Le Dr Anne Delaunay (ancienne
doctorante du laboratoire) et moi-méme avons pu montrer que l'activation des
canaux ASIC3, ainsi que le comportement douloureux généré (chez les rats) sont bien
dus a la LPC et non pas au LPA, étant donné que nous avons obtenus les mémes

résultats en utilisant une LPC non métabolisable [ Figure 40].
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Figure 40 : Effets de la LPC et de la LPC NM sur la douleur aigiie
A. La LPC donne du LPA via 'action de 'autotaxine, alors que la LPN NM (non métabolisable) ne peut

pas étre métabolisée en LPA.

B. Test de « flinching » (levés de pattes).

Nombre de levés de pattes durant 20 minutes apres I'injection de 20uL en sous-cutanée sur le dessus
de la patte du rat. Les rats sont injectés soit avec du NaCl 0.9%, HEPES 20 mM a pH 7.0, soit avec la
méme solution contenant du LPC & 6ouM ou du LPC NM a 60 uM ou du LPC NM + APETx2 a 10 uM

(*P < 0.05 et **P < 0.01, Mann-Withney U-test, respectivementn =8 ;n=13;n=16;n = 5).



Mes travaux ont donc permis de mettre en évidence la LPC et ’AA comme nouveaux
activateurs endogenes des canaux ASIC3. Ainsi cette étude renforce I'idée que les
canaux ASIC3 ne seraient pas uniquement des senseurs d’acidité, mais plutot des
détecteurs de coincidences, capables de percevoir une grande variété de stimuli. De

plus, nous démontrons pour la premiére fois un lien entre la LPC et la douleur.

Dun point de vue clinique, les canaux ASIC3 apparaissent comme des cibles
thérapeutiques d’intéréts, notamment pour soulager les douleurs associées aux

pathologies inflammatoires rhumatismales chez ’'homme.

B- ACTIVATION D’ASIC3 PAR LE FROID

La transduction du froid qu’il soit ou non nocif met principalement en jeu deux
canaux ioniques que sont les canaux TRPMS8 et TRPA1 (McKemy et al., 2002 ; Peier
et al,, 2002; Story et al, 2003). Les autres canaux impliqués dans la
thermoperception froide (i.e., canaux K2P et canaux Nay1.8 et Nay1.9) modulent la
sensibilité neuronale au froid, mais ne sont pas des détecteurs du froid (Zimmermann

et al., 2007 ; Noél et al., 2009 ; Pereira et al., 2014 ; Lolignier et al., 2015).

Les canaux TRPMS8 et TRPA1 ne peuvent pas expliquer I'intégralité de la réponse au
froid aussi bien in vitro qu’in vivo.

Premiérement, il a été montré par imagerie calcique que plus d’'un tiers des neurones
sensibles au froid n’expriment ni les canaux TRPMS, ni les canaux TRPA1 (Munns et
al., 2007). Deuxiémement, la perception du froid n’est pas complétement abolie chez
les animaux doublement invalidés pour ces deux canaux, la souris double KO
TRPMS8/TRPA1 (Knowlton et al., 2010).

L’ensemble de ces résultats suggerent donc qu’il pourrait exister d’autres canaux
ioniques impliqués dans la perception et la transduction du froid, notamment du

froid nocif.

La thermosensibilité des canaux ASIC n’a été que peu étudiée par le passé (Askwith et
al., 2001 ; Neelands et al., 2010 ; Blanchard et Kellenberger, 2011). Une seule étude

s’est intéressée aux effets du froid/du refroidissement sur les canaux ASIC.
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Elle a montré que tous les canaux ASIC, mais plus particulierement ASIC2a, sont
sensibles au refroidissement. Le refroidissement induit notamment un fort
ralentissement de I'inactivation des courants ASIC. Cependant, en ’absence d’une
acidification extracellulaire, le froid n’est pas capable d’activer directement les canaux
ASIC (Askwith et al., 2001). Néanmoins, il faut noter que ces résultats sont a

relativiser car les pH des solutions n’ont pas été vérifiés a chaque température.

Durant la seconde partie de ma these, mes travaux ont permis de confirmer que
I'inactivation de tous les canaux ASIC est modulée par la température. Mais,
contrairement aux résultats déja publiés, j’ai pu montrer que le froid (i.e., 15°C) est
capable d’activer spécifiquement les canaux ASIC3 sans acidification extracellulaire.
De maniere similaire aux lipides, le froid décale la courbe d’activation des canaux
ASIC3 vers des pH plus alcalins. Ce décalage est suffisant pour entrainer I’activation
d’'un courant constitutif a pH physiologique. De par sa faible amplitude, le courant
ASIC3 induit par le froid pourrait sembler négligeable comparé a celui induit par une
acidification. Pourtant il est constitutif et dure tant que la température froide est

maintenue, ce qui peut avoir des conséquences physiopathologiques.

