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RESUME

Les TRP (« transient receptor potential ») sont des canaux ioniques grandement impliqués
dans la transmission d’informations du monde extérieur vers le domaine cellulaire. Les
thermo TRP sont une sous famille de ces canaux et de par leur nom sont thermosensibles. Ils
sont exprimés dans des neurones sensoriels répondant a des températures qui étendent des
valeurs tolérées a nociceptives. De plus ils jouent un role prépondérant dans des processus
reliés & la douleur, dont I'hyperalgésie. La présence de certains TRP dans les cellules de la
peau laisse & penser & une communication entre celle-ci et les neurones par un mécanisme
encore inconnu.

Dans ce document, les canaux formant les thermo TRP seront analysés & travers de leurs
propriétés, expressions, agonistes, antagonistes et régulations. Les souris knock-out serviront

a apporter de plus amples informations a leur réle dans la thermosensation.



Liste des abréviations utilisées

2-APB : 2-Aminoethoxydiphenyl borate
4aPDD :4a-phorbol 12,13-didecanoate

CFA : complete Freund’s adjuvant

DAG : diacylglycerol

KO : knock-out

IP; : inositol (1,4,5) triphosphate

NGF : nerve-growth factor

PKA : protéine kinase A

PKC : protéine kinase C

PIP, : phosphatidylinositol (4,5) biphosphate
PLC : phospholipase C

P,/V : Probabilité d’ouverture versus potenitel

TRP : transient receptor potential
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INTRODUCTION

(Généralités

Le premier canal TRP (« transient receptor potential ») a été identifié par 'analyse d’une
mutation chez Drosophila melanogaster et nommé ainsi car elle provoque une réponse
éphémeére a la lumiére durant le processus de photo-transduction [23]. Depuis, un grand
nombre de canaux ont été découverts. Ils sont séparés en sept sous-familles (figure 1) : TRPC
(Canonique), TRPV (Vanilloide), TRPM (Mélastatine), TRPP (Polycystine), TRPML
(Mucolipine), TRPA (Ankyrine) et TRPN (nompC) et représentés dans un grand nom-
bre d’organismes' comme Drosophila, C. elegans mais aussi chez les mammiféres (souris,

homo sapiens, etc).

F1G. 1 — Arborescence des canaux TRP dans les familles de la mouche, de 'homme, du
poisson et du vers. Image tirée de la revue écrite par Pedersen et al. [28].

LUn récapitulatif des différents TRP dont les fonctions sont connues, peut étre visualisé [§]
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Chez les mammiféres vingt-huit canaux sont connus qui appartiennent a six des sept sous-
familles (TRPN est absent). Les structures tertiaires ne sont pas déterminées, mais ils
contiennent six hélices transmembranaires et les domaines N- et C-terminal sont intra-
cellulaires. Le pore se situe entre la cinquiéme et la sixiéme hélice et le canal serait un
homo ou hétéro-tétramére [29,34]. Un point structurellement important est la présence du
motif ankyrine? & lextrémité N-terminal. Le nombre de répétition varie selon les canaux.
Le motif ankyrine est présumé jouer un role comme facteur de régulation car il est connu
pour interagir avec d’autres protéines [22]. Les ions calcium (Ca*") et sodium (Na™) sont
les principaux cations tranversant les TRPs, mais il y a aussi dans une moindre mesure
le magnésium (Mg”") [22,28]. La sélectivité varie grandement mais communément elle est

supérieure pour le calcium [28] bien que les canaux restent peu sélectifs.

Plusieurs mécanismes existent pour 'ouverture des canaux TRP [29] :

— Les récepteurs couplés a des protéines G ou tyrosine kinase qui active la phospholipase C,
qui a son tour hydrolyse le phosphatidylinositol (4,5) biphosphate (PIP,) en diacylglycerol
(DAG) et inositol (1,4,5) triphosphate (IP3). Par exemple le PIP, inhibe TRPV1 ou active
TRPMS [11,26]. IP3 va ouvrir des canaux calciques intra-cellulaires et augmente donc la
concentration de calcium dans la cellule, pouvant par exemple activer TRPM5.

— Des ligands comme la capsaicine (TRPV1), le camphre (TRPV3), le menthol (TRPMS)
et Pail (TRPA1) sont connus pour ouvrir ces canaux.

— Plusieurs TRP sont activées directement par la température, par la pression, I’osmolarité
ou par la phosphorylation par des protéines kinases.

Ces mécanismes sont pour la plupart encore peu compris, notamment la sensation de la

température. Pour les canaux actifs en permanence, comme TRPV4, il existe des voies de

21’ankyrine est une protéine permettant de fixer par exemple des canaux ioniques dans la membrane
plasmique
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controle par des protéines kinases A et C, qui modifient les propriétés du canal par phospho-
rylation. Certains canaux sont régulés par la calmoduline (figures 1.2 et 2.1), une protéine
liant le calcium [11].

Les canaux TRP sont grandement impliqué dans le transfert de 'information de I'extérieur
vers l'intérieur des cellules comme par exemple les thermo TRP, le sujet de cette bibliogra-

phie.

Thermo TRP

Les « thermo TRP » sont nommés ainsi de par leurs facultés d’étre activés uniquement et
directement par la température ou bien d’étre indirectement influencés par cette derniére.
Ils sont donc vitaux pour percevoir ’environnement, pour la protection contre des tem-
pératures dangereuses et pour la survie. Les membres de cette pseudo-famille sont les neuf
canaux suivants : TRPV1-4, TRPM2, TRPM4, TRPM5, TRPMS8 et TRPA1 [1]. Parmi ces
membres, six sont considérés comme permettant de ressentir la température : TRPV1-4
pour la chaleur et TRPMS8 et TRPA1 pour le froid. En ce qui concerne TRPM2, TRPM4
et TRPMS5, ils seront briévement abordés, car leur ouverture bien que thermosensible ne
transmet pas de thermosensation.

