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Peace is a lie, there is only passion
Through passion, I gain strength
Through strength, I gain power
Through power, I gain victory
Through victory, my chains are broken

The Force shall free me

There is no emotion, there is peace

There is no ignorance, there is knowledge
There is no passion, there is serenity
There is no chaos, there is humanity

There is no death, there is the Force



Abstract en Francais

Identification d’un nouveau bloqueur peptidique du canal sodique Nav1.7 avec des
propriétés analgésiques

Les canaux calciques de type T Cav3.2 sont des régulateurs clés des fonctions sensorielles, et
de fait sont également des cibles intéressantes pour le développement de nouveaux composés
analgésiques pour le traitement et le management de la douleur. Malgré de récentes avancées
dans I’identification de petites molécules organiques ciblant la famille des canaux Cav3.x/Type
T, il reste encore a identifier un inhibiteur spécifique de Cav3.2. Le venin d’araignées contient
une large diversité de neurotoxines incluant des modificateurs de gating des canaux calciques.
En utilisant des canaux calciques recombinants, nous avons procédé a un criblage d’une
bibliotheque de venins et avons identifi¢ un nouveau peptide de 28 acides aminés (Psp3Tx1).
La forme synthétique de ce peptide a été utilisée pour déterminer son profil de sélectivité sur
un panel de membres proches de la famille des canaux calciques (Cav) et sodiques (Nav)
dépendants du voltage. Le peptide est sélectif pour le canal Nav1.7 (une cible largement validée
dans le contexte des pathologies de la douleur) avec un effet complémentaire sur Cav3.2 a de
fortes doses. In vivo chez la souris, le peptide posséde des propriétés analgésiques avec des
effets anti-hyperalgésiques et anti-allodyniques dans un contexte de douleur neuropathique. Ce
peptide possede €galement un pouvoir analgésique dans un contexte de douleur spontanée
induit par un agoniste des canaux Navl.7. Les résultats présentés dans cette thése sont
encourageants pour la mise en place d’un projet amenant Psp3Tx1 au niveau clinique.

Mots Clés : Canaux calciques de type T, Canaux sodiques, Nav1.7, Toxines ICK, Douleur

Abstract in English

Identification of a novel peptidic specific blocker of Nav1.7 sodium channel subtype with
analgesic properties

The T-type calcium channel Cav3.2 emerges as a key regulator of sensory functions, and
therefore is an interesting drug target to develop innovative analgesic compounds for improved
chronic pain management. Despite recent advances in the identification of small organic
molecules targeting the Cav3.x/T-type calcium channel family, to date specific Cav3.2
inhibitors remains to be identified. Spider venoms proved to contain a large diversity of
neurotoxins including gating modifiers of calcium channels. Using recombinant Cav3.2
channels, we performed a screening of a Tarantula venom library and identified a 28 amino
acid peptide (Psp3Tx1). The synthetic form of the peptide was used to determine its selectivity
profile over a panel of closely related members of the voltage gated calcium (Cav) and sodium
(Nav) channels. The peptide proved to be selective for the Nav1.7 channel (largely validated
target in the context of pain pathologies) with an additional effect on Cav3.2 at more elevated
doses. In vivo in mice, the peptide demonstrated to be an efficient analgesic molecule with anti-
hyperalgesic and anti-allodynic properties in the context of neuropathic pain. This peptide also
possess analgesic properties in a context of spontaneous pain induced by a Nav1.7 agonist. The
results presented in this these are encouraging for the setup of a project taking psp3Tx1 into
clinical tests.

Key Words : T-Type calcium channels, Sodium channel, Nav1.7, ICK Toxins, Pain
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I. Introduction

L’International Association for the Study of Pain a posé en 1979 la définition de la douleur
comme ¢étant « une sensation et une expérience émotionnelle désagréable en réponse a
une atteinte tissulaire réelle ou potentielle ou décrite en ces termes ». Néanmoins cette
sensation étant dépendante du patient, elle est difficile a qualifier, a quantifier et donc a
¢tudier. On peut également noter que cette sensation est a la fois émotionnelle, et a la fois
physique. D’un c6té nous avons l’intégration du message : la douleur, et de 1’autre, la
transmission d’une information de danger pour I’organisme jusqu’aux centres intégrateurs :
la nociception. En France, 23% des adultes sont diagnostiqués comme ayant une pathologie
douloureuse, celle-ci pouvant aller du probleme de dos, de migraine, de cycle menstruel aux
os cassés, aux cancers et aux douleurs neuropathiques (Source : National Health and
Wellness Survey France 2014). Ces douleurs chez les patients occasionnent des génes dans
leurs activités quotidiennes et dans leur travail pouvant occasionner des pertes de
productivité allant jusqu’a 26%. Tout cela a forcément un colit important pour la société,
au-dela des frais de traitement. Néanmoins, aucun traitement durable et pérenne n’existe

pour la douleur.

a. La Douleur
i.  Manifestations Cliniques de la Douleur

Selon la Société Francaise d’Etude et de Traitement de la Douleur (SFETD), il est possible
de distinguer trois grands types de douleur : douleur aigué, douleur chronique et douleur
procédurale. Cette dernicre est imputable aux actes de soins médicaux plutdt qu’a une

Iésion accidentelle ou une pathologie et ne sera pas détaillée ici.



1. La Douleur Aigué

La douleur aigué est indispensable pour protéger I’individu des dangers de son
environnement. Ce type de douleur est une sensation rapide et peu durable dans le temps.
Celle-ci est en général accompagnée de réflexes d’évitement et de retrait en cas de stimuli
externes et d’un réflexe de repli sur soi dans le cas d’une douleur interne. Une fois la cause
de ce signal d’alarme traitée, cette douleur aigué disparait. Cette douleur est indispensable
au praticien (hospitalier ou non) pour pouvoir diagnostiquer le patient. Ils décident alors
parfois d’appliquer une « oligo-analgésie » volontaire (dans le cadre d’un passage aux
services des urgences d’un hopital) de cette douleur pour pouvoir procéder au diagnostic
tout en soulageant le patient. Cette oligo-analgésie peut également étre involontaire dans le
cadre d’une peur d’effets secondaires de la médication utilisée. Cela conduit parfois a une
insuffisance de traitement des symptomes douloureux et 1’établissement d’un déficit

thérapeutique.

2. La Douleur Spontanée

La douleur spontanée est souvent étudiée dans le contexte douloureux inflammatoire mais
aussi neuropathique et il a été suggéré que la douleur spontanée plutdt que la douleur
évoqueée serait le probléme clinique majeur. Il a aussi été suggéré que le concept de douleur
spontanée n’avait pas lieu d’étre quand elle était due a une réaction inflammatoire en cours.
On peut par exemple retrouver de la douleur spontanée chez une partie des patients atteints
de douleur neuropathique. Il a aussi été suggéré que la présence d’allodynie (réponse
douloureuse a une stimulation non douloureuse) et d’hyperalgésie (réponse douloureuse
exacerbée a une stimulation douloureuse), associée aux nombreux stimuli du quotidien
pouvant évoquer de la douleur, applique un niveau constant de désagrément chez les

patients qui est souvent pris pour de la douleur spontanée (Bennett 2012).
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3. La Douleur Chronique

On distingue habituellement la douleur aigué comme une sensation intense, mais souvent
breve. C’est celle que I’on ressent en se coupant le doigt, par exemple. Si une sensation
douloureuse persiste quelques heures ou quelques jours apres cette coupure, celle-ci a un
but protecteur pour permettre la régénération des tissus via des mécanismes tels que
I’allodynie et I’hyperalgésie (Figure 1). C’est quand cette sensation douloureuse persiste
plus de 3 mois que I’on parle de douleur chronique. La douleur devient alors un handicap
plutét qu’une information physiologique pertinente pour la survie et le maintien de

I’intégrité de I’organisme.

Hyperalgesia

Mormal pain
response

WREq pIAE] LOOT &

Pain intensity

*=—— pllodynia

Stimulus intensity

Figure 1 : Diagramme présentant la relation d’intensité de douleur en fonction de ’intensité du
stimulus. La courbe bleue située a droite présente la relation normale a I’intensité du stimulus
et ’ampleur de la douleur ressentie. La douleur n’est évoquée que par les stimuli d’intensité
dépassant la zone rouge. L’amplification pathologique de la perception douloureuse provoque
un déplacement vers la gauche de la courbe intensité du stimulus/sensation douloureuse (courbe
rouge). Dans ces conditions, un stimulus non douloureux évoque alors une douleur (allodynie)
et un stimulus douloureux provoque une réponse douloureuse exacerbée (hyperalgie). Figure
tirée de (Gottschalk and Smith 2001).
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ii.  Conséquences pour les patients et leur famille/proches

La perception de la douleur s’accompagne de modifications du comportement de 1’individu qui
vont faire transparaitre sa douleur. Ces modifications peuvent survenir au niveau du
comportement verbal de la personne autant qu’au niveau de ses mimiques, de sa posture ou de
ses activités quotidiennes. Ces changements et leur impact peuvent étre trés différents d’un
patient a 1’autre, pouvant aller d’une absence totale de signes extérieurs de souffrance a une
grande démonstration de celle-ci. C’est suite a ces signes que I’entourage peut réagir, parfois
en soutenant le patient, parfois en le rejetant. En fonction de leurs réactions, fussent-elles
positives ou négatives, le patient peut se retrouver soulagé ou, au contraire, se retrouver dans
une détresse accrue. Ce soulagement ou cette détresse peuvent alors a leur tour jouer un role en
diminuant la douleur ou en la renforcant. Dans le cadre de douleurs chroniques, les traitements
prescrits peuvent également s’accompagner d’une prise en charge psychologique du patient car

les douleurs chroniques peuvent étre responsables d’états dépressifs ou anxieux.

b. Nociception

La nociception est le mécanisme sensoriel qui permet de transmettre I’information nerveuse au
cerveau. La nociception peut étre due a des stimuli pouvant porter atteinte a 1’organisme tels
que la chaleur, le froid nocif, les agents chimiques irritants ou les 1ésions tissulaires mécaniques
(Stemkowski and Smith 2012; Woolf 2010). Elle nous permet aussi d’étre alertés des
dommages aux organes ou systémes internes. Ces détériorations peuvent avoir des étiologies
diverses comme des infections, des traumas, des séquelles de traitements médicamenteux ou
des intoxications par des produits toxiques. Cette liste de causes étant bien slir non exhaustive.
Sans cette perception, il n’y aurait rien pour empécher un individu de continuer a avoir des
comportements dangereux pour lui-méme, en associant le stimulus nociceptif a une zone
atteinte et en la protégeant ou en s’¢loignant de la source du stimulus. Ces réactions de

protection vont souvent de pair avec un état d’alarme de I’organisme, augmentation de la
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pression artérielle, du débit cardiaque ainsi que parfois une analgésie induite par le stress
(Faramarzi, Zendehdel, and Haghparast 2016). Cette nociception est physiologique, et dans le
cas ou elle perdure bien apres la guérison du tissu 1€sé ou apres que le stimulus nociceptif soit
¢loigné, elle est pathologique. Ces messages, sont transmis par des récepteurs sensoriels situés

en périphérie.
i.  Acteurs Cellulaires

1. Neurones sensoriels périphériques (Ganglions dorsaux

rachidiens et neurones pseudo-unipolaires)

Le premier neurone du systéme périphérique est le neurone en T, ou neurone afférent primaire.
Ces neurones vont permettre la détection et la transmission des informations sensorielles depuis
les organes innervés (comme la peau, les muscles, les visceres ou les tendons) jusqu’a la moelle
¢épinicre ou elles seront transmises jusqu’au systéme nerveux central. Les neurones en T sont
aussi appelés neurones pseudo-unipolaires car ils n’ont qu’une projection axonale qui projette
ensuite d’une part vers le systéme nerveux central (moelle épinicre) et d’autre part vers 1’organe

innervé (Figure 2).

Cell body
&3
Systéme nerveux central . i
AN Organe innerve
(moelle épiniére) 1 -—

Figure 2 : Schéma d’un neurone pseudo-unipolaire présentant le soma de la cellule. A droite
I’organe innervé et la branche axonale du nerf périphérique, a gauche les projections vers le
systéme nerveux central. Le sens de propagation du signal est représenté par la fleche et les
doubles traits. Adapté de (Devor 1999).

Les nerfs périphériques regroupent les projections de ces neurones allant vers les organes
innervés mais également les axones efférents des motoneurones de la moelle épiniére. A
I’opposé, les nerfs rachidiens se dirigent vers la moelle épinicre et se regroupent dans la corne

dorsale de la moelle. Les corps cellulaires de ces neurones pseudo-unipolaires sont regroupés
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dans les ganglions dorsaux rachidiens (Dorsal Root Ganglia en anglais : DRG) (Figure 3 et 4).

Ces ganglions sont situés de part et d’autre de la moelle épiniére, en dehors des vertebres. 1l y

a 29 paires de ces ganglions chez ’Homme qui innervent des zones précises du corps.

Figure 4 : Schéma représentatif
des voies de la douleur. Les
terminaisons nerveuses
périphériques permettent de capter
le stimulus qui sera conduit
jusqu’a la moelle épiniére via la
fibre sensorielle formée par le
neurone afférent primaire. Ce
méme signal sera ensuite transmit
au cerveau par la voie spino-
thalamique ou il sera intégré.

WNeurone afférent
primaire

Figure 3 : Dessin de Cajal des corps
cellulaires des neurones sensoriels dans
un ganglion rachidien dorsal. On peut y
voir des neurones de différentes tailles, le
départ des axones ainsi que la jonction en
T. (Devor 1999)

Ganglion dorsal Ly
rachidien = ;’F

@ t voie spino-
thalamique

Moelle épiniére
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II. DRG et influx nerveux

Dans ces ganglions, on peut distinguer plusieurs types de neurones afférents primaires qui
permettent de distinguer de multiples informations concernant leur environnement. On peut
classer ces neurones de plusieurs fagons: par rapport a leur anatomie (diameétre,
my¢élinisation ou non), par rapport a leurs caractéristiques fonctionnelles (vitesse de
conduction de I’information, modalités de 1’activation, seuil de cette activation) ou par
rapport a leur composantes moléculaires. La classification la plus utilisée, qui date des
années 1920 a 1940 avec les travaux de Gasser est celle basée sur la vitesse de conduction
de l’information dans les neurones revue et modifiée en accord avec les criteres
anatomiques (Gasser 1941). On distingue 3 groupes de fibres nerveuses : A, B et C (Figure
5 et Tableau 1) (Perl 2007; McGlone and Reilly 2010), avec dans les fibres afférentes
primaires seulement trois grands types de fibres AP, Ao, C. Cette classification
fonctionnelle a tout d’abord été complétée par la présence de marqueurs moléculaires de
type récepteurs des neurotrophines (récepteurs TrkA, TrkB, TrkC, et RET/GFR) mis en
évidence par les études des différents lignages cellulaires au cours du développement de ces
neurones (Lallemend and Ernfors 2012). En 2015, I’équipe de Patrik Ernfors a publi¢ un
article concernant une classification beaucoup plus précise et non biaisée des neurones
sensitifs (Usoskin et al. 2015). Celle-ci se base sur un profilage des ARN messagers
exprimés dans des neurones de DRGs de souris par RNA-Seq sur cellules uniques. Lors de
cette étude, ils ont examiné presque 1000 neurones différents avec une profondeur de
séquencage moyenne mais permettant néanmoins d’identifier environ 10000 transcrits par
cellule et de faire une analyse par regroupement des types cellulaires en fonction des profils
d’expression des ARNms de chaque cellule. Ils identifient alors ainsi au moins 11 types
cellulaires différents dans les ganglions dorsaux rachidiens. Au-dela des limites de I’étude

liées au stress cellulaire induit par I’isolement cellulaire et a I’induction de 1’expression de
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certains ARNSs, cette nouvelle approche moléculaire est treés intéressante. Elle est confortée
par d’autres travaux récents publiés en 2014 et 2015 relatant des profils transcriptomiques
de sous-classes de neurones des DRGs triées par différentes méthodes (Li et al. 2016;
Thakur et al. 2014; Chiu et al. 2014; Reynders et al. 2015). Cet ensemble de techniques
permet d’aboutir a une classification plus précise mais il reste encore a appliquer ces
techniques valables sur 1’animal a I’Homme, si possible en condition physiologique et

pathologique.
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Figure 5 : Cette figure résume les informations concernant les divers types de fibres. En
haut a droite le graphique représente le rapport entre la vitesse de conduction de
I’information nerveuse et le diameétre des fibres. Le graphique central présente le potentiel
d’action dans son ensemble comme la sommation des informations provenant de plusieurs
fibres enregistrées et caractérisées (triangles sous la courbe). La courbe mauve représente
quant a elle "enregistrement complet d’un nerf sur une échelle de temps permettant de
visualiser les fibres C avec leur vitesse de conduction lente. (Perl 2007)
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Nerfs afférents sensoriels

A . Diamétre de Vitesse de
Categorie Modalite I’axone (um) conduction (m/s)
Myélinisés
Aa Propriocepteurs des muscles et tendons 20 120
AP M¢écanorécepteurs a bas seuil 10 80
Sensation thermique nocive ou non (froid
Ad .o L. 2.5 12
et chaud), nociception mécanique
Non-my¢élinisés
C-douleur Stlrmul‘l nocifs et non-nocifs thermiques et | <1
mécaniques
C-tactile  Pression légere, toucher plaisant 1 <1
C- Systéme autonome, glandes sudoripares, 1 <1

autonome  vasculature

Tableau 1 : Ce tableau regroupe les caractéristiques des différentes fibres retrouvées dans les
nerfs afférents sensoriels (McGlone and Reilly 2010).



a. Différents types de fibres

i. Fibres A : Sensorielles ou Motrices
1. Fibres Aa

Ces fibres regroupent 2 types d’axones. D’une part, les axones des neurones afférents sensoriels
véhiculant I’information proprioceptive grace aux fuseaux neuromusculaires de type Ia et grace
a I’organe tendineux de Golgi (type Ib). D’autre part, les axones des motoneurones permettant
le contrdle de la contraction des muscles squelettiques. Ceux-ci proviennent de la corne ventrale
de la moelle épinicre. Ce sont des fibres myélinisées de gros diametre (~15um) avec une vitesse

de conduction rapide (120m/sec).
2. Fibres Ap

Ces fibres sont formées par les afférences des récepteurs de contact et de pression (toucher,
tact) situés dans la peau. Elles jouent aussi un role dans la proprioception via les fuseaux
neuromusculaires de type II. Ce sont des fibres myélinisées de gros diamétre (entre 5 et 12pum)

avec une vitesse de conduction de 80m/sec.
3. Fibres Ay

Ces fibres, contrairement aux autres citées ici, sont uniquement des fibres motrices. Elles sont
formées par les motoneurones de la corne ventrale et contrdlent la contraction des fuseaux

neuromusculaires. Elles possédent les mémes caractéristiques de propagation que les fibres Af.
4. Fibres Ad

Ces fibres jouent un rdle dans plusieurs modalités de perception (Tact, Température,
Nociception). Ce sont des fibres de petit diamétre (2,5um) et avec une vitesse de conduction

plus faible que les autres fibres A mais néanmoins supérieure aux fibres B et C (12m/sec).
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ii.  Fibres B : Végétatives

Les fibres B sont des fibres efférentes du systeme nerveux autonome. Elles sont de petit
diametre (0.1 a 2um), faiblement myélinisées et ont une vitesse de conduction faible, similaire

aux fibres Ao (entre 3 et 14m/sec).

ili.  Fibres C : Sensorielles ou Végétatives

Tout comme les fibres Aa, les fibres C comprennent deux types d’axones. Premierement, les
axones afférents sensoriels qui participent a la perception de la douleur mécanique et thermique,
au toucher plaisant et au prurit (Jonsson et al. 2015; Timmes et al. 2013). Ces fibres contiennent
aussi des axones efférents provenant du systéme nerveux autonome. Ce sont des fibres de petit

diamétre (~1um) avec une vitesse de conduction inférieure a 1 m/sec.