Premierement, un faible courant mais qui est soutenu et persistant dans le temps
entraine au final une entrée d’ions sodiques plus importante quun courant
transitoire de forte amplitude.

Deuxiemement, 'amplitude de ce courant est similaire a celle des courants en
présence de LPC et d’AA. Nous avons vu que l'activation persistante des canaux
ASIC3 par ces lipides engendrent un comportement douloureux chez les animaux.
Troisiemement, en systéme hétérologue, les amplitudes des courants ASIC3 et
TRPMS8 en réponse a un refroidissement similaire sont du méme ordre de grandeur
(Liu et al., 2006 ; Andersson et al., 2007). Il est donc tout a fait possible que
Pactivation des canaux ASIC3 par le froid soit suffisante pour avoir un role
physiologique dans la perception thermique froide.

Enfin, nos  résultats  comportementaux  corroborent les  données
électrophysiologiques, confirmant le role d’ASIC3 dans la thermoperception froide

non nocive et nocive.



Néanmoins, il est pour 'heure encore difficile de conclure définitivement si les
canaux ASIC3 sont des senseurs du froid, c'est-a-dire qu’ils s’activent a partir d’'une
température donnée, ou simplement s’ils sont sensibles a la dynamique du
refroidissement, ou a un delta de température.

En effet, si ces canaux sont des senseurs du froid, on peut s’attendre a ce qu’ils aient
un seuil thermique d’activation et une activité « proportionnelle » a la température
appliquée. Cest par exemple le cas pour les canaux TRPMS8 qui s’activent
progressivement entre 27 et 23°C et saturent a 8°C (McKemy et al., 2002 ; Peier et
al., 2002 ; Liu et al., 2006).

Par manque de temps, je n’ai pas réussi a déterminer le seuil d’activation des canaux
ASIC3, pour lesquels une stimulation a pH 7.4 entre 18 et 14°C induit des courants
d’amplitudes similaires. Il est donc nécessaire de poursuivre les investigations a des
températures plus élevées pour essayer de déterminer entre 30 et 18°C, le seuil
thermique d’activation des canaux ASIC3. De plus, pour des raisons techniques, je
n’ai pas pu atteindre des températures inférieures a 14°C. Il m’est donc impossible, a
I’heure actuelle, de conclure sur la gamme de sensibilité au froid des canaux ASIC3.
La mise en évidence du seuil d’activation pourrait nous orienter sur le role de ces
canaux dans la thermoperception non nocive ou nocive. Les données obtenues in
vivo, suggerent elles un role a la fois dans la perception des froids non nocif et nocif.
Les résultats obtenus avec les souris KO TRPMS8 et KO TRPA1 montrent que seuls les
canaux TRPMS8 ont un role in vivo, préférentiellement dans la perception thermique
non nocive. Mais ces canaux n’expliquant pas l'intégralité de la perception thermique
froide (Bautista et al., 2006 ; Knowlton et al., 2010).

Les canaux ASIC3 pourraient potentiellement jouer un role dans la perception

thermique nocive.

Outre les expériences d’électrophysiologie et de comportement, il serait intéressant
de réaliser des hybridations in situ, afin de tester la co-localisation des canaux ASIC3
avec les autres canaux impliqués dans la thermoperception froide. Si les canaux
ASIC3 co-localisent dans les mémes neurones que d’autres canaux thermosensibles,
ils pourraient agir de concert. A contrario, les canaux ASIC3 pourraient étre les
canaux responsables de la réponse au froid de toute ou partie des quelques 30% de
neurones n’exprimant ni les canaux TRPMS8, ni les canaux TRPA1 (Munns et al.,

2007).



En I'état actuel des connaissances, les canaux ASIC3 pourraient étre des senseurs du
froid ou d’un refroidissement dynamique. Leur activation ne dépendrait alors pas
forcément d’'une valeur absolue de température, mais elle pourrait étre dépendante,
soit d'un delta de température (i.e., la différence de température entre les
températures de conditionnement et de stimulation), soit de la vitesse du

refroidissement appliqué.