L’exemple le plus commun est la sensation de picotement chaud du piment rouge. En effet
le composé actif de celui-ci est la capsaicine qui active TRPV1, dont le seuil est supérieur
ou égal a 43°C, ce qui donne une impression de briilure. Un autre cas connu est la sensation
de frais délivré par le menthol (menthe) qui active TRPMS8, dont le seuil est inférieur ou
égal & 25°C. Chaque canal a son seuil d’activation permettant de ressentir des températures

sur une grande étendue avec précision (figure 2).
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F1G. 2 — Les six thermo TRP impliqués dans la sensation de température répartie sur une
étendue allant du froid nociceptif a une chaleur briilante. Les principaux agonistes naturels
sont représentés schématiquement ainsi que les domaines d’interactions comme ’ankyrine,
PDZ et la TRP box. Image tiré de la revue de Dhaka et al. [11].

Médiation de sensation

Le systéme nerveux somatique permet notamment de transmettre des informations sen-
sorielles de 'extérieur dans la peau, les muscles et les articulations. Par l'ouverture de
canaux ioniques (TRP et autres), les neurones transforment un stimuli sensoriel en un po-
tentiel d’action, qui est véhiculé au cerveau en passant par la meelle épiniére. Les neurones
sensitifs de la peau possédent leur corps cellulaire dans le ganglion rachidien (DRG), qui
se situe peu avant la mecelle épiniére ou dans le ganglion trigéminal, qui est au niveau du
crane. De ces corps cellulaires émane un prolongement se séparant en un prolongement cen-
tral et périphérique qui constituent I’axone. Le prolongement périphérique posséde & son
extrémité des dendrites se situant directement dans la peau [12], tandis que le prolongement
central transmet I'information au systéme nerveux central. Ces axones (fibres nerveuses)
sont divisés en plusieurs catégories : les fibres A3 qui sont fortement myélinisées®, les fibres

A¢ qui sont légérement myélinisées et les fibres C qui ne le sont pas (figure 3).

3La myéline permet d’augmenter la vélocité de la diffusion d’un potentiel d’action.
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F1G. 3 — Une coupe de la peau représentant les couches (épiderme et derme) ainsi que le
systéme nerveux somatique avec les différents types de fibres nerveuses et le lien a la mcelle
épiniére via le ganglion rachidien. DRG est le « Dorsal Root Ganglion » qui est le ganglion
rachidien. Image tirée de la revue écrite par Lumpkin et Caterina [19].

Les températures modérées et nociceptives activent les fibres Ad et les fibres C [11]. Les
fibres AJ sont supposées exprimer des récepteurs du toucher notamment & cause du fait
qu'ils entourent les poils [19]. Les kératinocytes (90% des cellules de la couche externe :
I'épiderme) pourraient elles-mémes percevoir des températures car exprimant des TRPV.
La couche interne de la peau (le derme) contient les neurones sensoriels. Une communication

entre les kératinocytes et les fibres nerveuses est donc envisageable et sera discutée plus tard.

Dans ce travail, ’accent est mis sur TRPV1-4, TRPMS8 et TRPA1, qui ont des températures
d’activation s’étalant sur une grande échelle (figure 2) entre deux extrémités nociceptives
représentée par TRPA1L (seuil <17°C) et TRPV2 (seuil >52°C). Les quatre autres canaux
couvrent les valeurs intermédiaires. La capacité de ressentir la température de ’environ-
nement est importante pour le maintient de 'homéostasie et la protection des tissus contre

des chaleurs dangereuses.



CHAPITRE 1

SENSATION DE CHALEUR

TRPV1

TRPV1 a été le premier canal a étre identifié chez les mammiféres et était appelé le ré-
cepteur a la capsaicine [29]. Sa température d’activation se situe a 43°C, ce qui peut déja
étre considéré comme étant du domaine nociceptif. Son expression est trés répandue dans le
corps comme dans le systéme nerveux central et périphérique, la peau, la langue et la vessie.
Il est présent dans les fibres Ad et C [19]. La capsaicine est un des multiples agonistes non
thermal de TRPV1, comme aussi un pH acide ou le camphre (table 1.1). Les antagonistes
sont la capsazepine et le « ruthenium red » qui est un inhibiteur de canaux ioniques [6];
I'inhibition s’applique aussi sur TRPV2, TRPV3 et TRPVA4.

TRPV1 est le seul récepteur de la capsaicine, car les souris knock-out [5,9] ainsi que des
neurones en culture ne présentent plus de sensibilité a ce composé. Les températures entre
42°C et 52°C ne provoquent plus de réponse dans les neurones en culture de type TRPV1/-,
mais in vivo les souris TRPV1/" présentent peu de différences de comportement avec le
wild-type. Caterina et al. [5] ont effectué un test avec un systéme nerfs-peau et ils ont
observé que, dans une minorité des fibres C, il restait une réponse a la chaleur (jusqu’a
47°C) mais, que l'intensité du signal était moindre. L’activation de TRPV1 n’est pas le seul
mécanisme pour ressentir les températures de 42°C et plus. Comme TRPV2 ne s’active qu’a

partir de 52°, il doit y avoir des autres protéines entrant en compte pour une sensation de
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TAB. 1.1 — Résumé des principales conditions d’activations et d’inhibition des thermo TRP