Il existe une dualité dans les modalités que peuvent percevoir les neurones sensoriels
périphériques. L’Homme posséde a la fois des fibres permettant le codage rapide de
I’information dans le temps et ’espace et a la fois des fibres permettant de véhiculer des
messages plus durables et plus lents. D’un c6té nous avons les fibres Ad qui vont transmettre
les informations concernant les douleurs aigués, rapide et tres localisée et d’un autre coté nous
avons les fibres C qui vont permettre de propager les informations douloureuses diffuses et

prolongées.

b. Modalités de perception

En plus de la classification précédente, on peut regrouper les fibres sensorielles suivant leurs
modalités de perception. Elles peuvent détecter une ou plusieurs modalités et une ou plusieurs
intensités de stimulation. Ces fibres sont liées a des organes récepteurs spécifiques de ces
modalités mais ce n’est pas toujours le cas, certaines fibres peuvent détecter certains stimuli et
jouer le réle de senseur par elles-mémes. On peut citer les fibres importantes pour la

somesthésie, permettant de ressentir le toucher, la proprioception, la perception thermique ainsi
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que la nociception. C’est cette dernicre que nous allons détailler dans les sous parties suivantes.
Elle est due a des fibres de petit a moyen diamétre (Ad et C) permettant la détection de stimuli

potentiellement dangereux pour 1’organisme.

Les fibres Ad présentent deux sous-types de modalités : elles sont capables de ressentir les
stimuli mécaniques et thermiques, soit au chaud, soit au froid (Djouhri and Lawson 2004;
Zimmermann et al. 2009). Les fibres C sont également trés hétérogenes, pouvant a la fois
ressentir les stimuli mécaniques et les stimuli thermiques nociceptifs. Il faut néanmoins préciser
que certaines fibres C sont sensibles a une seule des modalités citées (mécanique, thermique
chaude, thermique froide). Une partie des fibres C sont également capables de ressentir les
agents chimiques (Davis, Meyer, and Campbell 1993) et les sensations de démangeaison
(Ringkamp et al. 2011; Timmes et al. 2013). En plus de toutes ces sous-catégories de fibre C,
on peut trouver une population qui n’est pas sensible aux stimuli mécaniques ni a la chaleur
mais qui peuvent le devenir suite a une sensibilisation par I’application locale de capsaicine ou
d’huile de moutarde (AITC) (Schmidt et al. 1995). Ces informations ont pour la plupart été
trouvées apres des analyses des fibres nociceptives cutanées mais certaines fibres transmettent
un autre type de message dans d’autres structures. Par exemple, dans la cornée, les fibres
transmettant les informations tactiles non nocives sont également celles qui transmettent les
informations douloureuses (Wall, McMahon, and Koltzenburg 2006). Chacun de ces types de
fibres a également une anatomie du champ récepteur distincte en fonction du territoire innerve.
On peut citer en exemple les différences d’innervation entre peau poilue et glabre mais
¢galement avec les muscles, les vaisseaux sanguins, le tube digestif etc... Les déterminants
moléculaires permettant d’obtenir ces anatomies spécifiques sont pour 1’heure encore mal
connus. Dans leur ensemble, ces informations nous permettent de dire qu’il existe une multitude
de critéres sur lesquels baser une classification et que chaque type de douleur peut avoir son

propre réseau neuronal et non-neuronal a étudier.
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III. Canaux ioniques

Afin qu’un organisme puisse réagir aux modifications et perturbations de son
environnement, il doit pouvoir percevoir ces modifications. Les stimuli sont pergus par les
neurones sensoriels primaires. Les protéines situées sur les membranes vont recevoir
I’information, permettre son codage en message é€lectrique et sa transmission le long du
neurone. Cette transmission est assurée par des canaux ioniques placés tout au long des
neurones. Les canaux ioniques sont des protéines formant des pores qui permettent le
passage d’ions de part et d’autres des membranes (Figure 6). Ce passage d’ions crée un
courant, dépolarisant ou hyperpolarisant, qui va moduler le potentiel de membrane de la
cellule et permettre la génération d’un potentiel d’action suite a 1’activation des canaux
ioniques potassiques et sodiques. En fonction du type cellulaire, de la nature et de I’ intensité
du stimulus, la réponse en potentiel d’action varie en nombre et en fréquence. Ces potentiels
d’action sont ensuite propagés dans le neurone puis au suivant via I’activation de canaux

calciques qui contrdlent la libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique.

Certains canaux sont activés par des ligands, des seconds messagers, par le voltage ou par
des stimuli extérieurs comme 1’étirement. Les structures de ces canaux (Potassium, Chlore,
Sodium et plus récemment Calcium) sont découvertes petit a petit et grace a une révolution
récente dans le domaine de la biologie structurale des grosses protéines, on constante
I’augmentation de la résolution de la technique de cryo-microscopie ¢électronique (ou Cryo
EM) (Callaway 2015). Cette derniere a permis la résolution d’un beaucoup de canaux
ioniques durant les trois années de ma theése et permettent de mieux comprendre leur
fonctionnement et leur modulation pharmacologique (Doyle et al. 1998; Dutzler et al. 2002;
Payandeh et al. 2011; Wu et al. 2016b). L’intérét plus particulier pour cette é¢tude est le fait
que ces protéines membranaires sont la seconde cible la plus visée par les médicaments

apres les protéines couplées aux protéines G (Overington, Al-Lazikani, and Hopkins 2006).
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Figure 6 : Ce dessin représente I’homologie des séquences en acides aminés du pore des
canaux dépendants du voltage. Cette superfamille rassemble 143 membres répartis en
plusieurs sous-familles en fonction de leur sélectivité ionique et de leur structure globale.
En bleu, les canaux dépendants du voltage sélectifs au sodium et au calcium (Nav et Cav),
les canaux TRP (Transient Receptor Potential) en vert et les canaux sélectifs au potassium
en rouge (Yu and Catterall 2004)
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a. Canaux TRPs : Transient Receptor Potential

La superfamille des canaux TRP, dont le premier membre est le canal Trp de Drosophile, est
représentée, chez les mammiferes, par 6 familles classées en fonction de leur homologie de
séquence : TRPC, TRPM, TRPV, TRPA, TRPP, TRPML. Il existe une 7° famille mais elle n’est
pas présente chez les mammiferes (TRPN). Les sous-unités TRP sont constituées de 6 domaines
transmembranaires qui s’assemblent en homo- ou hétérotétrameres. Ils forment alors des
canaux perméants aux cations qui présentent des modes d’activation variés (Owsianik et al.

2006).

- TRPA (ankyrin) : TRPAT est le seul membre de cette famille présent chez les mammiferes.
L’activation de cet homotétramere dans les neurones sensoriels contribue a la nociception. Il
est activé par des agents chimiques tels que I’huile de moutarde (AITC) ou la formaline

(Macpherson et al. 2007).

- TRPC (canonique) : Ce sont les canaux les plus proches du Trp de Drosophile. La plupart des
canaux de cette famille sont activés par les cascades déclenchées par les récepteurs couplés aux
protéines Gg/11 ou par les cascades découlant de I’activation des récepteurs a la tyrosine kinase
(Abramowitz and Birnbaumer 2009). TRPC1 est également sensible a I’étirement (Kerstein et

al. 2013).

- TRPM (melastatin) : Ce groupe est constitué de 8 canaux. TRPM1 est impliqué dans la
dépolarisation des cellules de la rétine (Irie and Furukawa 2014). TRPM2 est activé dans des
conditions de stress oxydatif ou d’ischémie (Yamamoto, Takahashi, and Mori 2010). TRPM3
est important dans le développement de I’hyperalgésie au chaud suite a une inflammation
(Oberwinkler and Philipp 2014). TRPM4 et TRPMS sont les seuls canaux TRP a étre non
perméants au calcium. TRPM4 est un important régulateur de 1’entrée de calcium dans les

mastocytes (Vennekens and Nilius 2007) alors que TRPMS est présent dans les cellules des
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papilles sur la langue et participe a la conduction des informations pour le sucré et I’amer
(Liman 2007). TRPM6 et TRPM?7 sont appelés des « chanzymes » (mot-valise pour channel
(canal) et enzyme), ils sont perméants aux ions divalents et aux ions monovalents et ont
¢galement la particularité de présenter, malgré une conductance élevée en canal unitaire, une
trés petite conductance quand ils sont exprimés a la membrane. TRPM7 serait également
impliqué dans la régulation de la signalisation immunitaire (Zierler et al. 2016). TRPMS est
quant a lui activé par le froid et les composés qui induisent une sensation de froid (Knowlton

and McKemy 2011).

- TRPP (polycystine) : Cette sous-famille contient 3 membres : TRPP1, TRPP2 et TRPP3. Ils
sont principalement connus pour la pathologie qu’ils induisent lorsqu’ils sont mutés, la

polykystose rénale (Wu, Sweet, and Clapham 2010; Nilius 2007).

- TRPV (vanilloide) : Cette sous-famille contient 6 membres, de TRPV1 a TRPV6. TRPV1 est
impliqué dans le développement de I’hyperalgésie au chaud suite a une inflammation et pourrait
contribuer a la détection de stimuli de chaleur nocive (Pingle, Matta, and Ahern 2007). Sa
structure a notamment été résolue par 1’équipe de David Julius en 2013 (Figure 7)(Liao et al.
2013). TRPV2 ne présente pas d’activité comme thermosenseur chez I’Homme mais a été pour
sa part récemment impliqué dans les mécanismes d’immunité innée (Link et al. 2010). TRPV3
et TRPV4 sont quant a eux bien des chémosenseurs et thermosenseurs impliqués dans la
nociception et I’inflammation (Broad et al. 2016; Kanju et al. 2016). TRPVS et TRPV6 sont
eux des canaux impliqués dans 1’absorption et la réabsorption du calcium a travers ’intestin et

I’épithélium rénal (Fecher-Trost, Weissgerber, and Wissenbach 2014; Na and Peng 2014).
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Figure 7: Schéma de Ia
structure de 1’homotétramere
TRPVI1. Chaque sous-unité
formant le tétramere est
colorée différemment. Les
segments S1 a S4 sont situés a
la périphérie. Les segments
S5-S6 sont au centre et
forment le pore du canal. La
structure de ces canaux est
tres proche de celle des
canaux dépendants du
voltage. Tiré de (Liao et al.
2013)

-TRPML (mucolipine) : Cette sous-famille contient 3 membres (TRPML1-3) pouvant former
des homomeres ou des hétéromeres. Ce sont des canaux qui jouent un réle dans le transport et

I’adressage des endosomes et lysosomes (Grimm et al. 2012; Curcio-Morelli et al. 2010)

b. Canaux sensibles aux protons

Cette famille de canaux regroupe 4 membres (Acid Sensing Ion Channel (ASIC) 1-4). Pour
ASIC 1 et ASIC2 il existe un variant d’épissage donnant un canal fonctionnel. Ils sont alors
notés ASICla, ASIC1b, ASIC2a et ASIC2b. Ces sous-unités s’assemblent en trimeéres et
peuvent former des hétéroméres (Jasti et al. 2007; Gonzales, Kawate, and Gouaux 2009).
ASIC2b ne forme pas d’homomeres fonctionnels mais contribue aux modifications et a la
régulation de I’activité du canal. ASIC4 quant a lui ne permet pas la formation d’un homomeére
fonctionnel mais a plutdt la fonction de régulateur de la présence d’ASICla et d’ASIC3

(Akopian et al. 2000). Ces canaux sont exprimés dans les neurones périphériques et centraux
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ou ils jouent un rdle de senseur d’acidité¢ (Figure 8). Ils sont activés par les pH acides et

présentent une activation et une inactivation rapide.
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Figure 8 : Roles des canaux ASIC dans les voies de la douleur. Adapté de (Deval et al. 2010)
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c¢. Canaux mécano-sensibles

La mécano-sensibilité est la capacité pour les cellules a ressentir les stimuli mécaniques
externes ou internes (le toucher, la proprioception, 1’audition, la douleur et la pression sanguine
pour exemple) et a les coupler a des processus cellulaires. Cette capacité a ressentir ces stimuli
est due a des canaux ioniques. L’un d’entre eux, Piezol est exprimé dans les poumons, la vessie
et la peau, mais pas dans les neurones sensoriels comme son homologue Piezo2. Un étude
récente a montré également que Piezol est sensible a d’autres stimuli que I’étirement (Honore
et al. 2015) et sa structure en homotrimere a été résolue récemment par Cryo EM (Figure 9)
(Ge et al. 2015). Ces canaux Piezo ne sont pas les seuls canaux mécano-sensibles existants, il
y a par exemple le canal TRPCI (cité précédemment) et le canal potassique TREK (détaillé ci-

apres).
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Figure 9 : Schéma de la structure de deux sous-unités de I’homotrimere du canal Piezo 1 vu de
coté. En bleu, la position fermée du canal et en orange la position ouverte. La ligne pointillée
rouge indique les possibles points de passage des ions. Les fléches rouges indiquent le sens des
forces pouvant induire le mouvement des lames (Blade) ou des hélices périphériques (PH) qui
contrblent le gating du canal. Tiré de (Ge et al. 2015)
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d. Canaux Sodiques dépendants du voltage

i.  Structure générale et sous unités

Les canaux ioniques sodiques dépendants du voltage sont présents dans la membrane de la
plupart des cellules excitables et sont indispensables a la génération et a la propagation des
potentiels d’action. On peut également les retrouver faiblement exprimés dans une
population de cellules non-excitables ou leur role n’est pas connu (Black and Waxman
2013). Les connaissances actuelles sur la structure de ces canaux découlent des études
biochimiques menées par (numa) dans les années 1980 utilisant des ligands a haute affinité
pour la purification des sous-unités. Pour les canaux sodiques, ces ligands étaient des
toxines montrant leur intéret précoce pour la recherche sur les canaux ioniques tant pour la

structure que ’activité¢ (Noda et al. 1986).

Ils sont constitués d’une sous-unité a formant le pore (~260kDa) qui peut étre associé ou
non a une ou deux sous-unités B (~33-39kDa) (Isom 2001). La sous-unité a est constituée
de 4 domaines homologues (DI — DIV) qui contiennent chacun 6 segments
transmembranaires organisés en hélice a (S1-S6). Les extrémités C et N-terminales de la
sous-unité o sont intracellulaires. L’organisation des domaines induit la formation de
boucles intracellulaires (P-loop) entre le segment S5 et le segment S6 de chaque domaine,
ce qui participe a la formation du pore. Le segment S4 est chargé positivement et agit
comme un senseur du voltage. C’est ce senseur qui est a I’ origine du « gating » du canal
(Figure 10). Lors de I’activation du canal, ce dernier se déplace vers le compartiment
extracellulaire et permet 1’ouverture du pore (Catterall 2010). Cette activation trés rapide,
de l’ordre de la milliseconde, est caractéristique des canaux sodiques. La boucle
intracellulaire reliant les domaines homologues I1I et IV sert a I’inactivation rapide du canal
en se repliant a I’intérieur du pore du canal et en I’obturant pendant les dépolarisations

membranaires soutenues. La 2° forme d’inactivation (lente) observée sur les canaux
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sodiques dépendants du voltage serait quant a elle due au resserrement du pore du canal

(Payandeh et al. 2012).

Il existe 9 isoformes de sous-unité o : Nayl.1 a Nay1.9. La résolution de la structure du canal
bactérien NavAb a révélé des spécificités différentes de celles des canaux potassiques
précédemment découverts comme un filtre de sélectivité court. Cette sélectivité ionique est
due aux interactions avec les chaines glutamate latérales (Payandeh et al. 2011). La
résolution de la structure de ce canal a également apporté la lumiére sur les mécanismes de
couplage entre le senseur de voltage (segments 1 a 4) et le pore (segments 5 et 6). L’un des
senseurs de voltage interagit avec le pore du domaine suivant dans une configuration
appelée « domain swapped configuration » pour « configuration domaine interchangé ».
Cette configuration peut étre retrouvée chez les canaux sodiques et calciques dépendants du
voltage. Néanmoins des structures de canaux n’étant pas en configuration « domain

swapped » ont été résolues.
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Figure 10 : Structure des canaux ioniques sodiques dépendants du voltage. La sous-unité o
est la structure centrale. Chaque domaine (de 1 a 4 de gauche a droite) est constitu¢ de 6
segments transmembranaires. Les sous-unités [ sont représentées a droite et a gauche. La
liaison entre les sous-unités Na,1/B3 et la sous-unité a se fait via un pont disulfure marqué
par le parallélépipede gris. En jaune, les segments responsables de la dépendance au voltage.
En vert, les segments responsables de la formation du pore du canal et possédant le filtre de
sélectivité ionique. L hexagone gris représente la zone de fixation de 1’ankyrine G jouant
un role sur la localisation du canal. Les ronds et losanges rouges représentent les sites de
phosphorylation respectivement de la PKA et de la PKC. Les cercles bleus sont les régions
impliquées dans le mécanisme d’inactivation rapide du canal. Adapté de (Liu and Wood
2011; Catterall 2012).
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Les canaux ioniques dépendants du voltage sodiques sont également susceptibles d’étre liés

a des sous unités auxiliaires pouvant moduler les caractéristiques bio-physiques du canal

(activation/inactivation, dépendance au voltage) ainsi que leur disponibilité a la membrane

et leur expression bien que celles-ci ne soient pas nécessaires a 1’activité du canal (Tableau

2). Les sous-unités auxiliaires, NayB2, Na,B3 et NayB4 sont constituées d’un large domaine

N-terminal extracellulaire, d’un segment transmembranaire unique et d’un domaine

cytoplasmique court (Goldin et al. 2000).