Il est possible d’envisager un lien entre lipides, températures et canaux ASIC3. Ce lien
a déja été établi par I'équipe du Pr Stuart Bevan avec les canaux TRPMS8. Ces canaux
connus pour étre des senseurs du froid, voient leur seuil d’activation thermique
s’élevé de 27°C a une température proche de la température corporelle en présence de
la LPC (Andersson et al., 2007 ; Gentry et al., 2010). On peut donc penser que le froid
pourraient moduler les effets de la LPC sur ASIC3 et inversement.

Il serait intéressant de tester par patch-clamp la combinaison des effets de la LPC et
du froid, qui pourrait aboutir a un état « figé » du canal et donc possiblement a une
forte activation prolongée.

De plus, le froid et les lipides sont deux « parametres » qui peuvent intervenir dans la
mécanosensibilité. Le fait que les canaux ASIC3 soit sensibles a ces deux parametres
entretient le doute quant a la mécanosensibilité de ces canaux, qui reste matiére a
débats.



CONCLUSION GENERALE




Mes travaux ont permis de démontrer que le proton n’est plus 'unique activateur
endogene des canaux ASIC3. Ces canaux peuvent étre activés a pH physiologique par
des lipides inflammatoires (i.e., la LPC et 'AA), ainsi que par une stimulation froide.

In vivo, la régulation des canaux ASIC3 aussi bien par les lipides inflammatoires, que
par le froid, confirme le role prépondérant de ces canaux dans les perceptions

sensorielles et douloureuses.

D’un point de vue physiologique, il apparait donc clairement que les canaux ASIC3 ne
sont pas uniquement des senseurs de l'acidose extracellulaire, mais plutét des
détecteurs de coincidence. Ces observations renforcent le role des canaux ASIC3 dans

la perception douloureuse.

Les douleurs associées aux pathologies inflammatoires articulaires, telles que la
polyarthrite rhumatoide et la spondylarthrite ankylosante, sont mal soulagées par les
traitements actuels, qui sont généralement des AINS. Bien que récemment, un
nouveau traitement, basé sur des anticorps monoclonaux anti-TNF-a, ait été
développé pour lutter contre ces douleurs persistantes, il est nécessaire de trouver de
nouvelles stratégies antalgiques. Actuellement, une étude clinique est menée au CHU
de Nice en collaboration avec notre équipe. Cette étude a pour but d’établir a grande

échelle, une corrélation entre : pathologies, quantité de lipides et activation d’ASIC3.

Les canaux ASIC3 apparaissent de plus en plus comme des cibles thérapeutiques

d’intéréts, notamment pour soulager la douleur articulaire chez ’'homme.



Lipides issus

d’exsudats inflammatoires

Figure 41 : Schéma de conclusion générale
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ANNEXE : PARTICIPATIONS AUX CONGRES

Communications orales :

ond Meeting des jeunes chercheurs du LabEx ICST - Octobre 2016, Nice.

« Non-acidic activation of pain-related Acid-Sensing Ion Channel 3 by lipids ».

12¢me Congres du réseau francais Recherche-Douleur - Mars 2016, Nice.

« Activation of ASIC3 by endogenous lipids without extracellular acidification ».

18¢me édition de la Semaine du Cerveau - Mars 2016, Valbonne.

« Douleur : les nerfs a fleur de peau ».

and Meeting du LabEx ICST - Décembre 2015, Montpellier.

« Non-acidic activation of pain-related Acid-Sensing Ion Channel 3 by lipids ».

1er Meeting des jeunes chercheurs du LabEx ICST - Octobre 2015, Lille.

« Activation of ASIC3 ion channel by endogenous lipids ».

25éme Colloque des canaux ioniques - Septembre 2015, Ile d’Oléron.

« Activation of ASIC3 ion channel by endogenous lipids ».

10¢me Congres du réseau francais Recherche-Douleur - Mars 2014, Montpellier.

« Activation des canaux ASIC3 par des lipides endogenes ».

Communications affichées :

10¢me Forum FENS des Neurosciences - Juillet 2016, Copenhague (Danemark).
« Activation of Acid-Sensing Ion Channel 3 by endogenous lipids without

extracellular acidification ».

26¢me Colloque des canaux ioniques - Septembre 2015, Sete.
« Endogenous lipids from human inflammatory exudates activate ASIC3 channels

without any extracellular acidification ».

12¢me Colloque de la Société des Neurosciences - Mai 2015, Montpellier.

« Effect of lipids on Acid-Sensing Ion Channel 3 and pain ».
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