Canal Température Agonistes Antagonistes
TRPV1 >43°C capsaleine, camphre, ruthenium red, capsazepine
pH acide
TRPV2 >52°C NGF, IGF-1 ruthenium red
TRPV3 >32°C-39°C camphre, 2-APB ruthenium red, calcium
TRPV4 27°C-42°C 4aPDD ruthenium red
TRPMS 8°C-25°C menthol, icilin

huile de moutarde,
wasabi, ail

TRPA1 <17°C

ruthenium red, camphre

H505, ADP-ribose,

TRPM2 >35°C
Ca", cADP-ribose

TRPM4 15°C-35°C Ca?" intra-cellulaire

TRPM5 15°C-35°C Ca?T intra-cellulaire

ces températures.

Suite & une blessure physique, le corps ressent une plus grande sensibilité & la douleur
(hyperalgésie) et il y a une inflammation. TRPV1 joue un role dans ce phénomeéne, car les
souris TRPV17/~ ne présentent plus d’hyperalgésie générée par une inflammation [11,31]. De
nombreux composés, reliés a 'inflammation comme une légére acidification, la bradykinin?,
’ATP ou bien une protéine appelée « nerve-growth factor (NGF) », sensibilisent TRPV1 et
Ieffet de ces molécules est absent dans la souris avec le knock-out. I’expression de TRPV1
dans les neurones du ganglion rachidien et dans le systéme nerveux périphérique augmente

aprés une blessure [31], ce qui semble logique par rapport a la plus grande sensibilité a la

4La bradykinin est une hormone se liant & deux récepteurs : B1 et B2. B1 n’est exprimé qu’aprés une
blessure et il joue un role dans l'inflammation [21].
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douleur ressentie. Cette augmentation de 'expression de TRPV1 est due au fait, que la
stimulation par NGF transloque des canaux TRPV1 & la membrane plasmique, par une
voie impliquant une tyrosine kinase [22].

La plupart des canaux TRP, dont TRPV1, se désensibilise malgré le fait que le facteur
stimulant son ouverture reste présent. Il existe plusieurs mécanismes de désensibilisation.
Pour un stimulus chimique (capsaicine pour TRPV1) le calcium extra-cellulaire joue un
role tandis que dans le cas de la température comme signal ce calcium n’entre pas en
jeu [1]. Le lipide membranaire PIP; joue un role particulier et complexe. L’action régula-
trice de ce-dernier est inhibiteur, par une interaction directe avec TRPV1 sur I'extrémité
C-terminal [11] (figure 1.2). L’hydrolyse du PIPy par une PLC activée, par exemple via un
récepteur tyrosine kinase, active TRPV1 et celui-ci peut s’ouvrir [22,29]. L’augmentation
de la concentration du PIP, remet en place I'inhibition et ceci cause la désensibilisation
du canal |8]. La complexité de 'interaction entre TRPV1 et PIPy est que la régulation
par le lipide différe selon la concentration de ’agoniste. En effet, dans le cas d’une faible
concentration il y a une inhibition par le lipide membranaire tandis que pour une haute
concentration ou un stimuli plus puissant, le PIP5 joue un role d’activateur [8]. Le camphre
par exemple, est un agoniste moins fort que la capsaicine et il a été observé que TRPV1
s’active moins. Pour compliquer le tout, le site d’interaction du camphre est autre que celui
du pigment [22|. De plus, la vitesse de désensibilisation différe selon les agonistes [1]. L’ex-
trémité C-terminal joue le role de thermosenseur, car une ablation paritelle du domaine
C-terminal diminue la sensibilité a la température [35]. Par la suite il a été rapporté que
I'extrémité C-terminal comporte des sites de phosphorylation pour PKA ou PKC [17] (fig-
ure 1.2). Selon la revue de Dhaka et al. [11], les hélices transmembranaires deux et trois
sont importantes pour 'activation de TRPV1 par la capsaicine, mais le site senseur de la
température est ailleurs. La perméabilité de TRPV1 a des cations divalent dépend d’un

unique Asp entre les hélices cing et six qui forment le pore [28|.
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TRPV1 posséde une température d’activation de 43°C. Pourquoi ce canal reste-t-il fermé a
une température inférieur 7 L’ouverture est dépendante du potentiel électrique, donc plus
les conditions extérieures se rapprochent du seuil d’activation, plus la probabilité du pas-
sage des ions est grande. ’augmentation de la température facilite 'activation de TRPV1
en décalant la courbe d’ouverture versus le potentiel (P,/V) (box 1) vers des valeurs phys-

iologiques plus appropriées (-80mV a +50mV).

Box 1 : Courbe du potentiel électrique

A TRPV1 5
A I:)open
-‘ 1
42°C
O
=7 -
<
< ~
50 ms 100 0 100 200

F1G. 1.1 — Représentation de la courbe du potentiel électrique en tant que probabilité
d’ouverture en fonction du potentiel (P,/V). courbes pour TRPV1 (A) et TRPMS (B)

a deux différentes températures. Image tirée de l'article par Nilius et al. [27].

Les courbes du potentiel se décalent vers des potentiels physiologiques plus appropriés
en se rapprochant de la température d’activation de TRPV1 et TRPMS. Par exemple
pour TRPV1, la probabilité d’ouverture & 42°C pour un potentiel de -80 mV (potentiel
d’une cellule au repos) est d’environ 25% tandis que a 17°C de 0% (figure 1.1). Le

méme raisonnement peut-étre fait pour TRPMS.