Sous-unité Nom du gene Se lie a

Na,p1 SCN1B Nayl.1 a Nayl.7

Nayf2 SCN2B Nayl.1, Nay1.2, Nay1.5, Na,1.6, Nay1.7
Nay33 SCN3B Nayl.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.5, Nay1.7
Nayp4 SCN4B Nay1.1, Nay1.2, Nay1.5, Nay1.7

Tableau 2 : Récapitulatif des liaisons entre sous-unités a et B des canaux sodiques.

C’est la répartition variable de chacune de ces sous-unités (a et B) qui participe a donner a

chaque neurone sa spécificité de transmission du message nerveux. On retrouve les 4 sous-

unités dans le systéme nerveux et dans le cceur alors que de manicre intéressante, on ne

retrouve que la sous-unité B1 dans le muscle squelettique adulte (Brackenbury and Isom

2011).
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ii. Isoformes

1. Navl.1

Cette sous-unité codée par le géne SCN1A peut étre retrouvée dans une grande partie des
cellules du systeme nerveux ainsi que dans les myocytes cardiaques (Maier et al. 2003;
Whitaker et al. 2001). On la retrouve fréquemment associée avec les sous-unités 1 et B2 (Smith
and Goldin 1998). Il est également suggéré que 1’association avec les autres sous-unités serait
possible mais elle n’a jamais été montrée dans les tissus natifs. Cette sous-unité présente une
activation et une inactivation rapide. Elle joue un role initiateur dans les potentiels d’actions et
permet des décharges répétées dans les neurones centraux. On peut également noter que
I’amplitude des courants sodiques dans les neurones GABAergiques et leur excitabilité est
diminuée chez les souris présentant une déficience pour ce canal. Celles-ci sont ¢galement
sujettes a des canalopathies diverses avec des symptomes comme des crises épileptiques, des
migraines, et certaines formes d’autisme entre autres. Plus récemment, une équipe a montré
I’implication de ce canal dans les douleurs mécaniques par I’utilisation d’une toxine agoniste

spécifique (Osteen et al. 2016).

2. Navl.2

Cette sous-unité codée par le gene SCN2A est exprimée dans le systéme nerveux central et dans
les neurones périphériques (Whitaker et al. 2000). On la retrouve associée avec les sous-unités
B1 et B2 (Isom et al. 1992; Isom et al. 1995) et certaines études montrent que les sous-unités 33
et B4 sont également capables de se lier in vitro (Yu et al. 2003; Morgan et al. 2000), aucune
donnée in vivo n’a cependant été présentée. Comme Navl.l, cette sous-unité présente une
activation et une inactivation rapide. Elle est localisée au niveau du segment initial des axones
et participe a la génération du potentiel d’action (Levinson, Luo, and Henry 2012). Cette

isoforme est associée a des canalopathies induisant des crises épileptiques (Shi et al. 2009).
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3. Navl.3

Cette sous-unité codée par le gene SCN3A est exprimée dans le systéme nerveux central et dans
les neurones périphériques. On la retrouve associée aux sous-unités B1 et B3 (Meadows et al.
2002). Cette sous-unité¢ présente €galement une activation et une inactivation rapide. Son
expression est trés forte durant le développement (expression maximale a la naissance) et
diminue durant les deux premiéres semaines de vie jusqu’a atteindre les niveaux bas rencontrés
chez I’adulte. Elle peut néanmoins étre fortement réexprimée lors d’une lésion des nerfs
périphériques ou de la moelle épiniére ou elle participe a [’augmentation de 1’excitabilité
neuronale (Beckh et al. 1989; Felts et al. 1997; Wood et al. 2004; Fukuoka et al. 2008). A
I’inverse, on constate qu’une réduction par antisens de son expression réduit les symptomes

douloureux chez des animaux présentant une lésion de la moelle épiniere (Hains et al. 2003).

4. Navld4

Cette sous-unité¢ codée par le géne SCN4A est exprimée dans le muscle squelettique. On la
retrouve associée aux sous-unités B1 (Cohen-Armon and Sokolovsky 1993). Cette sous-unité
présente ¢galement une activation et une inactivation rapide. Elle participe a I’initiation et la
transmission des potentiels d’action (George et al. 1992). La majorité des mutations retrouvées
sur la séquence de la sous-unité o Nay1.4 modifie les caractéristiques de I’inactivation du canal,
ce qui cause des périodes d’hyperactivité (causant des myotonies) ou hypoactivité (causant des

paralysies) (Cannon 2002; Vicart et al. 2004).

5. Navl.5

Cette sous-unité codée par le gene SCN5SA est exprimée dans les myocytes cardiaques, dans le
muscle squelettique lors du développement (Kallen et al. 1990; Cohen 1996; Maier et al. 2004).
Elle est également présente au niveau intestinal (Beyder et al. 2014; Osorio, Korogod, and

Delmas 2014). On peut la retrouver associée a toutes les sous-unités B, néanmoins toutes les
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¢tudes relatives a ces associations ont été faites dans des systémes hétérologues, aucune étude
faite a partir de tissu cardiaque purifié¢ n’est recensée. Cette sous-unité présente une activation
et une inactivation rapide. Elle joue un rdle dans la génération et la propagation du potentiel
d’action dans le cceur. Des mutations sur la séquence de cette sous-unité o sont mises en
¢vidence dans le syndrome de Brugada ainsi que dans le syndrome de Long QT (Hedley et al.
2009; Ruan, Liu, and Priori 2009). Une étude récente montre que I’expression du canal Nav1.5
dans le cceur serait contrélée par un élément régulateur amplificateur situ¢ dans un intron du
gene SCN10A (Navl.8). Ces deux geénes sont situés sur le chromosome 3 a proximité 1’un de
I’autre. Cette étude met en avant un mécanisme expliquant I’impact de Nav1.8 sur la rythmicité

cardiaque dans le syndrome de Brugada (van den Boogaard et al. 2014).

6. Navl.6

Cette sous-unité codée par le gene SCN8A est exprimée dans les neurones myélinisés du
systéme nerveux périphérique au niveau du nceud de Ranvier (neurones des ganglions dorsaux
rachidiens, axones des motoneurones) (Fukuoka et al. 2008) ainsi que dans le systéme nerveux
central. On peut la retrouver associée a toutes les sous-unités . Cette sous-unité présente une
activation et une inactivation rapide. Sa localisation au nceud de Ranvier en fait un excellent
outil pour la propagation des potentiels d’action le long des fibres myélinisées. Les mutations
sur la séquence de cette sous-unité o peuvent induire des encéphalopathies épileptiques
(Veeramah et al. 2012) et des ataxies cérébelleuses (Kohrman et al. 1996). Les caractéristiques
biophysiques de ce canal font qu’il permet des courants résurgents lors de la repolarisation qui
sont propices aux activités rythmiques. Cette propriété est accentuée quand ce canal est li¢ a la
sous-unité 4. On retrouve notamment cette combinaison dans les neurones des DRGs (Barbosa

et al. 2015).
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7. Navl.7

Cette sous-unité codée par le géne SCNI9A est exprimée dans les neurones des ganglions
dorsaux rachidiens, les cellules de Schwann et les cellules neuroendocrines (Felts et al. 1997).
On peut la retrouver associée a toutes les sous-unités  (Farmer et al. 2012; Eubanks et al. 1997;
Theile and Cummins 2011; Laedermann, Syam, et al. 2013). Cette sous-unité présente une
activation et une inactivation rapide (Cummins, Dib-Hajj, and Waxman 2004). Les mutations
sur cette sous-unité induisent chez I’Homme des altérations de perception de la douleur qui

seront détaillées dans le chapitre suivant.

8. Navl.8

Cette sous-unité codée par le gene SCN10A est exprimée dans les ganglions dorsaux rachidiens
dans environ 90% des nocicepteurs et dans 40% des fibres A my¢élinisées (incluant les
mécanorécepteurs a bas seuil) ainsi que dans le cervelet (Shields et al. 2012). On peut également
la retrouver dans le cceur (Verkerk et al. 2012). Elle peut étre associée aux sous-unités 1, 2
et B3 (Vijayaragavan et al. 2004). Contrairement aux isoformes précédentes, celle-ci présente
une activation plus lente que les autres sous-unités et une inactivation lente (~6ms) qui varie en
fonction du potentiel a laquelle elle est mesurée (Cummins and Waxman 1997). Cette sous-
unité participe a la génération des potentiels d’action et par sa cinétique lente d’inactivation
supporte le maintien de la dépolarisation du neurone et les décharges répétitives de potentiels
d’action (Renganathan, Cummins, and Waxman 2001). On peut ¢galement noter que cette sous-
unité est toujours active a des températures basses et que, de fait, elle joue un réle important
dans la perception des stimuli de froid nociceptif (Zimmermann et al. 2007). Les animaux
knock-out pour cette sous-unité présentent une sensibilité a la douleur mécanique et thermique
réduite (Akopian et al. 1999; Abrahamsen et al. 2008). Les mutations gain-de-fonction sur cette
sous-unité induisent des syndromes de douleurs épisodiques familiales (Faber, Lauria, et al.

2012). Des mutants de Nav1.8 ont également été mis en cause dans le syndrome de Brugada ou
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il jouerait une role de modulateur de la rythmicité cardiaque (Zimmer, Haufe, and Blechschmidt
2014). En plus de ces effets, Nav1.8 est un outil trés intéressant pour étudier la spécificité des
fibres C. En effet, la création d’une souris Knock-In, ot on place la Cre-recombinase a la place
du premier exon de Nav1.8, par le laboratoire de John Wood permet d’étudier, via le systéme
Cre-lox, I’impact de différents génes dans la perception douloureuse. L’expression de Nav1.8
¢tant tardive lors du développement, cette souris permet également d’éviter les soucis

couramment liés aux KO létaux (Stirling et al. 2005).

9. Navl.9

Cette sous-unité codée par le géne SCNI11A est exprimée dans les neurones des ganglions
dorsaux rachidiens, les neurones trijumeaux ainsi que les neurones du plexus myentérique (Dib-
Hajj et al. 1999; Fang et al. 2002; Rugiero et al. 2003). Cette sous-unité ne se lie pas aux sous-
unités [ régulatrices. Contrairement aux isoformes précédentes, celle-ci présente une activation
et une inactivation trés lente (Cummins et al. 1999) qui s’oppose a la participation de cette sous-
unité a la génération d’un potentiel d’action, néanmoins sa dépendance au voltage basse (entre
-70 et -60 mV) lui donne un réle d’amplificateur de signaux infraliminaires. Cette sous-unité
contribue au mécanisme d’hypersensibilité a la chaleur et aux stimuli mécaniques suite a une
inflammation (Lolignier et al. 2011), et & la perception du froid (Lolignier et al. 2015). On peut
¢galement noter que les souris n’exprimant pas cette sous-unité présentent une hypersensibilité
a la douleur inflammatoire réduite (Amaya et al. 2006) alors que 1’expression de cette sous-
unité est augmentée par des médiateurs de I’inflammation comme le GTP et la PGE2 (Baker et
al. 2003; Rush and Waxman 2004). Il est intéressant de noter également qu’une mutation gain-

de-fonction sur cette sous-unité diminue la perception de la douleur (Leipold et al. 2013).
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e. Canaux de fuite

Il existe des canaux de fuite perméants au potassium et au sodium. Les canaux perméants au
potassium sont détaillés dans la partie leur étant consacrées plus bas. Le canal de fuite sodique
non sélectif NALCN (Sodium Leak Channel) est structurellement trés proche des membres de
la famille des canaux sodiques dépendants du voltage. On le retrouve exprimé principalement
dans le cerveau, en partie dans le cceur et trés faiblement dans le pancréas (Lee, Cribbs, and
Perez-Reyes 1999). Son réle physiologique exact n’est pas encore complétement établi mais il

est crucial pour 1’activité rythmique respiratoire (Lu et al. 2007).

f. Canaux potassiques

i.  Structure générale et sous unités

La famille regroupant les canaux potassiques est extrémement diverse (plus de 80 génes codant
pour ces canaux chez les mammifeéres), c’est également la plus grande famille (Yu and Catterall
2004). Leur activation permet de réguler I’excitabilité cellulaire de maniére large et permet de
controler la forme du potentiel d’action. On les retrouve dans tous 1’organisme ou ils régulent
des mécanismes aussi diverses que la sécrétion hormonale, la contraction musculaire et la
cognition. Ils présentent également une grande hétérogénéité de structure (6,4 ou 2 domaines

transmembranaires) et sont alors classés en sous-familles. (Figure 11)

ii. Isoformes

1. HCN

Les canaux HCN sont des canaux cationiques activés par [’hyperpolarisation (~-50mV) et
modulés par les nucléotides cycliques comme I’AMPc et le GMPc. Ces derniers modifient la
courbe d’activation des canaux HCN vers des potentiels plus positifs. La famille des canaux

HCN regroupe 4 membres constitués d’un domaine a 6 segments transmembranaires qui
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s’assemblent en tétramere pour former un canal fonctionnel. L’existence d’un hétéromere

HCNI-HCN4 a également été rapportée (Altomare et al. 2003).

Ces canaux participent a I’activité pacemaker que 1’on trouve dans les cellules cardiaques et les
neurones (DiFrancesco 1993; Pape 1996). IIs provoquent une dépolarisation de la cellule et ne
s’inactivent pas ou peu. Le courant généré par ces canaux (parfois appelé Irou 1) est présent
au potentiel de repos des neurones et participe de fait a 1’établissement de ce potentiel. 11 est
¢galement impliqué dans la rythmicité cardiaque en jouant un role dans 1’établissement de la
fréquence des potentiels d’action. Ces canaux sont également impliqués dans les douleurs
neuropathiques d’origine traumatique et chimique lors des traitements anticancéreux (Jiang et
al. 2008; Descoeur et al. 2011a) mais 1’absence de bloqueurs spécifiques de chaque isoforme
empéche d’établir leurs rdles respectifs. On peut néanmoins citer 1’Ivabradine (Procoralan©)
qui par son effet inhibiteur des canaux HCN4 situés dans le cceur induit une bradycardie. Cet
effet est intéressant dans le cadre d’un traitement de ’angor stable, mais est génant pour un
traitement de la douleur. Egalement, une étude récente montre que la lidocaine, analgésique
habituellement utilisé pour son effet antagoniste des canaux sodiques, inhibe également le

courant HCN dans des neurones de la substantia gelatinosa (Hu et al. 2016).

2. Kv

Cette sous-famille est la plus grande, regroupant 40 canaux dépendants du voltage. IIs sont tous
constitués de 6 domaines transmembranaires qui s’assemblent en homotétraméres ou
hétérotétrameres (dans le cas des familles Kyl, K.7, and K,10). Les propriétés
¢électrophysiologiques des hétérotétrameres peuvent étre largement différentes de celles des
homotétrameres. Certaines de ces sous-unités peuvent également avoir un réle de modulateur
(familles K5, 6, 8, et 9), de plus les sous-unités de ces familles ne forment pas d’homomeres

fonctionnels (ils sont dits silencieux) (Bocksteins and Snyders 2012) mais peuvent former des
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hétérotétrameres fonctionnels avec les sous-unités de la famille K2 augmentant la variété de

ces canaux (Gutman et al. 2003).

On peut distinguer 3 types de courants en plus du courant H dii aux canaux HCN :

M pour les courants qui ne s’inactivent pas (K,7.1 a K7.5) (Passmore et al. 2003). Ces
canaux font partie des « delayed rectifiers » (pour rectification retardée) car ils s’activent
apres quelques secondes et créent un courant hyperpolarisant stable. La famille des
« delayed rectifiers » regroupe d’autres canaux mais ces sous-unités Kv7 sont les seules a
présenter une inhibition par 1’acétylcholine via le récepteur muscarinique (Brown and

Adams 1980).

A pour les courants transitoires avec inactivation (Ky1.4, Ky3.4, K.4.1 a Ky4.3) (Akins and
McCleskey 1993). Ces courants ont une activation et une inactivation rapide. Ils jouent un
role régulateur de fréquence dans les cellules. Suite a une hyperpolarisation, I’inactivation
des canaux A est levée et ainsi, permet le maintien de I’hyperpolarisation pendant laquelle
la cellule ne peut pas déclencher de nouveau potentiel d’action. L’inactivation de ces canaux
est rapide et dépendante de la taille de la cellule et du courant, elle régule ainsi la fréquence

de déclenchement des potentiels d’action (Hille 2001).

K pour les courants a rectification retardée (Ky1.1, Ky1.2, Ky2.1, K\2.2, K\3.1 a2 K,3.3)
(Bocksteins et al. 2009; Bocksteins et al. 2012; Luo et al. 2011). Ces courants présentent
une activation rapide et une inactivation tres lente (>1sec). Ils s’activent au moment ou les
canaux sodiques s’inactivent dans la cinétique des potentiels d’action. Ils permettent alors
la repolarisation de la cellule ainsi que la phase d’hyperpolarisation apres le potentiel
d’action. Ils contribuent ainsi au potentiel de repos des cellules et influent sur la durée des

potentiels d’action ainsi que la fréquence de déclenchement possible (Catacuzzeno et al.

2008).
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3. KCa

Cette famille de canaux peut €tre a nouveau scindée en trois groupes : BK (ou maxi K) pour les
canaux a grande conductance (Big), IK pour les canaux a conductance intermédiaire
(Intermediate), et S pour les canaux a petite conductance (Small) (Vergara et al. 1998). Ces
trois catégories présentent des caractéristiques biophysiques différentes en termes d’activation,
de conductance et de pharmacologie mais ils partagent tous le fait d’étre activés quand la
concentration en calcium intracellulaire augmente. On peut néanmoins noter une modification
des conductances en fonction du voltage pour les canaux BK. Ceux-ci sont les seuls a posséder
la structure a 6 domaines transmembranaires des canaux Ky avec le segment S4 comme senseur
de voltage et un segment S7 en plus qui rend la partie C-terminale de la protéine extracellulaire.
Ce groupe de canaux joue un role dans la phase de repolarisation et d’hyperpolarisation
consécutive au potentiel d’action (N'Gouemo 2011) mais sont également inhibiteur de la
sécrétion de vésicules dans les cellules GH3 (Gaifullina et al. 2016). De leur c6té les canaux IK
et SK ont également une structure a 6 domaines transmembranaires mais leur segment S4 est
moins chargé que celui des BK ou des Ky ce qui les rend insensibles au voltage. Les canaux SK
jouent quant a eux un role dans le maintien de 1’hyperpolarisation aprés un potentiel d’action,
ils régulent alors la fréquence des potentiels d’action (Faber and Sah 2007) et participent aussi
a limiter I’activité sécrétoire dans les cellules adrénocorticales (Yang, Zhang, et al. 2016). Le

canal IK est un modulateur important des réponses gliales chez les rongeurs (Blomster et al.

2016).