12
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La capsaicine et les autres agonistes produisent le méme effet en diminuant le potentiel req-
uis pour Pouverture du canal [27,28]. Il a été proposé [1| que ce senseur de potentiel se situe
au niveau des hélices deux a quatre et que la modulation directe par des agonistes est un
mécanisme d’activation possible. Il existe beaucoup de protéines qui sensibilisent TRPV1,
comme PKA, PKC et la calmoduline (figure 1.2). Une phosphorylation de TRPV1 sensibilise
ce dernier & ses agonistes [8,28]. PKA et PKC possédent plusieurs sites de phosphoryla-
tion sur les canaux de la famille des TRPV (figure 1.2). La calmoduline régule TRPV1 et
TRPV4 par une interaction directe [28]. TRPV1 est aussi sensibilisé par de hautes concen-
trations extra-cellulaires de ions sodium, calcium et magnésium [28]. La souris TRPV1/-
ne présente plus de réponse a ces fortes concentrations ioniques, qui normalement induisent
une douleur [28].

TRPVs

@ ankyrin binding repeat
no TRP box
PKA, PKC,

PI3K-SH3
(TRPC5,6)

-‘—TRPVI

TRPV2
—TRPV4

r TRPVS calmodulin

L TRPV6 PDZ

PTK
PIP,(TRPVI)

TRPV3

OO ¢ O

F1G. 1.2 — Les sites d’interactions des TRPV par les différentes protéines impliquées dans
la régulation de ces canaux. La phosphoinositide-3-OH kinase (PI3K) interagit par son
domaine SH3 avec les TRPC et non les TRPV. Image tirée de la revue par Pedersen et
al. [28].
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TRPV2

Le canal TRPV2 posséde une homologie de 50% dans sa séquence avec TRPV1 [28,29]. Il est
exprimé dans les fibres A et AJ [19], le cerveau et la meelle épiniére. Sa présence dans les
neurones du ganglion rachidien est distinct de ceux de TRPV1 [31]. TRPV2 est activé par
de trés hautes températures (>52°C), par des agonistes comme NGF ou bien par « insulin
growth factor 1 (IGF-1) ». Il peut aussi étre activé mécaniquement, par exemple dans les
muscles lisses ot il propage la variation de pression osmotique et I'étirement par un influx de
calcium intra-cellulaire [28]. TRPV2 pourrait lui aussi participer a la douleur inflammatoire
de maniére similaire & TRPV1 mais a des températures supérieures (56°C), tandis que
I’hyperalgésie de TRPV1 se situe entre 43°C et 50°C [31]. L’ajout de résiniferatoxin, qui
est un désensibilisant de TRPV1, fait disparaitre les réponses & une température de 50°C
mais plus & 56°C. Les neurones injectés avec du « complete Freund’s adjuvant (CFA) », qui
est un composant causant une inflammation, ont augmenté leur expression de TRPV2 [30].
Tandis que l'injection de NGF n’augmente que 'expression de TRPV1. La contribution de
souris TRPV27/" servira & examiner plus précisément V’effet de ’absence de ce canal sur le
comportement et sa relation avec la sensation de douleur.

En absence de TRPV1 et TRPV2, les réponses aux températures nociceptives in wvitro
sont normales mais différentes de ceux de TRPV3 [37]. La présence de deux mécanismes
est supposé pour détecter les chaleurs dangereuses. L'un est dépendant de TRPV1/2 qui
est notamment sollicité aprés une blessure et lautre est indépendant. Ces résultats [37]
correspondent au peu de différence de comportement observé pour les souris TRPV1/~ dans
ses températures d’activité (~ 43°C-50°C), qui sont inférieures & TRPV2 et supérieures a
TRPV3 et TRPVA4.

TRPV2 est largement moins caractérisé que son homologue au niveau de la régulation. Les

effets de PKA [28,29], de PKC et de la calmoduline pourraient étre similaires avec TRPV1

14
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sauf 'implication du lipide PIPs.

TRPV3

L’expression de TRPV3 différe entre les espéces mais est toujours présente en majorité dans
les kératinocytes (cellule de la peau). Chez 'homme et le singe TRPV3 est aussi exprimé
dans les neurones du ganglion trigéminal et du ganglion rachidien ou il co-localise avec
TRPV1 dans les fibres C [31]. La question se posait donc si la forme hétérotétrameérique
du canal existe, mais Hellwig et al. [13] n’ont pas trouvés de preuves de cette hypothése.
Par contre, TRPV3 est présenté comme n’interagissant pas uniquement avec TRPV1, mais
aussi avec TRPV2 [29]. TRPV3 s’active entre 32°C et 39°C et par des agonistes tel que le
camphre et le 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) (table 1.1). A I'inverse de TRPV1,
TRPV3 se sensibilise a la suite d’activations thermiques [29, 31] et chimique® (camphre)
répétées [38]. Ces agonistes provoquent des décalages de la courbe P,/V (box 1) et activent
ainsi TRPV3.

Le calcium joue un role inhibiteur important dans la régulation de TRPV3 [22]. Minke [22]
propose que les concentrations intra- et extra-cellulaire de calcium ont un effet inhibiteur
sur le canal, indiquant une double régulation. La sensibilisation de TRPV3 est due a cette

641 (région du pore) vers une Asn élimine lin-

régulation [22]. Une mutation du résidu Asp
hibition du calcium extra-cellulaire. A des concentrations de Ca?" intra-cellulaire faibles, la
courbe P,/V se décale vers une activation facilitée. Au niveau moléculaire ¢’est la calmod-
uline, qui se fixe sur un site du c6té N-terminal du canal, qui assure la régulation par le
calcium intra-cellulaire [22]. Ce site est d’ailleurs aussi présent chez TRPV1 [22]; Ce deux-

iéme site est non représenté sur la figure 1.2.

La souris TRPV3"/~ présente une grande variation de comportent, notamment dans le choix

SL’agonsiste chimique est appliqué pendant une courte période de temps [38].
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de la température. Lors d’un test ot la souris TRPV37/- avait la possibilité de choisir entre
une plateforme a 35°C ou une a 20°C, elle préférait le sol plus frais que son homologue
wild-type [24]. En cas d’un gradient de température (15°C a 55°C) la souris knock-out a de
plus grandes difficultés de se situer dans 'endroit de 30°C a 38°C. L’overlap du domaine
d’activation de TRPV4, qui se situe entre 27°C et 42°C [11] avec celui de TRPV3 (table 1.1),
semble étre une possibilité pour expliquer que le mutant ressente encore les températures
modérées. L'interaction entre TRPV1 et TRPV3 et leur co-localisation pourrait expliquer
’absence de réaction a des températures de I’ordre de 50°C dans la souris TRPV37/-. Aucune
différence entre le mutant et le wild-type de TRPV3 n’a été observé dans la formation de
I’hyperalgésie. Il est intéressant de noter que chez la souris, TRPV3 est uniquement présent
dans les kératinocytes, ce qui semble indiquer un transfert d’information entre ces cellules

et les axones des neurones du ganglion rachidien et/ou du ganglion trigéminal.

TRPV4

TRPV4 a été identifié en premier lieu comme un canal ionique osmotique [11, 31|, puis
comme un thermo TRP dans la sensation de températures modérées (27°C), voir nocicep-
tives (42°C) a son apogée d’activation [31]. Au dela de cette valeur, 'amplitude du signal,
croissant jusqu’alors, diminue. TRPV4 se désensibilise suite a des stimulations prolongées
de plus de 42°C [11]. Une autre caractéristique de ce canal est une augmentation de la
vitesse d’activation jusqu’au seuil de 42°C. Il est toujours actif [29] au vue de son échelle
de température et est exprimé dans les kératinocytes ot il pourrait médier la sensation de
température (voir plus loin). TRPV4 est exprimé dans les fibres Ad et les fibres C [19].

Dans les tests de choix de températures, la souris TRPV47/" préférait des valeurs légérement
supérieures que son homologue sauvage, donc une plus grande tolérance a la température

pour les souris knock-out (KO). Il a été proposé que TRPV4 joue un role dans la perception
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de chaleur nociceptive, car lors du test qui consiste a plonger la queue dans une bassine
d’eau a 45-46°C, le temps nécessaire pour retirer ce membre était plus long pour le KO.
TRPV4 pourrait aussi étre impliqué dans I’hyperalgésie, mais les résultats de différents
groupes [16,32| se contredisent. TRPV4 est aussi exprimé dans des régions du cerveau im-
pliquées dans la thermorégulation comme I’hypothalamus, mais Lee et al. [16] contredisent
une telle thermorégulation par TRPV4. Un autre role de TRPV4 serait en lien avec son
expression dans loreille, car les souris knock-out ont une perte de l'ouie [11,29].

Les agonistes activant TRPV4 agissent selon des mécanismes différents. En effet, une mu-
tation du coéte N-terminal de la troisiéme hélice transmembranaire permet de différencier
I'ouverture par la chaleur ou un ester phorbol (4a-phorbol 12,13-didecanoate : 4aPDD) par
rapport a 'osmolarité, mais la possibilité existe que ces mécanismes sont allostériques [29].
[activation par la température requiert que le domaine ankyrine (N-terminal) soit in-
tact |29]. Un résidu Tyr dans la troisieme hélice est indispensable pour I'activation par la
température par le fait qu’il lie I’ester phorbol 4aPDD, qui est relaché lors de la présence
de chaleur [11]. Cette interaction est directe [17], similaire & la capsaicine pour TRPVI.
TRPV4 présente aussi de nombreux sites de phosphorylation pour la PKC [28] (figure 1.2).
Un autre régulateur est le calcium intra-cellulaire. Il est possible que ce Ca?" agisse par
I'intermédiaire de la calmoduline qui a un site de liaison du c6té C-terminal du canal [17].
TRPVA4 est par nature toujours ouvert et il est supposé que le calcium ait aussi un ef-
fet inhibiteur, pour notamment protéger la cellule contre un taux élevé de ce ion, mais le
mécanisme reste inconnu [17]. Un décalage de la courbe P,/V (box 1) existe aussi chez
TRPVA4. Nilius et al. [27] présentent que la neutralisation des charges positives dans ’hélice
numéro quatre augmente le potentiel requis pour 'activation, donc diminue la probabilité

de l'ouverture du canal.

17



SENSATION DE CHALEUR

Les kératinocytes comme thermosenseur ?

Les kératinocytes expriment TRPV1 (uniquement chez ’homme [11]), TRPV3 et TRPV4
[8,15,19] et pourraient donc étre des thermosenseurs.