4. Kir

Les Kir (pour Potassium « Inward Rectifier » ou rectifiant entrant) sont une autre famille de
canaux potassiques regroupant les Kir 1 a 7. Leurs sous-unités a sont constituées de 2 domaines
transmembranaires qui forment des homotétrameres bien qu’a I’intérieur des sous-familles des

hétérotétrameres soient retrouvés, et ils sont activés par les hyperpolarisations. La concentration
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extracellulaire en potassium influe également sur le potentiel auquel ces canaux s’ouvrent.
Contrairement aux autres canaux potassiques, ces canaux génerent un courant entrant (ici
entrée de potassium) qui va dépolariser la cellule lors de I’ouverture du canal aux potentiels trés
hyperpolarisés. Aux potentiels dépolarisés, la conductance de ce canal diminue de fagon a ne
pas permettre la sortie des ions potassium. Cela permet de protéger la cellule d’une sur-
utilisation de ses ressources en énergie et donc d’éviter sa mort. Cette ensemble de cinétiques
permet aussi de dire que ces canaux jouent un role dans le maintien du potentiel de membrane
en dehors des phases de potentiel d’action (ou ils se retrouvent non-conductant) (Hille 2001).
Dans cette famille, on peut noter la sous-famille Ki;2 dont les canaux sont constitutivement
actifs, la sous-famille K;:3 qui est activé par les protéines G et la sous-famille Ki;6 qui est

sensible a I’ATP (Hibino et al. 2010).

5. K2P

Cette sous-famille de canaux potassiques différe des précédentes par la composition des sous-
unités a. Celles-ci sont au nombre de 15, réparties en 6 sous-familles (TWIK, TRESK, TASK,
TALK, THIK, TREK), sont constituées de 4 domaines transmembranaires formant 2 boucles
P. IIs s’assemblent en dimeres fonctionnels plutot qu’en tétrameres comme les autres canaux
potassiques. Ces canaux génerent a tout potentiel des courants dits « de fond » ou « de fuite ».
Ces canaux génerent des courants persistants sortants qui controlent le potentiel de la cellule
(Enyedi and Czirjak 2010) et certaines isoformes ont été décrites entre autre dans les ganglions
dorsaux rachidiens (Marsh et al. 2012; Pollema-Mays et al. 2013), un grand nombre d’entre eux
ont ¢galement été impliqué dans 1’établissement de symptomes douloureux (Li and Toyoda

2015) :

- TWIK (pour Tandem pore domain Weak Inward rectifier K+ channel): Le canal TWIK1

joue un rdle dans la rythmicité de I’activité cardiaque ainsi que dans la morphologie atriale
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(Christensen et al. 2016) Il est également impliqué dans le maintien des douleurs
neuropathiques ou il est exprimé dans les neurones de grand et de moyen diamétre. Peu de
choses sont connues sur I’activité du canal TWIK2. Il générerait un courant rectifiant entrant
quand la concentration en potassium est égale de part et d’autre de la membrane, et un
courant rectifiant sortant lorsque les concentrations de potassium sont aux niveaux
physiologiques. TWIK2 s’inactive lentement et partiellement en condition non
physiologique de potassium extracellulaire. Lorsque cette concentration est physiologique

le canal est inactivé.

TRESK (pour TWIK-related spinal cord K+ channel) : Ce canal est retrouvé au niveau de
la moelle épini¢re et présente une homologie de séquence forte avec TREK2. Il est
¢galement sensible aux variations de pH intracellulaire et extracellulaire (chez la souris)
(Sano et al. 2003). 11 est surexprimé dans la corne dorsale de la moelle épiniere suite a une
Iésion induisant une douleur neuropathique (Hwang et al. 2015). Ce canal est également

inhibé par certains analgésiques (Park et al. 2016).

TASK (pour TWIK-related acid-sensitive K(+) channel) : les canaux TASK sont activés
par un pH alcalin et inhibés par un pH acide. Leur activation est instantanée et ces canaux
ne s’inactivent pas. En condition physiologique, ils générent un courant rectifiant sortant.
Ces canaux sont inhibés par les récepteurs couplés aux protéines Gq et les
endocannabinoides. On peut les retrouver dans les ganglions dorsaux rachidiens et dans le

pancréas (Dadi et al. 2015)

TALK (pour TWIK-related alkaline pH-activated K2P) : Ces canaux produisent un courant
a activation quasi instantanée par les pH alcalins et qui ne s’inactivent pas (Girard et al.

2001). On les retrouve dans le pancréas ou ils jouent un rdle dans la modulation de I’activité

42



électrique des cellules P, dans la sécrétion d’insuline et dans I’homéostasie du glucose

(Vierra et al. 2015).

THIK (pour Tandem pore domain Halothane Inhibited K(+) channel) : Comme leur nom
I’indique, leur caractéristique principale est d’étre inhibé par I’halothane. THIK1 est
retrouvé ubiquitairement dans I’organisme alors que THIK?2 est trouvé principalement dans
le cerveau et les reins (Rajan et al. 2001). THIK 1 et THIK 2 peuvent former des

hétéromeres fonctionnels (Blin et al. 2014).

TREK (pour TWIK-related K+ channel) : Les canaux TREK1 et TREK2 ont en commun
d’étre activés par des stimuli mécaniques et thermiques. Dans un cadre de douleur
neuropathique induite par une chirurgie CCI (Chronic Constriction Injury), bien que
I’expression d’ARNm de ces deux canaux soit augmentée, seule I’expression de TREK1 est
augmentée alors que celle de TREK2 n’est pas modifiée (Han et al. 2016). Ces deux
isoformes peuvent également former des hétérodimeres fonctionnels dans les neurones des
ganglions dorsaux rachidiens (Lengyel, Czirjak, and Enyedi 2016). TREK2 a néanmoins
¢té mis en cause dans 1’établissement de 1’allodynie au froid suite a un traitement par 1’anti-

cancéreux oxaliplatine (Pereira et al. 2014).
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Figure 11 : Représentation de I’homologie de séquence des acides aminés formant le pore des
canaux potassiques Ky, Kca, HCN, Kj; et Kop. La barre d’échelle représente le nombre de
changements dans la séquence. Les barres verticales ne sont pas a I’échelle. Tiré de (Yu and

Catterall 2004)
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g. Canaux Calciques dépendants du voltage

i.  Structure générale et Sous unités

Les canaux calciques dépendants du voltage permettent un influx de calcium dans la cellule en
réponse aux dépolarisations de la membrane. Cela permet a la cellule de réguler des processus
tels que la contraction, la sécrétion, la neurotransmission, ainsi que I’expression des genes dans
un grand nombre de type cellulaires différents. Ils sont indispensables pour lier les signaux
¢lectriques transmis de cellule a cellule aux processus intracellulaires dépendants du calcium.
Ce sont des protéines complexes composées de 4 a 5 sous-unités dont la plus grande est la sous-
unité al (190 a 250kDa) (Figure 12). Celle-ci contient tous les sites principaux de ’activité (le
pore, le senseur de voltage sur le segment S4, et les structures permettant le gating du canal).
Les sites de régulation du canal par des seconds messagers, des molécules ou des toxines sont
¢galement présents sur cette sous-unité. Tout comme les canaux sodiques, cette sous-unité est
organisée en 4 domaines homologues (I-IV) constitués de 6 segments transmembranaires
chacun. La boucle formée entre le S5 et le S6 est également celle qui permet de créer le pore et
de déterminer la spécificité de la conductance. Le filtre de sélectivité est représenté par une
succession de 4 glutamates (EEEE) sauf pour les canaux de type T ou le motif devient 2
glutamate et 2 aspartates (EEDD). Un changement de quelques acides aminés sur la séquence
de ces boucles permet de modifier la sélectivité du canal de calcique a sodique. Ces sous-unités
peuvent €¢galement étre liées a une sous-unité B intracellulaire ainsi qu’a une sous-unité 020
(Dolphin 2016). Pour certains de ces canaux, on peut aussi trouver une sous-unité y. IL existe
10 isoformes de canaux calciques activés par le voltage que 1’on peut classer en deux sous-
groupes : les canaux activés par une forte dépolarisation et ceux qui sont activés par une faible

dépolarisation (Figure 13).
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il.  Activés par une forte dépolarisation (HVA)

1. Cavlx

Ces canaux sont aussi appelés les canaux calciques de type L (pour Long Lasting). Ils requiérent
une longue dépolarisation pour étre activés, génerent un courant persistant et sont bloqués par
les Dihydropyridines (DHPs), les phenylalkylamines et les benzothiazepines. Comme pour les
canaux sodiques dépendants du voltage, les connaissances sur la structure des canaux calciques

proviennent des études menées par 1I’équipe du Dr Numa utilisant des ligands marqués .

a) Cavl.l

Cette sous-unité est codée par le gene CACNA1S. On peut la retrouver liée aux sous-unités vyi,
B1a, 025 ainsi qu’a la protéine AKAP15 (Jay et al. 1990; Ruth et al. 1989; Ellis et al. 1988; Hulme
et al. 2002). Elle est activée par des fortes dépolarisations et présente une inactivation
dépendante du voltage lente (environ 40% apres Ssec) (Freise et al. 2000). Cavl.1 est présent
dans le muscle squelettique (Takahashi et al. 2003; Tanabe et al. 1987). Ce canal permet la
libération du calcium stocké dans le réticulum endoplasmique par son interaction directe avec
le récepteur a la ryanodine ou par I’entrée de calcium extracellulaire. Il joue donc un rdle
important dans le couplage excitation-contraction (Block et al. 1988). Des mutations sur la
séquence d’acides aminés de ce canal peuvent conduire au développement de paralysies
hypokaliémiques périodiques de type 1 (Caciotti et al. 2003). Le splicing alternatif de ce canal
donne lieu a la synthése de deux variants avec des propriétés de gating tres différentes, la
sensibilité au voltage serait portée par le segment 4 du domaine 4 et les cinétiques d’activation
seraient dépendantes du segment 4 du domaine 1 (Tuluc et al. 2016). La structure de ce canal a
récemment été résolue (Figure 14) (Wu et al. 2015; Wu et al. 2016b) et les informations
apportées par ces €tudes pourraient permettre de raffiner les approches pharmacologiques a

visée thérapeutique sur les canaux calciques de type L puis a I’avenir, sur les autres types. Une
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des nouveautés structurales apportées par cette étude est I’identification de I’interface entre les

sous unité alphal et alpha2.

; . AN L h
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Figure 14 : Reconstruction de la structure du canal calcique Cavl.1 a 3.6 A aprés analyse du
cristal en cryo-microscopie électronique. Les domaines transmembranaires de la sous-unité al
sont chacun colorés dans un vert différent et les sous-unités auxiliaires sont colorées en bleu,
en jaune et en marron. Tiré de (Wu et al. 2015).

b) Cavl.2

Cette sous-unité est codée par le getne CACNA1C. On peut la retrouver liée aux sous-unités Pi-
4 (Foell et al. 2004) ainsi qu’a la sous-unité axs (Klugbauer, Marais, and Hofmann 2003). Elle
est activée par des fortes dépolarisations et présente une inactivation dépendante du voltage
lente ainsi qu’une inactivation dépendante du calcium rapide (Charnet et al. 1994). Cette
inactivation est ralentie si Cavl.2 est li¢ a la sous-unité f2a. On la retrouve exprimée chez
I’Homme dans le cerveau, le cceur et la moelle épiniére entre autre (Haase et al. 1996; Schultz

et al. 1993; Splawski et al. 2004). Elle joue un réle dans un grand nombre de fonctions :
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- dans le couplage excitation-contraction du muscle vasculaire lisse cardiaque et intestinal

(Moosmang et al. 2003)

- dans la sécrétion d’insuline dans les cellules § du pancréas (Barg et al. 2001)

- dans la mise en place de la mémoire spatiale (Moosmang et al. 2005)

- dans I’établissement des douleurs neuropathiques (Radwani et al. 2016)

Des mutations perte-de-fonction sur la séquence de ce canal sont impliquées dans un grand
nombre de pathologies cardiaques (Antzelevitch et al. 2007; Burashnikov et al. 2010) et de

troubles autistiques (Bader et al. 2011; Limpitikul et al. 2016).

¢) Cavl.3

Cette sous-unit¢ est codée par le gecne CACNAI1D. Elle peut étre li¢e a la sous-unité ans (Helton,
Xu, and Lipscombe 2005) ainsi qu’a la sous-unité § (Singh et al. 2008). Elle est activée par des
dépolarisations et présente une inactivation dépendante du voltage lente qu’une inactivation
dépendante du calcium plus rapide (Mangoni et al. 2003). Ces propriétés d’activation et
d’inactivation varient entre les variants d’épissage (formes longues et courtes du canal) (Tan et
al. 2011). La forme d’épissage courte ne posséde pas de domaine de modulation C-Terminal ce
qui améliore I’inactivation dépendante du calcium ainsi que la sensibilité au voltage (Scharinger
et al. 2015). La sensibilité au calcium de Cavl.3 est également régulée par un phénomene
d’édition des ARNs dans sa partie C-terminale (Huang et al. 2012). On retrouve ce canal
principalement exprimé dans le cerveau, dans 1’oreille interne et la cochlée, dans le cceur
(Takahashi et al. 2003; Mangoni et al. 2003) ainsi que dans les cellules chromaffines
(Marcantoni et al. 2010). Tout comme Cav1.2, ce canal joue un role dans un grand nombre de

fonctions :

- dans I’activité pacemaker du noeud sino-atrial (Mangoni et al. 2003)
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- dans Pactivité électrique des cellules de la cochlée et de ’oreille interne (Brandt, Striessnig,

and Moser 2003)

- dans la sécrétion des catécholamines par les cellules chromaffines (Perez-Alvarez et al.

2011).

- Dans la modulation homéostatique des réponses autocrines des neurones dopaminergiques
(Dragicevic et al. 2014) ainsi que dans 1’activité rythmique de ces neurones (Poetschke et

al. 2015)

d) Cavl.4

Cette sous-unité est codée par le gene CACNAIF. Elle peut étre liée a la sous-unité s
(Klugbauer, Marais, and Hofmann 2003) ainsi qu’a la sous-unité B2 (Ball et al. 2002; Lee et al.
2015). Ces canaux sont activés par une dépolarisation et présentent une inactivation dépendante
du voltage lente (McRory et al. 2004). Contrairement aux autres sous-unités Cavl,
I’inactivation de celle-ci n’est pas sensible au calcium en condition physiologique mais peut le
devenir si la concentration en calmoduline est artificiellement augmentée (Singh et al. 2006;
Liu et al. 2010). Ce canal est également moins sensible a I’inhibition par les diydropyridines
que les autres membres de la sous-famille Cav1. On le retrouve exprimé dans la rétine ainsi que
dans les tissus lymphoides (Strom et al. 1998; McRory et al. 2004). Un groupe a également
rapporté la présence de ces canaux dans les ganglions dorsaux rachidiens (Murakami et al.
2001). Ce canal joue un rdle dans la signalisation au niveau de la rétine, plus principalement
dans la libération des neurotransmetteurs des photorécepteurs (Chang et al. 2006) et joue
¢galement un rdle dans la signalisation au niveau des lymphocytes T (Omilusik et al. 2011).
Une mutation perte-de-fonction sur ces canaux peut aboutir a une pathologie nommée Cécité

nocturne congénitale stationnaire (Bech-Hansen et al. 1998).
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2. Cav2.x

Les trois canaux présents dans ce sous-groupe sont dits de type P/Q (pour « Purkinje »), N (pour
« Neuronal ») et R (pour « Resistant ») respectivement pour Cav2.1, Cav2.2 et Cav2.3. Ces
canaux jouent un réle prépondérant dans la transmission synaptique en régulant la fusion des
vésicules synaptiques et en modulant la plasticité synaptique (Takahashi and Momiyama 1993;

Zucker and Regehr 2002).

a) Cav2.1

Cette sous-unité est codée par le gegne CACNA1A (Mori et al. 1991; Starr, Prystay, and Snutch
1991). Elle peut étre liée a la sous-unité aps ainsi qu’aux sous-unités Bi-4 (Liu et al. 1996). Le
canal est activé par des dépolarisations modérées et présente une inactivation voltage-
dépendante modérée (Hans et al. 1999) bien que cette derniere soit dépendante de la sous-unité
B liée au canal. La dualité de dénomination de ce canal vient du fait qu’il existe plusieurs
cinétiques d’inactivation liées a la présence de sous-unités B différentes, avec une cinétique de
courant assez lente quand le canal est li¢ a B2 (type P) et une cinétique plus rapide quand le
canal est li¢ a Bi, B3 et Bs (type Q) (Mermelstein et al. 1999; Stea et al. 1994; Bourinet et al.
1999). On différencie la pharmacologie des types P et Q par leur sensibilité a la toxine -
agalVA de I’araignée Agelenopsis aperta. Ces différences viennent de variants d’épissage des
transcrits Cav2.1 ((Bourinet et al. 1999). La différence est une insertion de deux acides aminés
(Proline et Asparagine) sur une boucle extracellulaire reliant le segment S3 au segment S4 du
domaine IV. Cette région est proposé¢e comme site récepteur de la toxine w-agalVA. C’est
¢galement une région senseur du voltage, et a ce titre la toxine inhibe le canal en diminuant sa
sensibilit¢ au voltage. Cette toxine est un « gating modifier » (pour modificateur des
mécanismes de gating du canal) par opposition aux molécules bloquant le pore du canal (ou

« pore blockers »).

51



Ces isoformes sont retrouvées dans le cerveau (Hawrylycz et al. 2012), le systéme auditif (Chen
et al. 2011), les reins (Hansen et al. 2000) et les myocytes vasculaires (Andreasen et al. 2006).
En plus de son implication dans la transmission synaptique, on peut I’impliquer dans la
transmission des messages de douleur aigué apres injection de formaline (Malmberg and Yaksh
1994). Les mutants perte-de-fonction de ce canal conduisent a I’apparition d’hémiplégies
alternatives de I’enfance (de Vries et al. 2008), des syndromes de migraine familiale (Adams et
al. 2009; Pietrobon 2007) ainsi qu’a des ataxies épisodiques (Adams and Snutch 2007; Ophoff

et al. 1996).

b) Cav2.2

Cette sous-unité est codée par le gene CACNA1B (Williams et al. 1992). Elle peut étre liée a
la sous-unité axs (Witcher, De Waard, and Campbell 1993; Dubel et al. 1992) et aux sous-unités
Bi-4 (Liu et al. 1996). Elle est activée par des fortes dépolarisations et présente une inactivation
voltage-dépendante modérée (Bleakman et al. 1995). Plusieurs variants d’épissages existent
pour cette sous-unité et ils présentent des caractéristiques de voltage-dépendance et
d’inactivation différente (Stea, Dubel, and Snutch 1999). Encore une fois ces caractéristiques
d’inactivation dépendent fortement de la sous-unité 3 associée au canal, avec les cinétiques les
plus lentes retrouvées quand le canal est 1i¢ a B> (Pan and Lipscombe 2000). On retrouve Cav2.2
exprimé dans tout le cerveau (Hawrylycz et al. 2012) et dans la moelle épiniere (Westenbroek,
Hoskins, and Catterall 1998). Le canal est impliqué dans le controle de fonctions
physiologiques comme 1’homéothermie, la mise en place de la mémoire et la transmission
synaptique. Dans notre cas, la fonction physiologique la plus intéressante est sans conteste
I’implication dans la transmission des messages douloureux mécaniques et inflammatoires mais
non thermiques (Kim et al. 2001). Ce canal est d’ailleurs la cible de la seule toxine animale
utilisée comme anti-douleur actuellement (le ziconotide ou w-conotoxin MVIIA, sous le nom

de Prialt©). Cette toxine est un bloqueur du pore du canal.
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¢) Cav23

Cette sous-unité est codée par le getne CACNAIE (Soong et al. 1993). Elle peut étre li¢e a la
sous-unité ops et aux sous-unités Pi4. Elle est activée par des dépolarisations modérées et
présente une inactivation voltage-dépendante rapide. Les sous unités 3 associées modifient les
caractéristiques d’activation et d’inactivation, 1, B3 et B4 déplacent les courbes d’activation et
d’inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés alors que [ ralentit I’activation et
I’inactivation (Parent et al. 1997). Cav2.3 est exprimé dans le poumon lors du développement
(Brennan et al. 2013), dans le cerveau (Hawrylycz et al. 2012), dans le cceur (Mitchell, Larsen,
and Best 2002) et dans les cellules des ilots pancréatiques (Vajna et al. 1998). Il est impliqué
dans la plasticité et la transmission synaptique (Myoga and Regehr 2011), la sécrétion
d’hormones et de neuropeptides (Albillos, Neher, and Moser 2000) ainsi que dans la
transmission des messages douloureux dans un cadre de douleur neuropathique chronique
(Matthews et al. 2007). La toxine SNX-482 de tarentule qui est un « gating-modifier » bloque
Cav2.3 (Newcomb et al. 1998). La sélectivité de cette toxine pour les canaux calciques Cav2.3
a ¢été remise en cause récemment par la mise en évidence de son action sur les canaux
potassiques Kv4.2 et Kv4.3 (Kimm and Bean 2014). Cav2.3 est exprimé dans les voies
descendantes de controle de la douleur ciblées par les opioides. Bloquer Cav2.3 a ce niveau
permet de réduire le phénoméne d’apparition d’une tolérance de I’effet analgésique de la

morphine (Yokoyama et al. 2004).

ili.  Activés par une faible dépolarisation (LVA)

Dans ce dernier sous-groupe des canaux calciques dépendants du voltage, on retrouve trois
isoformes (Perez-Reyes 2006; Perez-Reyes et al. 1998; Cribbs et al. 1998; Lee et al. 1999). Ces
canaux sont a I’ origine de courants calciques de type T (pour « Tiny and Transient », petit et
transitoire). Ceux-ci, contrairement aux canaux des autres sous-groupes, sont insensibles aux

dihydropyridines inhibant les canaux Cav1.x et aux conotoxines qui bloquent les canaux Cav2.x
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(Perez-Reyes 2003). Ils ne possedent pas de domaine BID (Beta subunit Interacting Domain)

permettant la liaison a des sous-unités § régulatrices (Pragnell et al. 1994). Elles sont également

différentes dans leurs caractéristiques d’activation et d’inactivation. Les caractéristiques

d’activation et d’inactivation présentées ci-dessous sont tirées de travaux effectués par les

membres du laboratoire (Tableau 3) (Chemin et al. 2002)

Cav3.1 (mg) |[Cav3.2 (oun) |Cav33 (o) [|G  vs.|Gvs. [|Hvs. I
Vo.s (mV) —493 + 0.7/|-484 =+ 112|415 = 1llns. |7 |7
Pente (mV) 46+0.1(26) (52+0.4(10) [62+02(17) |ns. |7 |

Vo.s (mV)

—742 % 1.1 (8)

=756 = 0.7

-69.8 £ 09

n.S.

Pente (mV)

55+03(8)

6.2+0.2(19)

6.1+0.1(17)

skoskok

Montée—40mV (ms) (4.4 +0.2 (20) [|5.7£0.2(9) |33.9+1.4(31)
Montée+10mV (ms) (1.2 +0.1(18) [2.1+0.1(8) [10.5+1.3(18)| o o
e-fold 145+1.2(17)||11.8 0.8 (9) |14.7+£0.8 (29) |n.s n.s n.s

=40 mV (ms) 18.8 + 1.6 (15) [[23.4 + 0.3 (22) ||122 + 5 (30)
+10 mV (ms) 12.6 £ 0.6 (16) [[18.2 + 0.4 (20) ||84 £ 3 (32) :
e-fold (mV) 10.8+£0.9 (16) 6.2+ 0.6 (11) {9.3+0.6 (26) ||~ ns. |7

=100 mV (ms) 26+02(9) [3.6+04(14) [1.12+0.1 (31)

=70 mV (ms) 62+04(9) |85+1.1(14) [2.1+0.130) [
e-fold (mV) 324+2.6(9) [241£1.6(11)[41£2.6(30) |ns. |ns. [
T récupération (ms) [137+5 (12) |448 £36(7) |[260 30 (18) || = =

Tableau 3 : Les valeurs sont exprimées comme moyenne * s.e.m. et le nombre de cellules analysées
est entre parenthéses. Les analyses statistiques ont été faites en utilisant un test ANOVA une voie suivi

d’un test post hoc de Student-Newman-Keuls avec (‘P <0.05 “P <0.01

*okk

P <0.001; n.s., non significatif)
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1. Cav3.1

Cette sous-unité est codée par le gene CACNAI1G. Elle est activée par des dépolarisations
faibles et présente une inactivation voltage-dépendante rapide. On retrouve Cav3.1 exprimeé
dans le cerveau, notamment dans les neurones thalamo-corticaux, et dans la moelle épiniére
(Talley et al. 1999) mais également dans des tissus non-neuronaux comme les reins, le cceur et
les poumons lors du développement (Monteil et al. 2000). Cette sous-unité est impliquée dans
I’établissement des épilepsies de type absence (Coulter, Huguenard, and Prince 1989). Son role
dans la perception douloureuse est proposé dans le thalamus et dans les voies descendantes au

niveau du bulbe (Bourinet, Francois, and Laffray 2016).

2. Cav3.2

Cette sous-unité est codée par le gene CACNAI1H. Elle est activée par des dépolarisations
faibles et présente une inactivation voltage-dépendante rapide alors que sa cinétique de
déactivation (passage de I’état activé du canal a son état fermé) est plus lente que les deux autres
isoformes de type T. Cette sous-unité est exprimée trés fortement dans les reins, le foie, le coeur
et le cerveau et faiblement exprimée dans les poumons, le muscle squelettique, le pancréas et
le placenta (Cribbs et al. 1998). Les canaux Cav3.2 sont surtout exprimés dans des neurones
des ganglions dorsaux rachidiens ou ils jouent un réle dans I’établissement de douleurs aigués
et neuropathiques (Bourinet et al. 2005; Watanabe, Ueda, et al. 2015; Bourinet, Francois, and
Laffray 2016; Todorovic, Meyenburg, and Jevtovic-Todorovic 2002) et dans la perception de
stimuli mécaniques (Wang and Lewin 2011). Certaines mutations de Cav3.2 sont ¢galement
mises en cause dans des pathologies de spectre autistique (Splawski et al. 2006), d’épilepsie
(Vitko et al. 2005), des pathologies cardiaques (Lalevee et al. 2005) et plus récemment dans

des cas d’aldostéronisme primaire (Daniil et al. 2016).
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3. Cav3.3

Cette sous-unit¢ est codée par le gene CACNAIL. Elle est activée par des dépolarisations faibles
et présente une inactivation voltage-dépendante modérée. Elle differe des deux autres sous-
unités de type T par ses cinétiques d’activation et d’inactivation qui sont plus lentes. Cette sous-
unité est exprimée trés fortement lors du développement du systéme nerveux puis son
expression diminue jusqu’a disparaitre presque complétement chez I’adulte (Yunker et al.
2003). Elle exprimée dans une sous-catégorie de neurones des ganglions dorsaux rachidiens

(Talley et al. 1999; Reynders et al. 2015).

h. Modifications Post-traductionnelles des canaux ioniques

La modulation des canaux ioniques ne passe pas uniquement par des liaisons a des sous-unités
régulatrices. Les canaux peuvent également subit une étape de modification post-
traductionnelle dans le réticulum endoplasmique ou dans I’appareil de Golgi par des
glycosylation. Elle consiste en 1’ajout de glucides sur les chaines peptidiques et celle-ci se fait
par I’intermédiaire d’enzymes qui peuvent étre spécifiquement exprimée dans un sous-type
cellulaire. C’est un mécanisme supplémentaire qui apporte de la diversité structurale dans les
canaux et, dans une optique d’étude des mécanismes de douleur et des moyens de la traiter, il
est important de considérer cette diversité comme un outil pour affiner ’efficacité des

traitements.

i.  N-Glycosylation

L’un de ces deux mécanismes de glycosylation est la N-glycosylation. Elle consiste en ’ajout
d’un oligoside a une Asparagine disponible et présente sur la séquence de la protéine
appartenant a une séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (X représente n'importe quel acide aminé
a l'exception de la proline pour des raisons d'encombrement stérique). Cette modification peut

jouer un rdle important dans la sensibilité des canaux ioniques a certains agonistes ou
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antagonistes (Egan et al. 2016), dans I’adressage membranaire des sous-unités des canaux (Hall
et al. 2015) et leur traffic intracellulaire (Watanabe, Zhu, et al. 2015). Il faut néanmoins prendre
ces informations avec prudence car deux études récentes se contredisent sur les effets des

glycosylations sur deux sites sur le canal Cav3.2 (Weiss et al. 2013; Orestes et al. 2013).

ii.  O-Glycosylation

Cet autre mécanisme de glycosylation se déroule dans 1’appareil de Golgi et il consiste en
I’ajout de glucides sur les sérines et les thréonines des chaines peptidiques apres leur passage
dans le réticulum endoplasmique ou ils peuvent avoir subi une étape de N-glycosylation. Des
¢tudes récentes ont montré que la présence d’O-glycosylations pouvait moduler les
caractéristiques biophysiques des canaux ioniques, en particulier leurs propriétés de gating

(Ednie, Harper, and Bennett 2015) suite a la liaison avec des acides sialiques.

iili.  Ubiquitination

Un autre mécanisme de modification des canaux ioniques est I’ubiquitination. Ce mécanisme
peut prendre place sur les canaux ioniques dépendants du voltage calcique aussi bien que
sodique. Il consiste en 1’ajout, via une ubiquitine ligase, d’ubiquitine sur des Lysines
acceptrices. Le plus connu des rdles de cette ubiquitination est de mener la protéine ainsi
modifiée jusqu’au protéasome pour qu’elle y soit dégradée. Dans le cas des canaux sodiques
Navl.7, une dérégulation d’une ubiquitine ligase peut conduire a une hypersensibilité
douloureuse thermique et inflammatoire ainsi qu’une sensibilité exacerbée dans le cadre d’une
douleur neuropathique induite par la chirurgie SNI (« Spared Nerve Injury ») (Laedermann,
Cachemaille, et al. 2013). Les canaux calciques de type-T sont également cible de ce
mécanisme, avec par exemple, les canaux Cav3.2 ubiquitinés par WWP1 (Garcia-Caballero et

al. 2014). Dans cette ¢étude, 1’équipe montre ¢galement que la déplétion de la quantité de
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déubiquitinase USPS diminue également la quantité de canaux Cav3.2 et médie une analgésie,

appuyant ainsi I’implication des canaux Cav3.2 dans la perception douloureuse.
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IV. Navl.7, Cav3.2 et Douleur

Deux des canaux ioniques présentés dans le chapitre précédent sont d’une importance capitale
pour notre ¢tude : Navl.7 et Cav3.2. Navl.7 a longtemps été et est toujours une des cibles
favorites de la recherche scientifique axée sur le traitement de la douleur de par sa position

centrale dans la transmission des messages douloureux.

a. Mutations Nav1.7 chez ’Homme : Insensibilité a la douleur congénitale ou

PEPD et Erythromélalgie

Cette position centrale est due a la participation de ce canal dans 1’apparition d’un potentiel
d’action dans les neurones sensoriels périphériques. Ce rdle peut trés simplement étre mis en
avant en €tudiant des mutations sur le canal. Ces mutations changent la disponibilité du canal
ou son fonctionnement. On peut citer en exemple les patients atteints d’Insensibilité
Congénitale a la Douleur (ou CIP) (Danziger and Willer 2009). Ces patients sont porteurs d’une
mutation perte-de-fonction sur le géne codant pour la sous-unité principale du canal ionique
sodique Nav1l.7 qui la rend inactive et sont incapables de ressentir de la douleur aigué mais
restent néanmoins capables de ressentir le toucher, le froid et le chaud. Ils peuvent discriminer
ces deux derniers mais sont incapables de ressentir la douleur associée a ces stimuli lorsqu’ils
sont nociceptifs. Cette incapacité a ressentir la douleur se traduit aussi par des changements
comportementaux lorsque les patients ne sont pas formés a contréler leur condition physique
ou lorsqu’ils ne sont pas conscients de leur état. Les mutations recensées comme cause de la
CIP induisent des changements dans la séquence en acide aminés au niveau du domaine 2 de la
sous-unité principale (Cox et al. 2006). Outre 1’absence d’effets électrogéniques dus a 1’absence
de Navl.7, I’étude de la souris KO Navl.7 a montré une augmentation de I’expression de la
Pré-pro-enképhaline qui induit un tonus analgésique important. Il est intéressant de noter que

chez les patients homozygotes déficients pour le géne codant pour Navl.7, I'utilisation de
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naloxone, un agoniste des systémes opioides, potentialise les stimuli nocifs et diminue

I’analgésie due a I’absence du canal (Figure 15) (Minett et al. 2015).

L’analgésie due a la perte du canal Nav1.7 met en lumiere un mécanisme multifactoriel.

100+ 100~

50 - 50 -

Probability
of detection
Probability of

detection

0 0

Baseline Saline Naloxone Baseline Saline Naloxone

Figure 15 : Probabilité de détection d’une pulsation chaude de 9ms chez un patient atteint de
CIP (a gauche) et chez des volontaires sains (a droite). Aucun stimulus n’a été détecté par le
patient CIP en condition basale et saline et suite a I’administration de naloxone (12mg) le taux
de détection des stimuli est passé€ a 80% environ. Tiré de (Minett et al. 2015).

A I’inverse, dans le cadre d’une mutation gain-de-fonction sur ce canal, les patients sont atteints
de pathologies extrémement douloureuses comme 1’€rythromélalgie ou le syndrome familial de
douleur rectale (ou PEPD pour Paroxysmal Extreme Pain Disorder). L’érythromélalgie est
caractérisée par une sensation de brilure intense et d’un cedéme associ¢ a des rougeurs. Ces
symptdmes peuvent survenir suite a une augmentation de la température, a un exercice physique
ou a une augmentation de la pression sanguine locale. Les symptomes sont soulagés par
I’application de froid sur les zones douloureuses et par une réduction de la pression appliquée

quand cela est possible.

Le PEPD est quant a lui caractérisé par des douleurs importantes au niveau des yeux, de la
machoire et de la zone rectale ainsi que par des rougeurs a ces endroits. La douleur ressentie
parait parfois diffuse pour les patients, pouvant émaner d’une des zones citées jusqu’a une autre.

Ces douleurs ne sont pas a prendre a la légere car elles sont réguliérement décrites par des
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patientes comme étant pire que les douleurs de I’accouchement (Belfer and Diatchenko 2014).
Une mutation induisant une pathologie PEPD a été récemment découverte, les patients de la
famille étudiée présentent une résistance aux traitements médicamenteux et une résistance aux

effets bénéfiques du froid sur les symptomes (Suter et al. 2015).

Ces deux pathologies se ressemblent dans le fait que les mutations modifient les caractéristiques
biophysiques d’inactivation du canal en les ralentissant énormément. Il y a également une
modification dans les parametres d’activation, permettant I’ouverture du canal a des potentiels
plus hyperpolarisés et en 1’accélérant (Choi, Dib-Hajj, and Waxman 2006; Dib-Hajj et al. 2010;
Yang, Huang, et al. 2016). Cela conduit a une facilitation de la génération de potentiels d’action
suite a des stimulations normalement non douloureuses (allodynie), & une persistance de la
sensation de douleur et a une augmentation de son intensité. Ces mutations sont nombreuses et
variées (Ahn et al. 2010; Cheng et al. 2011; Faber, Hoeijmakers, et al. 2012; Suter et al. 2015)

et sont parfois impliquées dans des neuropathies a petites fibres.

b. L’inhibition de I’activité de Cav3.2 induit une analgésie

Nav1.7 n’est néanmoins pas le seul acteur dans la transmission du message nociceptif. Un grand
nombre de canaux sont impliqués et en particulier Cav3.2. Ce dernier, situé a la périphérie joue
un rdle de préamplificateur de signalisation de par ses caractéristiques biophysiques. On peut
noter que Navl.7 et Cav3.2 ont une localisation cellulaire et subcellulaire similaire dans le
systéme nerveux périphérique (Francois et al. 2015a; Black et al. 2012). Cav3.2 est activé
légérement avant les canaux sodiques dépendants du voltage dans la succession d’activation
menant a la génération d’un potentiel d’action. De fait, il permet de potentialiser la détection
de stimuli qui seraient normalement incapables d’induire un potentiel d’action en permettant
une dépolarisation de la cellule suffisante pour ’activation des canaux sodiques. L’ importance
des canaux de type T dans la transmission des messages douloureux a été mise en avant pour la

premicere fois par 1I’équipe de Todorovic (Todorovic et al. 2001). Depuis, beaucoup d’équipes
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ont confirmé cette implication des canaux de type T, en particulier Cav3.2, dans les douleurs
mécaniques, thermiques et viscérales aussi bien dans un cadre de douleur aigué que dans un
cadre de douleur chronique (Kim et al. 2003; Bourinet et al. 2005; Barbara et al. 2009; Marger
et al. 2011; Francois et al. 2013; Obradovic et al. 2014; Kerckhove et al. 2014) (Figure 16 et
17). Parmi ces études, des expériences utilisant des animaux déficients pour Cav3.2 ont montré
que I’absence du canal abolissait I’action analgésique d’inhibiteur spécifiques des canaux de
type T placant Cav3.2 plutdt que les deux autres isoformes au-devant de la scéne pour 1’étude
de la douleur. De plus, ces études mettent en avant une coopération dans 1’effet analgésique
entre plusieurs cibles, on peut citer par exemple le cas d’un inhibiteur des récepteurs
cannabinoides CB2, le NMP-7, dont les effets sont dépendants des canaux Cav3.2 (Berger et
al. 2014). Cav3.2 est donc une cible intéressante pour le développement de nouvelles stratégies

de traitement de la douleur.
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Figure 16 : Test d’injection intraplantaire de formaline chez des animaux sauvages (en noir) et
déficients pour Cav3.2 (en blanc). Les valeurs représentent le temps passé€ a se lécher la patte
injectée ou a la mordre par tranche de Smin. On peut voir que les animaux déficients pour
Cav3.2 ont une réaction diminuée a la premiere et a la deuxieme phase du test a la formaline.
Tiré de (Choi et al. 2007)
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Figure 17 : Effet analgésique d’une injection intrathécale d’oligonucléotides antisens dirigés
contre les isoformes des canaux de type T chez des rats. On soumet les animaux a une pression
croissante sur la patte arriere jusqu’au seuil douloureux ou ils vocalisent. A gauche, des
animaux sauvages, a gauche des animaux ayant subi une chirurgie CCI (Chronic Constriction
Injury) induisant une douleur neuropathique. Les animaux injectés avec les oligonucléotides
antisens dirigés contre Cav3.2 ont un seuil de tolérance plus élevé a la douleur. Tiré de (Bourinet
et al. 2005).