Il existe un mécanisme ou des cellules activent des neurones via des substances chimiques.
C’est le cas de TRPMb5, qui est impliqué dans le sens du gofit. La cellule excité par un
stimulis (par exemple via une protéine G) voit sa membrane dépolarisée conduisant & la
libération d’ATP, qui pourrait activer une fibre sensorielle voisine via un canal PX3% [8].
Les kératinocytes sont connues pour relacher des molécules signales aprés activation d’un
récepteur spécifique, comme par exemple la (G-endorphin qui inhibe la nociception en se
fixant a des récepteurs p-opioid sur des neurones [15]. L’activation de TRPV1, TRPV3 et
TRPV4 par la chaleur pourrait donc libérer des molécules, qui ne sont pas encore connues
pour linstant (figure 1.3). Mais comme pour TRPM5, PATP est un candidat, car des
souris avec knockout du canal PoX3 (exprimé dans les neurones du ganglion rachidien et
trigéminal) sont insensibles & une température modérée et nociceptive [15] (entre 27°C et

42°C), qui est le domaine d’activité de TRPV3 et TRPV4 et le début de TRPV1.

TRPM2, TRPM4 et TRPMS5

Ces trois canaux ne sont pas impliqués dans la sensation de température, mais leur activa-
tion est dépendante de celle-ci.

TRPM2 est exprimé dans le cerveau, dans des cellules périphériques [28| et dans les cel-
lules 3 du pancréas [22] ou il semble réguler la sécrétion d’insuline [33] par entrée de Ca®".
Il est activé par la combinaison d’ADP-ribose et de calcium intra-cellulaire [22]| et par le
peroxyde d’hydrogéne; par ce fait il est possible que TRPM2 soit un senseur du statut

redox [29,34]. Un autre agoniste est I’ADP-ribose cyclique mais I'activation n’a pas lieu a

6Canal perméable a4 I’ATP
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Dorsal root
ganglion

Cold

Heat

Chemical agonists

Mechanical
stress?

To spinal
cord

Current Biology

F1G. 1.3 — Les canaux TRP présents dans les kératinocytes (TRPV1 non représenté) et
les terminaisons nerveuses pouvant étre activées par une multitude de stimulus comme la
température, des agonistes chimiques ou de maniére mécanique. La communication des
kératinocytes avec les fibres terminales via des molécules est représentée par un point d’in-
terrogation. Des canaux perméables aux sodium et calcium, peut-étre autres que les TRP,
pourraient s’activer dans ces fibres et causer un potentiel d’action. Ce potentiel d’action
est propagé au ganglion rachidien puis a la mcelle épiniére. Image tirée de la revue écrite
par Damann et al [8].

25°C, mais seulement a partir de 35°C [33] et ceci fait de TRPM2 un canal sensible a la
température.

TRPM4 et TRPMS5 ont de nombreux points communs comme une imperméabilité au cal-
cium |28, 34|, mais une activation par ce dernier du coté intra-cellulaire |18, 22]|. TRPM4
et TRPM5 possédent une homologie de 50% [28] et sont exprimés ensemble ou seuls [29].
[’augmentation de la concentration de calcium intra-cellulaire provoque des décalages de la
courbe P,/V [18,27]. Le senseur est probablement au niveau de la quatriéme hélice trans-
membranaire [27]. TRPM4 est exprimé dans le cceur, le pancréas, le placenta [28] ainsi
que dans les lymphocytes T [22] et joue un role dans le controle de lactivité rythmique
cardiaque [34]. Deux codons (TRPM4a et TRPM4b) existent pour TRPM4 [17]. Le codon
«a» exprime un canal non-fonctionnel et le « b » est normal [29]. La sensibilité¢ de TRPM4

au calcium est régulée par I’ATP, par la phosphorylation de PKC et par la liaison de la
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calmoduline a 'extrémité C-terminal [28] (figure 2.1). Ces régulateurs induisent un décalage
de la courbe P, /V [27]. TRPMS5 est exprimé dans la langue, les poumons, le systéme digestif
et le cerveau [28]. Il joue un role prépondérant dans le sens du goiit dans lequel il médie la
sensation de sucré, d’amer et d’'umami (protéique) [34| via un mécanisme impliquant une
protéine G [18|. L’amplification de la sensation de sucré avec 'augmentation de la tempéra-
ture de la nourriture est causé par la sensibilité de TRPM5 a la température [8]. De plus le
Ca®" dans la cellule désensibilise TRPMb5, qui est resensibilisé par le PTP, [29]. TRPM4 et
TRPMb5 sont sensibles & une variation de température entre 15°C et 35°C. Cette sensibilité
est due a une ouverture facilitée des canaux induit par un décalage de la courbe P,/V vers

des valeurs physiologique plus appropriées [17].

Travaux futurs

De nombreuses questions restent en suspend comme le lien entre les kératinocytes et
les fibres nerveuses ainsi que la détection de température nociceptive en ’absence de
TRPV1 et TRPV2 in vitro. Les multiples knock-out de TRPV1/TRPV3, TRPV1/TRPV4
et TRPV3/TRPV4 ainsi que le triple knock-out (TRPV1/TRPV3/TRPV4) seront parti-
culiérement intéressant, car ils permettraient d’évaluer d’éventuelles compensations entre
eux. Les souris avec TRPV2 muté seront intrigante, tout comme la mutation de TRPV1
et TRPV2, car il existe la possibilité d’un autre canal ou bien un mécanisme impliquant
TRPV3 ou TRPV4 ou les deux. Story et al. [31] estiment que TRPM4 et TRPM5 pourraient

étre impliqué dans les thermosensations des neurones sensoriels en plus du goft.
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CHAPITRE 2

SENSATION DU FROID

TRPMS8

Le premier canal, récepteur du froid, a été découvert dans la prostate de I’homme, mais son
expression principale est dans les neurones du systéme nerveux périphérique [28]. Dans les
cellules, TRPMS est un canal a calcium présent dans la membrane plasmique ainsi que dans
des membranes intra-cellulaires [28]. Son étendue d’activité est inférieur a 25°C (modéré)
jusqu’a environ 8°C (nociceptif). Les agonistes naturels principaux sont le menthol, I'icilin”
et un froid modéré. Il est intéressant de noter que ces trois activateur ne suivent pas la méme
voie pour ouvrir TRPMS8. En effet, I'icilin nécessite en plus du calcium extra-cellulaire pour
ouvrir le canal, au contraire du froid et du menthol [11], qui eux ont besoin de PIP, [28].
Finalement un pH faible inhibe une activation par le froid et I'icilin, mais le mécanisme du
menthol n’est pas affecté |28]. La désensibilisation de TRPMS8 est causée par 1’hydrolyse du
PIP, par une PLC sensible au Ca?" activée par le calcium traversant le canal [8]. TRPMS
est lui aussi dépendent des décalages de la courbe P,/V (box 1).

TRPMS est exprimé dans environ 10% [11,31] des fibres C, qui sont des neurones du gan-
glion rachidien. Un certain conflit régne sur la question, si TRPMS co-localise avec TRPV1
et s’il est impliqué dans le ressenti de températures nocives froide. Des expériences in vitro

ont trouvé des réponses a la capsaicine (TRPV1) et au menthol co-localisées [11,31]. Ceci

"Un stimulant plus puissant que le menthol.
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pourrait contribuer & la situation du froid paradoxal : le ressenti d’un froid bralant. Les
résultats in vivo sont variés, car certains observent une co-localisation tandis que d’autres
pas. La co-expression in wvitro peut étre due aux conditions de culture [11]|. La possibil-
ité d’une expression commune de TRPV1/TRPMS fut, par la suite, proposée dans un cas
d’inflammation, mais aucune preuve n’a été trouvée [11]. Les études de la souris TRPMS8/-
pourront élucider certains mystéres sur ce canal.

Le knock-out de TRPMS8 a été effectué par deux groupes [7,10]. Tous deux ont mis en évi-
dence, dans le ganglion rachidien la présence de plusieurs populations de neurones sensibles
au froid, ainsi que I'existence d’un autre récepteur, peut-étre TRPA1. Les souris présentent
une préférence pour des températures plus basses que le wild-type (test d’un gradient de
température entre 15°C et 53.5°C). Dhaka et al. [10] ont observé que le froid extréme est
évité, donc il existe un autre thermosenseur pour des températures induisant une douleur.
Colbrun et al. [7] ont un résultat similaire, car leurs souris mutées réagissent normalement
lorsque posées sur une plaque a 0°C. La méme étude montre que le comportement vis-a-vis
des températures chaudes (domain de TRPV1) ne change pas et que donc la co-localisation
hypothétique de TRPV1/TRPMS8 ne semble pas exister. TRPMS8 semble avoir un role dans
la sensibilisation aprés une inflammation conduit par le froid nociceptif, mais rien n’est
observé dans une situation d’inflammation par la chaleur |7,10]. Dhaka et al. [10] proposent
aussi que TRPMS n’est pas la seul cible du menthol, car certains neurones répondent en-
core dans la souris KO. TRPMS a un réle analgésique a la suite d’injection d’une substance

douloureuse comme la formalin [10].

Pourquoi TRPV1 est activé par la chaleur et TRMPS par le froid 7 Une étude [36] présente

que Pouverture de TRPV1 est dépendant de la température (Q,® de 14.8) tandis, que la

8Q,o représente le changement d’activité résultant d’une augmentation de température de 10°C [11],
donc plus cette valeur est élevée, plus la température influence 'ouverture du canal.
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fermeture ne lest que trés peu (Q,, de 1.2). Pour TRPMS c’est l'inverse, I'ouverture est
peu dépendant de la température tandis, que la fermeture l'est : un Q,, de 1.3 contre 9.4.
Ce qui veut dire que TRPV1 s’ouvre plus fréquemment & température élevée et TRPMS se

ferme peu a basse température.

TRPMs

o-kinase (TRPM6,7)
ADP-ribose hydrolase
(TRPM2)

TRPbox

PKA, PKC

PI3K-SH3

(TRPM2,7)
calimodulin
(TRPM4,5)

PDZ (TRPM2,7)
Walker B

ool ¢ 0 I -

F1G. 2.1 — Les sites d’interactions des TRPM par les différentes protéines impliquées dans
la régulation de ces canaux. Image tirée de la revue écrite par Pedersen et al. [28].

Il n’est pour I'instant que peu connu comment la température active les canaux TRP. Dhaka
et al. [11] présentent que les hélices transmembranaires deux et trois sont importantes
pour lactivation par les composés naturels capsaicine (TRPV1) et l'icilin (TRMPS8), mais
que l'ouverture par la température et le menthol s’effectue ailleurs. Par la suite, il a été
proposé [1] que le senseur du potentiel se situe au niveau des hélices deux a quatre et que les
agonistes modulent directement ce senseur. L’extrémité C-terminal est un autre domaine
important et interagit avec par exemple le PIPy pour TRPMS via le domaine TRP [28§]
(figure 2.1). Une mutation en cet endroit a considérablement diminué efficacité mais pas
Iaffinité du menthol [1]. De plus, la permutation des extrémités C-terminal de TRPV1 et
TRPMS8 provoque aussi une inversion de leurs propriétés : TRPV1 devient sensible au froid
et TRMP8 au chaud [4]. Le PIP; et un pH faible influencent TRPV1 et TRPMS8 de maniére
opposée : les protons activent TRPV1 et inhibent TRPMS, tandis que 'inverse se produit

avec le lipide membranaire [31].