V. Navl.7 et Cav3.2 sont des cibles
thérapeutiques

Navl.7 est vu comme un canal servant d’amplificateur de signal pour permettre la transmission
des potentiels d’actions suite a la perception d’un stimulus par les récepteurs placés sur les

neurones sensoriels. C’est aussi le cas de Cav3.2.

Bien que des antagonistes Navl.7 soient déja utilisés dans une optique de traitement de la
douleur ou dans une optique de prévention de la douleur d’une intervention chirurgicale, une
petite quantité des molécules étudiées arrivent au point ou elles peuvent étre testées sur
I’Homme a cause de potentiels effets sur d’autres cibles. Amgen, AstraZeneca, Convergence,
Merck, Abbott, Pfizer, et Xenon ont déja proposé des petites molécules inhibitrices de Nav1.7
a visée analgésique mais avec peu d’informations sur la sélectivité de leurs composés sur les

sous-types de canaux sodiques dépendants du voltage.
a. Pharmacologie existante pour les Navs
i.  Tétrodotoxine

Le bloqueur le plus connu des canaux sodiques est sans conteste la Tétrodotoxine (TTX), issue
des poissons de la famille des Tétrodons. Celle-ci a été étudiée en 1964 sur les conductances
sodiques dans 1’axone géant de homard (Narahashi, Moore, and Scott 1964). Elle inhibe la
génération de potentiels d’action dans les nerfs en se liant au site 1 au niveau du pore des canaux
sodiques dépendants du voltage et en I’obturant (Bane et al. 2014). L’utilisation de cette toxine
animale a permis la distinction entre deux types de canaux sodiques, sensibles a la TTX d’une
part (Navl.1-4, Navl.6 et Navl.7) et résistant a celle-ci d’autre part (Navl.5, Navl.§ et
Navl.9). La TTX a été testée sur I’Homme en injection sous-cutanée dans le cadre de

traitements contre les douleurs dues au cancer (Hagen et al. 2011).
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ii. Batrachotoxine

La batrachotoxine est, a I’inverse de la TTX, un agoniste des canaux sodiques de maniére large.
Elle a été découverte pour la premicre fois dans les sécrétions cutanées de grenouilles
venimeuses. Celle-ci se fixe sur le site 2 des canaux sodiques au niveau du segment S6 du
domaine 1 et 4 du canal bien qu’il y ai des études qui mettent en avant d’autres sites
d’interaction (Du et al. 2011). En se faisant, elle bloque les canaux sodiques dans un état ouvert
et modifie la spécificité de conduction des canaux, changeant les concentrations intracellulaires
en ion ainsi que le potentiel membranaire de la cellule. Cela a pour finalit¢ d’empécher la
« remise a zéro » du neurone pour un autre potentiel d’action et résulte en une paralysie. Une
¢tude récente ont montré qu’en utilisant des formes tronquées de cet agoniste des canaux

sodiques, on pouvait obtenir des inhibiteurs des canaux sodiques (Toma et al. 2016).

iii. Veratridine

Cet alcaloide issu des plantes de la famille des Liliacées est un agoniste des canaux sodiques
dépendants du voltage. Il se fixe sur le site 2 des canaux sodiques et agit en diminuant la
conductance du canal et en abolissant I’inactivation des canaux (Farrag, Bhattacharjee, and
Docherty 2008). Cette toxine ayant un profil d’action proche de celui de la batrachotoxine, il

n’est pas exclu qu’il soit possible d’isoler un variant de la veratridine avec un effet inhibiteur.

iv.  Anesthésiques locaux

Les anesthésiques locaux sont nombreux mais ont tous en commun d’inhiber la transmission
des messages nerveux le long des nerfs, pouvant donc induire une analgésie ou une paralysie.
L’utilisation de Lidocaine (ou xylocaine) ou de ses dérivés en application locale provoque une
analgésie de durée variable en fonction du mode de libération utilisé. Le composé agit comme
un bloqueur du pore du canal en se liant sur le segment S6 du domaine 4. II agit principalement

sur Nav1l.7 et Nav1.4 (Chevrier, Vijayaragavan, and Chahine 2004; Makielski et al. 1999) mais
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il affecte aussi dans une moindre mesure d’autres isoformes de canaux sodiques. Ces
anesthésiques locaux ont par exemple un effet sur le canal sodique cardiaque Navl.5 ce qui
limite leur utilisation en thérapie. L utilisation d’un dérivé de la lidocaine qui ne passe pas les
membranes (QX-314) est possible en faisant passer le composé dans la cellule a travers le pore
des canaux TRPV1 apres leur activation. QX-314 induit alors une analgésie par bloc nerveux
spécifique des fibres C exprimant TRPV1 (Binshtok et al. 2009). La méme approche est
possible en utilisant des activateurs d’autres canaux comme TRPA1 et TRPMS pour les fibres
C mais également pour les fibres A en utilisant I’activation du récepteur Tlr5 (Toll-like receptor

5) (Brenneis et al. 2014; Xu et al. 2015; Nakagawa and Hiura 2013).

v. Saxitoxine

La saxitoxine, ou plutot les saxitoxines, sont des alcaloides issus d’algues dinoflagellées. Il en
existe plus de 20 formes différentes mais elles ont toutes en commun d’avoir un effet inhibiteur
de I’activité des canaux sodiques. Cet effet inhibiteur passe par un blocage du pore du canal.
Malgré une activité a des concentrations nanomolaires sur certains canaux sodiques, les

saxitoxines ont un effet faible sur Nav1.7 contrairement a la TTX (Walker et al. 2012).

La Figure 18 récapitule les sites de liaison des différentes familles de toxines sur la structure

des canaux sodiques dépendants du voltage
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Figure 18 : Diagramme de la structure et de la pharmacologie des canaux Nav. Tiré de (Zhang
etal. 2013)

b. Pharmacologie existante pour les Cavs
i.  Inhibiteurs Merck : Série des molécules TTA (T-Type Antagonist)

Le TTA-P2 est une petite molécule qui est un inhibiteur sélectif des canaux calciques de type
T. 1l bloque le canal dans son état inactivé et a montré des effets anti-hyperalgésiques apres
injection intrapéritonéale dans un contexte de diabéte et dans un contexte de douleur
inflammatoire induite par la formaline (Choe et al. 2011). Cet effet anti-hyperalgésique est

perdu dans des animaux déficients pour le canal Cav3.2.

Le TTA-A2 est également une petite molécule inhibitrice des canaux calciques de type T. Son

mode d’action est proche de celui du TTA-P2, avec une plus grande affinité pour les canaux
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calciques dans leur état inactivé (Francois et al. 2013; Kraus et al. 2010). Son potentiel
analgésique a été testé dans un modele de douleur viscérale du syndrome du cdlon irritable et a

montré que le potentiel analgésique de cette molécule était dépendant des canaux Cav3.2.

ii. Mibefradil

Le mibefradil est une molécule inhibitrice des canaux calciques qui ne cible pas uniquement les
canaux de type T (Martin et al. 2000; Jimenez et al. 2000; Bezprozvanny and Tsien 1995). Cette
drogue a été approuvée par la Food and Drugs Administration américaine pour une mise sur le
marché en tant que traitement pour les douleurs induites par les angines de poitrine mais a été
retirée par la société Roche suite a des cas de déces dus a des effets indésirables sur des cibles

collatérales.

iii. 7944

Le Z944 est une petite molécule inhibitrice spécifique des canaux calciques de type T
développée par la société Zalicus. Elle a été testée comme traitement antiépileptique chez le rat
(Casillas-Espinosa et al. 2015; Tringham et al. 2012; LeBlanc et al. 2016) mais a aussi été testée
chez ’Homme (phasela et 1b) comme analgésique suite a I’application locale de capsaicine
mimant les effets d’une douleur neuropathique ou apres exposition a de la lumiere UV (mimant

une douleur inflammatoire) avec des résultats prometteurs. Une étude de phase II est en cours.

Lors de cette étude de la phase II, un effet hallucinogene non-désagréable a été rapporté par les
patients a la plus haute dose testée (Communication personnelle au laboratoire du Dr. Terry

Snutch, Scientifique a la base de la découverte du Z944).
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iv. Ni2+

Cet ion divalent a été caractérisé comme inhibiteur des courants de type T (Fox, Nowycky, and
Tsien 1987) et son site de liaison, I’Histidine 191, a été dévoilé suite a des études de mutants
ponctuels du canal Cav3.2 (Kang et al. 2006). Ces études ont également montré que Cav3.2
était plus sensible au Nickel que les deux autres isoformes de type T. L’injection de Nickel par
voie intrathécale diminue les comportements douloureux observés lors de D’injection

intraplantaire de formaline chez le rat (Cheng et al. 2007).

V. Kurtoxin

L’activité de cette toxine issue d’un venin de scorpion a tout d’abord été caractérisée sur les
canaux Cav3.1 (Chuang et al. 1998) mais une autre ¢tude a montré qu’elle pouvait affecter
d’autres isoformes de canaux calciques dépendants du voltage. Son activité inhibitrice via
modification du gating du canal est dépendante du voltage et on peut noter également que cette
toxine ralentie considérablement les cinétiques d’activation (Sidach and Mintz 2002). Cette
toxine est trés intéressante dans le fait qu’elle touche aussi les canaux sodiques dépendants du
voltage (Olamendi-Portugal et al. 2002), elle joue un double role sur les courants sodiques
enregistrés dans des myocytes murins, agoniste aux potentiels proches du potentiel de
membrane et antagoniste aux potentiels trés dépolarisés (Zhu et al. 2009). La présence des
canaux sodiques Nav1.6 a été confirmée par la méme équipe dans ces myocytes par utilisation

d’une souris Knock-Out et d’immunofluorescence (Zhu et al. 2010).

vi. EGCG

L’EGCQG (epigallocatechin-3-gallate) est un polyphénol tres présent dans le thé vert. Il posseéde
un fort pouvoir anti-oxydant. L’application d’EGCG a des cellules exprimant de maniére
recombinante Cav3.1 ou Cav3.2 a donné des résultats intéressants, une inhibition de 1’activité

du canal pour Cav3.1 et une augmentation de cette activité pour Cav3.2 (Ranzato et al. 2014).
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11 est suggéré également que cet effet agoniste de Cav3.2 passe par une inhibition des canaux
potassiques Kv1.1 induisant une dépolarisation de la membrane suffisante pour activer Cav3.2.
Les canaux de type T ne sont pas les seuls affectés par ce composé, les canaux TRPV1 et
TRPAT de neurones des ganglions dorsaux rachidiens sont activés par I’EGCG apres incubation
(Kurogi et al. 2015). Malgré le fait que ’EGCG induise une augmentation de I’activité de
Cav3.2 (normalement li¢e a la douleur), il montre des effets anti-nociceptifs aprés une prise
chronique dans le cadre d’un cancer des os en réduisant drastiquement I’expression de TNFa
(Tumor Necrosis Factor a)(Li and Zhang 2015) et d’une lésion de la moelle épini¢re en

diminuant I’hyperalgésie thermique (Alvarez-Perez et al. 2016; Xifro et al. 2015).

¢. Venins

Les animaux venimeux (serpents, scorpions, araignées, cones marins, etc...) sont souvent
regardés avec répulsion ou peur. Malgré tout, ils restent fascinants pour la recherche, ils
représentent une source gigantesque de molécules et de protéines que la nature a pris le temps
de générer pour nous. Ces composés sont utilisés depuis des années pour décrypter et étudier le
role de récepteurs physiologiques et certaines des molécules étudiées ont méme présenté des
propriétés intéressantes dans une optique thérapeutique. Parmi les molécules contenues dans
les venins, on retrouve des petites molécules, des alcaloides, des polyamines, des enzymes, des
peptides et des protéines. Des analyses de protéomique ont montré que le venin d’une araignée
ou d’un cone marin pouvait contenir plus de 1000 peptides différents et que les venins de
scorpions pouvaient en contenir quelques centaines. Malgré tout, ces chiffres impressionnants
ne sont rien en comparaison de la diversité des composés retrouvés chez les araignées. Il en
existe plus de 42000 especes répertoriées et encore beaucoup nous sont inconnues. Si on prend
en compte le fait que chacun de ces venins contient environ 200 peptides (estimation basse),
nous arrivons tout de méme a plusieurs millions de biomolécules actives qui ont été améliorée

au fil du temps par la nature et la pression de sélection sur les espéces (King 2011). De plus, les
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peptides retrouvés dans ces venins sont en général actif a des concentrations bien moindres que
pour les petites molécules, les pressions de sélection exercées par I’environnement ayant
modifié les venins jusqu’a avoir des grandes spécificités et efficacités contre les cibles

moléculaires d’intérét. Parmi ces peptides, certains ont comme cible les canaux ioniques.

i.  Toxines agissant sur des canaux ioniques

La plupart des venins ont évolués dans le sens d’une facilitation de la prédation, mais avec une
visée spécifique dépendant du comportement de prédation ou de défense de I’animal (Dutertre
et al. 2014). Par exemple, I’immobilisation d’une proie par un animal réduit grandement les
risques encourus pour lui et facilite la capture de la proie. Dans ces cas-1a, les venins et donc
les toxines qui les constituent doivent agir rapidement et influencer directement la mobilité et
la coordination des mouvements de la proie. Pour obtenir cet effet, le moyen le plus rapide est

d’agir directement sur les canaux ioniques des cellules nerveuses situées a la périphérie.

1. Non peptidiques

a. Tétrodotoxine

L’exemple de la Tétrodotoxine a déja été cité¢ précédemment. Elle agit principalement sur les
canaux sodiques dépendants du voltage et peut causer la mort apres ingestion. Les poissons
dans lesquels on la retrouve sont insensibles a son effet car les canaux sodiques chez les

poissons sont différents des canaux mammifeéres.
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b. Ciguatoxine

Tout comme la Tétrodotoxine, la Ciguatoxine (CTX) ou plutot les CTXs sont retrouvées dans
les poissons ou elles s’accumulent apres qu’ils aient ingéré les algues qui la produisent. La CTX
est lipophile et peut passer a travers la barriére hémato-encéphalique, causant a la fois des effets
périphériques (gastro-intestinaux et cardiovasculaires entre autres) et des effets centraux. Cette
toxine est trés résistante a la dégradation et n’est pas détruite aprés cuisson des organes
concentrés en toxine (Swift and Swift 1993). Les effets néfastes de ces toxines passent par leur
activité sur les canaux sodiques et potassiques dépendants du voltage (Kopljar et al. 2016;

Zimmermann et al. 2013; Strachan, Lewis, and Nicholson 1999).

2. Peptidiques

Dans les venins, on trouve également des peptides, ceux-ci ont une spécificité plus grande que
les petites molécules et ont des procédés de fabrication plus « simples ». De plus, nous sommes
capables de changer la séquence en acides aminés de ces peptides pour changer leur spécificité
et ainsi essayer d’approcher d’un peptide avec exactement 1’activité qui serait intéressante dans

un cadre thérapeutique (Murray et al. 2015).

a) Motif ICK (Inhibitory Cystine Knot)

Les peptides a motif ICK contiennent un assemblage particulier de 3 ponts disulfure reliant les
6 cystéines typiques de ce motif : CX3.7CX3.6CXo-sCX14CX4-13C ou X peut étre n’importe quel
acide aminé (Kozlov and Grishin 2005). Les ponts disulfures se forment entre la 1°° et la 4°
Cystéine, la 2° et la 5°, et la 3° et la 6°. La plupart des toxines peptidiques retrouvées dans les
venins des cOnes marins et des araignées présentent ce motif. Il confére une structure
tridimensionnelle particuliére aux toxines qui les rendent trés résistantes a la dégradation (Daly

and Craik 2011). Comme elles sont les principales actrices du venin sur les canaux ioniques,
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ces toxines peptidiques sont activement étudiées dans ’espoir de trouver des traitements a
diverses conditions pathologiques (Baeriswyl and Heinis 2013). A [D’heure actuelle,
ArachnoServer, une base de données regroupant des informations sur les toxines issues de
venins d’araignées (http://www.arachnoserver.org) recense 177 toxines a motif ICK (avec la
recherche « ICK ») sur un total de 1525 (Herzig et al. 2011) (Figure 18). Ces toxines

proviennent de plus de 90 espéces différentes.
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Parmi ces toxines a motif ICK, certaines ont une trés forte homologie de séquence, j’ai choisi

ici de présenter les toxines dont la séquence est proche de celle étudiée dans cette these.

Les Phrixotoxines 1, 2 et 3 font partie de cette famille de toxines ICK (Figure 19). Elles ont
toutes été purifiées depuis le venin de I’araignée Phrixotrichus auratus (Diochot et al. 1999) et
testées pour leur activité sur des canaux dépendants du voltage potassiques et sodiques (Chagot

et al. 2004; Bosmans et al. 2006).

Figure 19: Structure de la Phrixotoxine 1
(PaTx1) faite en utilisant le logiciel PyMol a
partir de la structure 1V7F de la base PDB..
Fichier issu de (Chagot et al. 2004)

La Protoxine 2 (ProTxII) qui a été purifiée a partir du venin d’une autre araignée (Thrixopelma
pruriens) (Middleton et al. 2002) (Figure 20). Tout d’abord caractérisée pour son activité
inhibitrice de Navl.8, elle montre également une activité inhibitrice sur plusieurs autres
isoformes de canaux dépendants du voltage telles que Navl.2, Navl.5, Navl.7 et Cav3.1
(Edgerton, Blumenthal, and Hanck 2010; Park et al. 2014; Priest et al. 2007; Xiao et al. 2010;
Bladen et al. 2014; Edgerton, Blumenthal, and Hanck 2008). Une équipe a montré par
I’utilisation de spectroscopie RMN que la liaison de la toxine a la membrane €était importante
pour son activité sur le canal sodique Navl.7 en facilitant I’acces de la toxine a son site de
liaison sur le senseur de voltage du canal (Henriques et al. 2016). Cette toxine a été testée sur

des modeles de douleur aigué et inflammatoire chez des rongeurs mais n’a pas généré
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’analgésie attendue méme si I’application de ProTxII sur des fibres C (a des concentrations ou
les fibres A ne sont pas atteintes) bloque la propagation des potentiels d’action (Schmalhofer

et al. 2008).