23



SENSATION DU FROID

TRPA1

Le neuviéme membre des thermo TRP, et aussi 'unique représentant de la famille des
TRP-Ankyrine chez les mammiféres, est source de nombreux contradictions dans son im-
plication comme thermosenseur d’un froid nociceptif [8,10, 31]. TRPAL est différent des
autres canaux TRP de par le fait, qu’il posséde un grand nombre de répétition d’ankyrine :
environ 16 [29,31|. Ce grand nombre d’ankyrine est impliqué dans une activation mécanique
de TRPAL [2], ce qui pourrait expliquer son expression dans les « hair cells » de Poreille
interne et un role dans 'audition a été considéré mais, le knock-out de TRPA1 a montré
que ce canal ne joue aucun role dans l'ouie [10,22,31]. TRPA1 est aussi exprimé dans les
fibres C et peut-étre les fibres AJ des neurones sensoriels du ganglion rachidien [10, 31]. 1l
ne co-localise pas avec TRPMS8 mais avec TRPV1, ce qui pourrait expliquer la sensation
de brilure par le froid [8,10,22,31]. Le PIP; semble étre un inhibiteur de TRPA1, car la
séquestration de ce lipide par un anticorps supprime cet effet [8]. Ceci pourrait apporter
des éléments quant a la double régulation du lipide sur TRPV1, car étant partiellement
co-exprimé avec TRPAL. Les agonistes de TRPA1 transmettent une sensation de douleur
briilante ou une irritation comme 'huile de moutarde, I'huile de cannelier de ceylan, le
wasabi ou Dallicin (ail) [22,31] (table 1.1). Ce canal est aussi activé par une hausse rapide
de la concentration du calcium intra-cellulaire, provoqué notamment par la drogue thap-
sigargin [11]. En plus de la dépendance au calcium, lactivation de TRPA1 présente des
décalages de la courbe P,/V [28].

L’implication de ce dernier dans la nociception est un fait accepté notamment par I'activa-
tion des composés ci-dessus. TRPA1 médie aussi des aspects de ’hyperalgésie suite a une
inflammation [22] et ceci par une PLC [11] activée par une protéine G liée au récepteur
bradykinin [8,11,31]. Il existe aussi d’autres mécanismes d’activation de TRPA1 dont no-

tamment une liaison covalente aux résidus cystéines [20]. Il est pour 'instant pas encore
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connu comment le retour a la normal du canal s’effectue, mais une désensibilisation induite
par le calcium ou un décalage de la courbe P,/V a probablement lieu pour empécher la
douleur de perdurer, malgré agoniste lié [1]. Une preuve supplémentaire du role de TRPA1
dans la nociception est que son expression augmente aprés une blessure ou avec I'injection
de CFA ou avec NGF [10,31|. TRPA1 étant activé mécaniquement, il est peut-étre respon-
sable de certaines douleurs mécaniques [10]. Le menthol, qui est un agoniste de TRPMS,
n’ouvre pas TRPAT selon Story et al. [31], mais dans une revue [8] plus récente, le men-
thol est décrit comme ayant non seulement des effet activateurs mais aussi inhibiteurs sur
TRPA1. Les antagonistes sont le « ruthenium red » et le camphre [22].

TRPAL est actif & des température inférieure ou égale & 17°C [11], ce qui est dans le domaine
nociceptif, mais la question de son implication dans la sensation du froid reste ouvert. Des
souris knock-out ont été analysé par deux groupes [3,14]. Bautista et al. [3] n’ont pas ob-
servé de différence de comportement tandis que les souris de Kwan et al. [14] montrent des
réponses atténuées a des températures de 0°C, ainsi qu’a 'huile de moutarde, qui a comme
seule cible TRPA1 [3]. Selon Munns et al. [25] beaucoup de neurones sensoriels n’expriment

ni TRPMS8 ni TRPA1 et que les réponses au froid in vitro sont normales.

Travaux futurs

Il reste beaucoup de connaissances floues dans les récepteurs du froid comme leur impli-
cation dans la médiation d’un froid nocif et ceux pour TRPMS8 et TRPA1, ainsi que la
co-localisation de TRPMS8 avec TRPV1. De plus, il pourrait y avoir un autre participant
selon les réponses normales au froid des neurones sensoriels in vitro dépourvu de I'expres-
sion des deux canaux. Le double knock-out apporterait aussi certaines précisions. Autre fait

intéressent est, que ni TRPMS8 ni TRPA1 ne semble étre exprimé dans les kératinocytes.
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CONCLUSION

Les thermo TRP sont des canaux ioniques trés important de par leur fonction de médier
la température ou d’étre influencé par celle-ci. I a été démontré & quel point les agonistes,
les mécanismes et la régulation sont différents entre les canaux, en plus de chaque canal.
Ce fait peut montrer 'importance de ces derniers dans l'interaction avec ’environnement
et pourrait étre relié avec une forte protection contre des mutations.

De nombreuses études devront encore étre effectuées pour comprendre des éléments clefs
dont, notamment le role des kératinocytes. L’analyse des domaines présents dans chaque
canal, ainsi que ’apport des structures tertiaires est aussi important. Finalement la question
de I'implication possible des deux récepteurs (TRPM8 et TRPA1) dans le ressenti d’un
froid nociceptif devra étre répondue et s’ils ne les sont pas, l'existence possible d’autre(s)

senseur(s).
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