Figure 20 : Représentation de
la ProTxII. Les annotations N et
C représentent les extrémités N
et C-terminales. Les barres
jaunes correspondent aux trois
ponts disulfures formés entre les
Cystéines de la protéine. Celles-
ci sont marquées par un numero
indiquant leur position dans la
séquence. Cette structure est
trés proche de celle de la PaTx1.
Tiré de (Park et al. 2014).

La GpTxl, isolée de I’araignée Grammostola porteri, présente une activité contre un grand
nombre de sous-unités des canaux sodiques dépendants du voltage (Navl.4, Navl.5, Navl.7)
(Murray et al. 2015; Murray et al. 2016). Cette toxine ICK a été travaillée pour améliorer sa
spécificité contre une isoforme particuliére des canaux sodiques dépendants du voltage, Nav1.7.
La société qui 1’a découverte a utilisé I’ingénierie des peptides avec une approche SAR
(Structure-Activity Relationship pour Relation Structure-Activité) pour modifier la séquence
de la toxine de fagcon & diminuer également sa spécificité pour les isoformes de canal sodique
non-désirée (Navl.4 et Navl.5). Une autre équipe a récemment publié une méthode de test in
vitro a grande échelle pour les toxines a potentiel analgésique en utilisant GpTx1 comme
contrdle d’effet inhibiteur sur Nav1l.7 (Deuis, Wingerd, et al. 2016). Cette méthode permet de

tester rapidement un nombre intéressant de composés in vivo.
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b) Meélittine

La mélittine est le principal composant du venin des abeilles, c’est un activateur de la
phospholipase A2 mais aussi un inhibiteur de 1’activité de la protéine kinase C. Elle interagit
¢galement avec I’ATPase Na/K (Kamanina et al. 2016). Par elle-méme, la mélittine peut aussi
jouer le role d’un facteur lytique des cellules en activant des mécanismes d’apoptose et de
nécrose comme les caspases et les métalloprotéinases (Gajski and Garaj-Vrhovac 2013). Elle
est également impliquée dans la mise en place de nombreux mécanismes de douleur suite a une

piqure d’abeille comme ’activation des canaux sodiques résistants a la TTX (Chen et al. 2016).

¢) Autres motifs

Parmi les toxines issues d’araignées on peut citer également les Huwentoxines, retrouvée dans
le venin d’Haplopelma schmidti. Dans cette famille de toxines, la plupart présentent un motif
ICK mais quelques-unes d’entre elles ont une autre structure (Figure 21). La Huwentoxine 2
par exemple posséde un motif DDH (disulphide-directed B-hairpin) caractérisé par une
répartition des ponts disulfures selon ce schéma : C1-C3, C2-C5 et C4-C6 ainsi qu’une épingle
a cheveux [ antiparalléle (Shu and Liang 1999). La Huwentoxine 11 (HWTX XI aussi appelée
K-theraphotoxin-Hh1a) posséde un autre motif, le repliement Kunitz (Kunitz fold) caractérisé
par une courte hélice 310 N-terminale, une hélice a C-terminale et un appariement des cystéines
selon ce schéma : C1-C6, C2-C4 et C3-C5 (Peng, Lin, and Liang 2006; Tang et al. 2010). Une
autre toxine présentant ce motif Kunitz, la mambaquaretin, posséde une sélectivité d’action
trés intéressante dans le fait qu’elle ne bloque que les récepteurs a la vasopressine de type 2
(V2R) sans affecter d’autres récepteurs couplés aux protéines G ou d’autres canaux ioniques
(parmi les principaux canaux cardiaques). Une étude récente met également en avant une toxine
isolée dans le cocktail de protéines injecté dans les hotes par les tiques pour obtenir leur repas
sanguin. Celle-ci, nommée ISTX-I présente une activité micromolaire sur le canal Nav1.7 et

n’est pas active sur les autres isoformes de canaux sodiques. En plus de cette activité spécifique,
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la structure de la toxine est intermédiaire entre les structures ICK et DDH et est un outil

intéressant pour comprendre les mécanismes évolutifs des toxines (Rong et al. 2016).

,\ /,

(5)

Figure 21 : Représentation
de la structure de diverses
toxines. Les toxines 1 a 3
sont des toxines a motif
ICK : (1) Huwentoxine-IV,
(2) Hexatoxine-Hila, (3) o-
atracotoxine-Hvl. La
Huwentoxine 2 (4) présente
un motif DDH et Ia
Huwentoxine 11 (%)
présente un  repliement
Kunitz. Les cystéines de
chaque toxine sont
marquées en noir.
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VI. Projet de thése

L’¢tude des canaux ioniques passe par la possibilité de détecter leur activité puis de la moduler
via des agents pharmacologiques. Depuis leur découverte, I’utilisation de ligands marqués tels
que les toxines a rendu possible I’avancée des connaissances dans des domaines variés de la
physiologie. Avec I’avancée de ces connaissances, il y a un besoin de plus en plus important de
ligands spécifiques des différentes isoformes de canaux pour pouvoir les étudier plus
précisément. Dans 1’équipe du Dr. Bourinet, I'un des projets est de trouver un inhibiteur
spécifique des canaux calciques de type T a partir de toxines issues de venins. L’implication
des canaux de type T dans la douleur a notamment été 1’objet de la publication d’une revue dans

le journal francophone « Douleur et Analgésie ».

Le but de cette thése est d’¢tudier la toxine Psp3Tx1 isolée par le laboratoire dans le venin
d’une tarentule pour son activité sur le canal ionique Cav3.2. La détermination de la séquence
de cette toxine a montré qu’elle était trés proche d’autres toxines connues pour leur activité sur
des sous-familles de canaux ioniques autres que les canaux calciques. L’objectif majeur de ce
travail de theése a été d’établir un profil de sélectivité de Psp3Tx1 puis d’explorer les possibilités

d’utilisation in vivo de cette toxine en tant qu’analgésique.
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VII. Revue « Role des canaux calciques de
type T dans les douleurs
neuropathiques »
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DOULEURS ET CANAUX IONIQUES

Role des canaux calciques de type T dans les douleurs neuropathiques

Role of T-Type Calcium Channels in Neuropathic Pain

P. Lesport - E. Bourinet

Recu le 29 novembre 20016 ; accepté le 30 novembre 2016
i Lavoisicr SAS 2016

Résumé La douleur est une complainte fréquente accompa-
gnant de multiples pathologies. Parmi elles, on dénombre un
nombre mmportant de neuropathies douloureuses avec des
étinlogies diverses clairement identifiées (séquelles de chi-
rurgie. effet indésirables de chimiothérapie. diabéte. .. ). mais
également des syndromes doulourenx plus diffus comme la
fibromyalgie. Plus généralement, la douleur est une des pre-
miéres conséquences de la majorité des maladies congénita-
les. Malgré son importance pour la qualité de vie, la prise en
charge de la douleur est limitée a des médicaments gui sont
soit peu efficaces, soit avec un mauvais rapport bénéfice/
rnsque. Comme aucun nouveau concept pharmacologique
n'a abouti 3 de nouveaux analgésiques dans les demiéres
années, "identification de telles molécules antidoulenr inno-
vantes est nécessaire ¢t, pour y parvenir, |"identification de
nouvelles cibles dans les voies de la perception douloureuse
est la premiére étape. Ainsi, les études sur les canaux 1oni-
gues des réseaux neuronaux des voies de la douleur somt
extrémement actives. Cest particuliérement le cas pour les
canaux ioniques des neurones sensoriels périphéniques pre-
sents dans les ganglions de la racine dorsale (dorsal root
ganglia ou DRG en anglais) connus pour expnmer une
panoplie unique de ces canaux, sans oublier ceux presents
aux niveaux spinal et supraspinal. Parmi ces canaux loni-
ques, nous et d’autres avons pu metire en évidence le role
des canaux caleiques activés par des faibles dépolansations a
différentes étapes de la perception et de 1'mtégration des
informations douloureuses. Ces canaux, en étant actifs aux
environs du potentiel de repos des neurones, ont des carac-
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teristiques biophysiques adaptées pour amplifier et faciliter
la génération de potenticls d’action et donc ["activité des
neurones ol ils sont présents. Dans cette Tevue, nous présens-
terons les connaissances actuelles sur le rdle de ces canaux
dans la perception et la modulation de 1a douleur.

Mots clés Canaux calciques - Douleur - Mécanorécepteurs
4 bas seuil - Froid - Neuropathie

Abstract Pam 1s a quite frequent complaint accompanying
numerous pathologies. Among these pathological cases,
numerous neuropathies are retricved with identified etiolo-
gies (chemotherapies, diabetes, surgenies...) and also more
diffuse syndromes such as fibromyalgia. More broadly, pain
15 one of the first consequences of the majority of inhented
diseases. Despite its importance for the quality of life, cur-
rent pain management 1s limited to drugs that are either old,
or with a limited efficacy or that possess a bad benefitinsk
ratio. As no new pharmacological concept has led to new
analgesics in the last decades, the discovery of new medica-
tions is needed, and to this aim the identification of new
druggable targets in pain transmission 1§ a first step. There-
fore studies of 1on channels i pain pathways are extremely
active. This is particularly true with ion channels in periphe-
ral sensory neurons in Dorsal Root Ganglia (DRG) known
now to express unique sets of these channels. Morcover,
both spinal and supra spinal levels are clearly important in
pain modulation. Among these ion channels, we and others
revealed the important role of low voltage-gated calcium
channels in cellular excitability in different steps of the pain
pathways. These channels. by being activated nearby resting
membrane potential, have biophysical charactenstics suited
to facilitate action potential generation and rhythmicity. In
this review we will present the current knowledge on the role
of these channels in the perception and modulation of pain.

Keywords Calcium channels - Pain - Low-threshold
mechanoreceptors - Cold - Neuropathy
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Composition moléculaire des canaux calciques
dépendants du potentiel

Bien que de nombreuses conductances ioniques contribuent
a I"excitabilité neuronale, les canaux caleiques activés par la
dépolarisation membranaire sont uniques, en étant a la fois
impligués directement dans la genése du potentiel d’action,
mais également en déclenchant une variété de réponses intra-
cellulaires activées par I'influx d’ions calcium. Ces cascades
intracellulaires incluent I'activation d’enzymes, la transcnp-
tion génique, ou encore la libération de neurotransmetteurs
depuis les terminaisons présynaptiques. La plupart des neo-
rones possédent plusieurs types de canaux calcigues qui ont
été classifiés en deux catégones suivant leur seuil d’activa-
tion par la dépolansation - les canaux 3 haut seuil et par
oppositton les canaux a bas senil d'activation qui nous mté-
ressent dans cette revue [1]. Les canaux calciques a haut
senil d’activation incluent les canaux de type N, L Q et R
gqui sont phammacologiquement distincts. Ce sont tous des
hétéromultiméres composés d’une sous-unité al qui définit
le type du canal, plus une des quatre différentes sous-unités f
et une des quatre différentes sous-umités o2-6. Les canaux
calciques a bas sewl d’activation (aussi connus sous le
nom de type T) semblent constitués umiquement d'une
sous-unité al car I'expression de cette sous-unité seule dans
un systéme recombinant permet de retrouver les propriétés
des canaux natifs. De plus, aucune preuve de |'existence
d’une sous-unité auxiliaire essentielle a 'activité n’a eté rap-
portée 4 ce jour. Le séquencage de plusicurs génomes de
mammiféres montre gqu'll existe dix différentes sous-unités
ol des canaux calcigues qu sont réparties dans trois sous-
familles (Cavl, Cav2, and Cav3) en fonction de leor homo-
logie de séquence. Elles correspondent aux canaux calciques
natifs fonctionnellement 1dentifiables dans les cellules exci-
tables par les techniques d'électrophysiologie. Ces sous-
unités présentent une topologie transmembranaire com-
mune, comprenant quatre domames homologues chacun
composés de six hélices transmembranaires (de 51 3 56)
putatives plus une boucle réentrante formant le pore. Les
guatre domaines sont reliés par des prandes régions cyto-
plasmigues gui sont des plateformes moeléculaires pour les
kinases et gu forment les sites d mteraction pour de multi-
ples protéines régulatnces comme les sous-umités fiy des pro-
téines (3, ou les sous-unités [} des canaux calciques dans le
cas des sous-umités ml des canaux Cav2.

Les différentes 1soformes des canaux caloiques montrent
des répartiions cellulaires et sub-cellulaires distinctes et
remplissent des roles fonctionnels spécifiques. La famille
Cavl est plus mphguée dans le couplage excitation-
contraction. tandis que les membres de la famille Cav?, qu
sonl exprimeés au niveau des terminaisons présynaptigues,
sont plus impliqués dans le controle du relargage des neuro-
transmetteurs des terminaisons nerveuses. Ces deux familles

ﬂ:_.'vrgi'.\;fﬁi'

al jouent également un role dans |'activation des enzymes
dépendantes du calcium et dans la transcnption des génes
[2]- Neanmoins, les roles exacts et la distnbution de chacun
des canaux sont dépendants du sous-type neuronal, de facon
a ce que la plupart des types de canaux ont des localisations
sub-cellulares vanées et supportent alors un grand nombre
de fonctions. Ces divers riles fonctionnels représentent un
challenge lors du design de nouveaux composés thérapen-
tiques ciblant les canaux caleiques mais avee un nsque fatble
d’effets secondarres.

Au miveau moléculaire et biochimiques, les canaux calei-
gues de type T formeés par une seule sous-umté Caval — une
protéine denviron 250 kDa qu est constituée, comme dans
le cas des canaux caleiques a haunt seml d”activation, de qua-
tre domaines membranaires reliés par des régions cvitoplas-
miques et dont les N- et C-terminus sont également cytoplas-
miques [3]. Chague domaine membranaire contient six
hélices traversant la membrane (de S1 a S6) qu incluent
une région senseur de voltage plus un motf ré-entrant en
boucle p qui définit le pore du canal et controle la sélectivite
ionique. Le génome mammifére contient trois génes codants
pour des sous-unités al de canaux caleigues de type T nom-
més Cav3.l, Cav3.2 and Cav3 3 [4-7] et qu présentent une
répartition différente dans les structures du cerveau [8.9]. En
plus d'un grand nombre de génes, toutes les sous-unités
Caval connues subissent une étape d'épissage alternatif
qui peut, dans certains cas, donner lieu a la production de
canaux avec des proprétés et un fonchonnement drastigue-
ment différent [10-15]. Chacune des sous-unités Cav3i.x
subit également 1’épissage alternatif [16-20] avec une alté-
ration des propnétés fonctionnelles. Les conséquences de
I'émissage sur la localisation sub-cellulaire ou tissue spéci-
fique de Cav3.x sont, pour le moment, encore largement non
CONMUES.

Les neurones afferents primaires tout comme les neurones
spinaux ot supraspinaux des circuits de la douleur expriment
de multiples canaux calciques dépendant du voltage, dont les
trois 1soformes Cav3 des canaux de type T. Nous mettrons en
lumiére les roles des canaux Cav3_ 1, Cav3 2 et Cav3 3 dans
la transmission de la douleur amsi que leur utilité comme
cible d analgésiques.

Canaux calciques de type T et la signalisation
douloureuse

De par leur potentiel d"activation hyperpolansé et leur courant
de fenétre, les canaux calcigues de type T (Cav3) sont parfai-
tement adaptes pour réguler I'excitabihité neuronale, comme
preuve, leur role dans le développement de pics et vagues de
décharges dans le cervean épileptique (pour revue, voir
[21,22]). lls partagent cette particulante avec d autres canaux
iomiques de « seuwil ». tous importants dans [initiation et

82



Douleur analg. (2006) 29:221-231

223

I'amplification de 'excitabilite cellulaire. Parmi ceux-c1, les
canaux HCN, quelques soformes de canaux potassiques
comme les KCN)s amsi que le canal sodique Nav 1.7, célébre
pour étre étudié de maniére extensive dans le contexte de la
douleur physiopathologique en raison des gains ou pertes de
fonction du canal retrouves respectivement dans les patholo-
gies de douleur congénitale qui augmentent ou dimmuent la
nociception. En comparant les effets électrogéniques des
canaux de type T aux sutres canaux « seuil », on peut noter
gue leur gamme d'activation, plus basse encore que celle de
Navl.7 par exemple. suggére un role de prée-amplificateur qm
favorise la génération des potentiels d’actions sodiques. En
plus de leur rile électrogénique direct via la régulation d’au-
tres conductances. comme les conductances potassiques, par
I'influx caleique [23.24], les canaux calciques de type T sup=-
portent également les mécanismes de sécrétion dans les cellu-
les neuroendocrines [25.26] et sont associés 4 la machinerie
de relargage des vésicules synapbiques [27]. Les canaux de
type T ont été décnts fonctionnellement pour la premiére fois
dans les neurones sensoniels primaires [28-31]. A la suite de
cette découverte mitiale, 1 a été montré que les sous-types de
neurones des DRG expnmatent différentiellement les canaux
caleiques de type T. Les neurones de moyen calibre en expn-
ment le plus et sont swivis par les neurones nocicepteurs de
petit calibre [32]. Les differences de emétique suggérent éga-
lement la présence de deux canaux de type T distincts dans
ces neurones [33.34]. Avec I'identificabion moléculaire des
genes de la famille Cav3.x et I'analyse d"hybndation in situ
subsequente, il a clarement été montré que Cav3 2 est forte-
ment exprimé dans les newrones des DRG de petit et de
moyen calibres et que Cav3 .3 est expnmé dans les neurones
de petit calibre [9.35] (Aflen Brain Atlas : www brain-map.
org). La populansation des profilages transcriptomigques a
grande échelle combinée a "analyse de cellules uniques ou
le tn de neurones des DRG via des marquenrs génétiques a
réecemment confirmé que Cav3.2 et Cav3.3 étaient selective-
ment exprmes dans une sous-classe de neurones sensonels
primaires [36.37). De la méme maniére, les cananx calciques
de type T ont été impliqués dans la transmission synaptique
dans la come dorsale de la moelle épimiére [38.39] Les
canaux caloigques Cav3.2 sont exprnimés dans des sous-
populations vanées de neuwrones afférents primaires [40.41].
Prises ensembles. ces donnees suggerent un role de ces
canaux dans le traitement des mformations sensorielles dou-
loureuses. En swivant cette idée. 'imjection systémique ou
intrathécale de bloqueurs des canaux caleiques de type T. tels
que "ethosuxmude ou le mibefradil, est analgésique chez les
rongeurs [42.43]. D'auntre part, I"activité des canaux calciques
de type T est augmentée dans les fibres afférentes sensonelles
dans un grand nombre d'états de douleur chromique, par
exemple 3 la suite de différents types de traumas nerveux
[44-46], lors d"une altération du métabolisme des nerfs dans
une neuropathie diabétique [47.48]. ou dans le cas de neuro-

pathies déclencheées par la toxicite des chimiothérapies
[39.49.50]. Au moins dans le cas des neuropathies diabéti-
ques. bloguer I'activité des canaux de type T restaure un phe-
notype douloureux normal [51-53]. De maniére intéressante,
Iactrvitée de Cavi2 est modulée par la glycosylation, elle-
méme altérée en contexte diabétique [54.55]. offrant un subs-
trat moléculaire pour contriler pharmacologiquement 'ex-
pression de Cav3 2 a la surface de la cellule dans une optique
therapentique. Renforcant la notion de I'effet pro-nociceptif
de Cav3.2, I'agomste des canaux de type T ST101, efficace
sur Cav3 2. augmente "excrtabilité des neurones des DRG
[56]. méme s1 la sélectivité de ce composé reste 2 déemontrer.
La modulation Reédox est un autre mécamsme qu affecte effi-
cacement le fonctionnement de Cav3.2 et pouralt étre un
composant majeur des douleurs mflammatoire ou neuropa-
thique via 'action de la L-cystéine ou du gasotransmettenr
sulfide d’hydrogene (H25) [57.58], bien que les effets pro-
nociceptifs du H2S soient controverses [59]. En conséquence,
les antioxydants ciblant Cav3 .2 pourraient étre utilisés comme
analgésigues [60-62]. Les augmentations des courants Cav3 2
dans les neurones en contexte pathologique résultent de mul-
tiples mécamsmes commencant par une augmentation de la
transcription [63] impliquant Egrl. un facteur de transcription
activé par |'activité électnque plus particuliérement dans un
contexte douloureux [64], jusqu’a I'augmentation du trafic du
canal 4 la membrane [65]. Récemment, les bases moléculaires
de cette augmentation de Cav3.2 i la membrane des neurones
des DRG dans les syndromes douloureux ont été identifices
comme résultant d 'un mécamsme de déeubiquitination orches-
tré par la déubiquitinase USPS formant un complexe molécu-
laire avec le canal [66]. Ces découvertes offrent une opportu-
mté de découvnir de nouveaux analgésiques pensés pour
dimimuer la présence des canaux Cav3.2 a la membrane en
perturbant leur interaction avec USP5. Le Dr Zampom et
ses collaborateurs ont validé cette approche élégante a la fois
dans un modele de douleur inflammatoire et dans un modéle
de douleur nenropathique [67].

In vivo, nous ainsi que d autres groupes avons pu montrer
que 1'inhubition directe des canaux calcigues Cav3.2 (mais
pas des autres canaux caleigues de type T). via I'utilisation
d’ohigonucléotides antisens ou siIRNA, rédmisait la nocicep-
tion mécanique amnsi que Mallodyme tachle provenant de
lésions nerveuses metaboligues ou issues d'un trauma
[40.52,68]. Cela conforte les observations montrant que les
canaux Cav3.2 régulent la mécanosensibilité des fibres a bas
seull mecanoréceptnees Ad (AS-LTMR) [69.70]. mais la
notion que 1'impact principal de Cav3.2 sur la somatosensa-
tion est di a leur présence uniquement dans les Ad-LTMRs
est certainement excessive. De plus. cette classe de fibres,
bien que présente chez les rongeurs, n'a pas été identifice
fonctionnellement chez I'Homme confrairement aux autres
sous-types de LTMR (AP and C) [71.72]. Pour vénfier cette
hypothése, nous avons créé une lignée de souns Knockin/
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Flox o Cav3.2 est remplacé par un canal Cav3.2 fusionné a
la protéine eclipticGFP et présentant un exon floxé [73]. En
utilisant cette approche, nous avons démontré gue Cav3.2 est
en effet un marqueur sélectif de deux catégones majeures de
mécanorécepieurs a bas seunil, Ad- et C-LTMR.s, innervant la
plupart des follicules pileux les plus abondants de la peaw
En générant un Knock-put conditionnel de Cav3.2 spéci-
fique des C-LTMRs, nous avons découvert que Cav3.2 dans
ces fibres C-LTMR régulait la perception du toucher léger, la
perception du froid nocif mécanique, les sensations chimi-
ques et qu'il etait essentiel a |"établissement des symptomes
allodyniques des douleurs neuropathiques, un meécanisme
rapporté dans la littérature comme étant entierement di aux
A-LTMRE. Collectivement, ces recherches aident a4 mueux
comprendre le role fondamental de Cav3.2 dans les patho-
physiologies du toucher et de Ia douleur, validant leur impor-
tance pharmacologique cntique dans le soulagement des
allodynies mécaniques et thermiques au froid. Ces données
confirment la description récente d’un grand nombre de
genes spécifiqgues des C-LTMR par une technigue de RNA-
SEQ) a grande profondeur d’analyse de séquencage aprés un
tri par FACS des sous-types de neurones des DRG on 1'iso-
lement des neurones des DRG uniques montrant que Cav3 .2
est effectivement un marqueur de ces neurones [36,37]. Ces
découvertes sur la nociception somatique peuvent étre éten=
dues aux contextes douloureux d’origine viscérale. Dans un
modéle murin d’hypersensibilité viscérale imitant le syn-
drome du colon imtable [74]. le knock-down in vivo des
canaux Cav32 dimmue hypersensibilité douloureuse en
réponse a une distension colorectale [65). Les analyses d"an-
tres modéles de douleur chromque viscérale confortent ces
conclusions [54,75-77]. Ensemble, ces domnées indiquent
que 'expression du canal de type T a la membrane est régu-
lée dynamiquement et qu’elle augmente dans des conditions
de douleurs chroniques, et que contrer cette régulation posi-
tive pourrait étre une méthode analgésique efficace. 11 est
mtéressant de noter que les souns déficientes pour Cav3.2
dans le knock-out constitntif [78] montrent une hypersensi-
bilité a la nociception basale, 4 la douleur induite par la for-
maline dans les deux phases, et dans une moindre mesure
dans un cadre de douleur neuropathique [79] suggérant donc
un possible phénoméne de compensation. La disponibilité
don modéle Cav3.2 floxé ouvre des perspectives intéressantes
dans la production d’un KO inductible localisé qui pourrait
limiter ces compensations.

Comparativement avec les neurones des DRG dans la
moelle épiniére, I'impact des canaux de type T est pen
connu mais les relargages de neurotransmetteurs spontanés
et évoques sensibles au mickel ont été décnts entre les neu-
rones afférents primaires et les neurones de projection de la
lamina externe ou les intermeurones [B0]. Des données
récentes, utilisant la lignée de souns Cav3i.2 KO, ont
confirme ces résultats [3%,66]. De plus, I'implication de
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Cav3.2 dans la machmene de relargage des neurotransmet-
teurs au niveau présynaptique est un concept émergent
[27.81,82]. Dans ce contexte, nos données morphologiques
avee la souris Cav3 2-eGFP vont dans le sens d une expres-
sion spécifique de Cav3.2 dans la lamina Il inténienre qm
recoit les fibres mécanoréceptrices a bas sewl C-LTMRs
et Ad- LTMRs [73]. L'analyse par microscopie électro-
nique des synapses a également révele la présence de
Cav3.2 aux niveaux pré- et post-synaptique [73]. Les pro-
jections spinales etfou les intermeurones expriment égale-
ment des canaux de type T fonctionnels en situation post-
synaptigue [83-85] avec une expression sélective dans une
sous-classe d'interneurones de la lamina IT dont la fonction
reste d etablir [85]. En prenant en compte que la vaste majo-
nté des neurones spinaux sont des interneurones, les rela-
tions sous-jacentes des réseaux de signalisation sensorielle
au niveau spinal ne sont pas encore complétement compri-
ses. Dans ce contexte, un grand nombre d’études restent
encore a faire. Est-ce que les canaux de type T sont expri-
més dans les interneurones inhibiteurs ou excitateurs, dans
les neurones de projection 7 Des inactivations génétiques
spécifiques dans la moelle épiniére épargnant les neurones
afférents primaires restent a faire a ce jour.
Anatomiquement, plusieurs voies ascendantes spinales se
dinigent vers le cerveau. Ces voles ne desservent pas unigue-
ment des cibles thalamigues mais également un grand nom-
bre d’autres noyaux clés du cerveau. tels que le noyau para-
brachial et 1a substance gnise pénaqueducale, qui projettent
tous deux dans des structures supéneures du cervean. De
plus, les changements fonctionnels hés 4 la douleur dans
les régions cérébrales sont liés & une activation du thalamus.
du cortex somatosensoriel, du cortex anténeur cingulaire, du
cortex préfrontal, de I'insula et de 'amygdale, formant alors
une « matrice de la douleur ». Lexcitabilité de la boucle
thalamocorticale est basée sur des connections réciprogues
entre le thalamus et le cortex. Les neurones thalamocorti-
caux (T'C) projettent vers le cortex et recoivent en retour
une information excitatrice importante en provenance du
cortex. Dians cette boucle, un noyau particulier, le Noyan
Reéticulaire Thalamique (NRT), exclusivement composé de
neurones GABAergiques exprimant une grande densité de
canaux Cav3.2, est considéré comme « 'horloge » du sys-
téme [86] de par sa localisation anatomique. En effet, les
neurones NRT recoivent les inputs excitateurs a la fois des
collatérales thalamocorticales et des afférences corticales et
proecurent un mput mhibiteur aux neuromes TC. Le noyau
ventral posténieur thalamique recoit des voies afférentes spi-
nothalamiques et projette vers le cortex somatosensoriel pri-
maire, impliqué dans la discrimmation sensonelle des st-
muli nocifs. D’autres noyaux thalamiques projettent vers
d’autres structures cérébrales gouvemnant les aspects émo-
tionnels de la douleur, comme I'insula et le cortex cingulaire
antéricur [59]. Le cortex imsulaire a également été décnt
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comme un intégrateur essentiel des mputs provenant des
fibres C-LTMR exprimant Cav3.2 [73,88]. En plus, I'infor-
mation nociceptive arrive au thalamuos par des voies paral-
leles via I"hypothalamus latéral ou "amygdale [89.90], deux
zones ¢galement impliquées dans les aspects émotionnels de
la douleur.

Sur le plan mécanistique, la neuroplasticité associée aux
neuropathies diminue les seuils de décharge des neurones,
augmentant les décharges spontanées et augmentant les
decharges évoqueées par des stimulations répétées [91.92].
Neéanmoins, 'implication des canaux calciques de type T
dans ces changements de "excitabilité est mal connue, mal-
gré leur sbondance danms presque toutes les régions des
réseaux de la douleur [9]. Dans le thalamus, il est bien conm
que les neurones TC et les neurones NRT présentent deux
modes de décharge, le mode tonique et le mode burst [91].
En effet, la propriété la plus remarquable caracténsant la
transifion de ["activite thalamocorticale de 1'éveill au som-
meil est le changement des patrons de décharge des neurones
thalamiques. qui est finement comrélé aux propriétés biophy-
siques des canaux calcigues de type T. Durant le sommeil,
I'hyperpolansation prolongée des neurones thalamiques de-
inactive massivement les canaux de type T et promeut la
generation des pics de calcium a bas seuil (Low Threshold
Spike : LTS) et I'occurrence des activités en burst rythmigue
@ haute fréquence [93)]. Les conséquences corticales de ce
mode burst dépendant des canaux de type T sont reflétées
dans I’lectroencéphalogramme (EEG) gqui est domingé
durant le sommeil par des activités oscillatoires a basse fré-
quence de haute amplimde (<15 Hz) et par des activités
oscillatoires a haute fréquence de faible amphitude dans la
bande gamma (30-50 Hz) durant I"éveil. Néanmoins, il est
important de noter que les études cliniques rapportent la pre-
sence anommale d'oscillations TC lentes dans la bande de
fréequence théta (4-8Hz) chez les patients neuropathiques
éveilles [94-96]. De plus, les bouffées d’activités thalami-
ques peuvent mener & des potentialisations synaptiques dans
le cortex cingulaire antérieur, avec des conséquences impor-
tantes concernant |'mtégration de 1'imput nociceptif et la for-
mation de mémoire liée aux événements douloureux et aux
comorbidités comme "anxiéte [97,98]. Alors que la plast-
cité de ces synapses semble reposer sur des mécanismes
multiples, il convient de citer également un rapport récent
indiquant le role potentiel des canaux de type T dans ces
neurones avec une augmentation de 1'expression de Cav3.2
dans un contexte d'état neuropathique [99). Une couche de
régulation supplémentaire provient de " interconnectivité des
zones corticales qui amplifie la douleur chronique dans le
cas des connections de ["aire somatosensonelle 51 au cortex
cingulaire antérieur [100]. A TI'inverse, I'inhibition des neu-
rones du cortex cingulaire antérieur avec des opsines inhibi-
trices ciblées montre un effet analgésique [101). Ceci est
largement dii au fait que Poutput augmenté du cortex cingu-

laire dans un cadre de douleur chronigue influence de multi-
ples cibles sous-corticales telles que la substance grise péria-
queducale (PAG) et le noyau mésolimbique, participant ainsi
a I'aspect multidimensionne] de la douleur en incluant 1'in-
tégration motivationnelle de la valeur héedonique de la dou-
leur et de son soulagement [102].

L’altération des bursts thalamiques, soutenue par les cou-
rants de type T. est donc mécanistiquement un €lément clé
des dysrythmies des réseaux de la douleur comme montré
chez des patients [103-105] en association avec la rythmicite
theta [106,107]. Les études sur amimaux confirment ces
résultats en mettant en avant I'augmentation des bursts asso-
ciée avec des oscillatons rythmigques lentes spontanées
[108,109], des pertes de cohérence entre 1'électrocortico-
gramme et les potentiels de champ thalamiques, ainsi que
I"angmentation de la puissance des oscillations théta [110]
dans les modéles neuropathiques. De maniére similaire, les
bursts dans le cortex cingulaire anténeur de rats neuropa-
thiques ont été reliés a la surexpression de Cav3.2 et sont
modulés par les blogueurs des canaux de type T [99]. En
conclusion, ces données montrent un role crucial des canaux
calcigues de type T supraspinaux. i la fois dans la transmis-
sion de I'information nociceptive et dans le développement
des activités cérebrales anormales.

Une facon plus directe d’estimer I"implication des canaux
T dans les réponses douloureuses est 'utilisation d’une
lignée de souns genétiquement modifiées pour chacune des
trois isoformes de canaux de type T. Néanmoins, les expé-
riences réalisées jusqu'a maintenant ont impliqué des KO
totaux des canaux Cav3.l ou Cav3.2 et pnncipalement de
la pharmacologie non spécifique des canaux de type T
(Mibefradil, Ethosuximide). Le modéle Cav3.3 KO n'a pas
encore £té testé pour son comportement douloureux. Une
hyperalgésie a éte rapportée en réponse a des stimulations
viscérales chezr les souris Cav3.1™ [111] présentant une
absence totale de courants de type T dans les neurones soma-
tosensoniels TC [112,113]. Tandis que le KO total Cav3.2
présente un phénotype d’analgésie dans plusieurs modéles
de douleur différents [48.79.114.115]. De plus, nos travaux
récents montrent que les effets analgésiques d’un nouvel
antagoniste des canaux de type T (qui affecte toutes les 1so-
formes Cav3) administré per os chez des sournis déficientes
pour ce canal sont abolis. montrant que le blocage général
des canaux de type T est analgésique [116]. Une preuve
directe du réle pronociceptif des canaux Cav3.x demanderait
soit des approches pharmacologiques locales avec des anta-
gonistes spécifigues des canaux T [116-118] ou des lignées
de souris KO conditionnel Cav3.x. Cette conclusion est ega-
lement valable pour déchiffrer I'impact de Cav3.x dans les
autres régions de la pain matrix, autant dans les voies ascen-
dantes que dans les voics descendantes. Méme si peu de
choses sont connues sur 1'impact des canaux Cavi.x dans
la modulation des voies descendantes de la douleur, il est
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intéressant de noter que dans 1"aire bulbospinale, plus préci-
sément dans les neurones mhibiteurs de la substance grise
penaqueducale (SGPA), 'absence de Cav3. 1 perturbe e ffet
analgésique de la morphine [119]. Ces mformations indi-
quent que les canaux Cav3.l locahises dans la SGPA pour-
ratent limiter les douleurs persistantes, mais ["'utilisabon de
TTA-A2, un antagoniste pan-Cav3.x, ne récapitule pas ces
effets. Des études supplémentaires sont requises pour clan-
fier cet aspect. Nous avons également rapporté récemment
gue des mjections intracérébroventrniculares (ICV) de TTA-
A2 induisent une analgésie qui depend de I'expression de
Cav3.2 [120]. De plus, cette éude démontre que le blocage
de Cav3 2 au mveau supraspinal est une étape clé du méca-
nisme analgésique du paracetamol, le reméde le plus utilisé
pour le traitement des douleurs légéres [120]. De maniére
intéressante, cette éude montre que 'inhibition de Cav3.2
subsequente & "action de I'AM404, le meétabolite achf du
paracétamol, est due a ["activation de canaux TRPV] expr-
mes au nivean central gqui ménent & une inhibition de Cav3 2.
Cette régulation a également été proposée dans les neurones
afferents primaires de rat [121].

Pour tous les aspects présentés, la résolution spatiale et
temporelle précise de 1"expression des canaux Cav3.x dans
les voies neuronales de la douleur aux niveaux cellulaire et
sub-cellulaire est cruciale. Jusqu'a récemment, 1"état de "ant
sur cet aspect €tait mexistant. Néanmoins, deux groupes
indépendants ont rapporté récemment que les canaux calci-
ques de type T sont concentrés dans le segment mitial de
I'axone (Axon Inmitial Segment : AlS), ot ils conmbuent
aux dépolansations mfraliminaires locales et ainsi mfluen-
cent I'mitiation des potenticls d’action. Ces données sont
fondées sur les conclusions d'études fonctionnelles de neu-
rones isolés en otilisant la technique de patch clamp en mode
cellule attachée ainsi que des techniques d"imagene calcique
et sodique. Ces études montrent également que la localisa-
tion de ces canaux est un processus dynamique régulé, per-
mettant un contrdle fin de la plasticité mtrinséque de 'exci-
tabilité neuronale [122-124]. Ce contrdle de la localisation
des canaux de type T est de plus régulé par des récepteurs
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membranaires comme les récepteurs a la dopamine égale-
ment exprimés dans les régions ennchies en Cav32
[9.125.126]. Les altérations plastques de la distmbution
des canaux de type T sont probablement impliquées dans
les états de douleur chronique. Pour 1'étude de cet aspect,
I"'utilisation de la lignée de souris knock-in Cav3.2-eGFP
sera rés importante. Tandis que la plasticité de la distnbu-
tion des canaux dans un contexte de douleur pathologigue
reste a étndier, cet outil a permis de découvrir que les protéi-
nes Cav3.2 sont expnmées dans les champs récepteurs des
fibres LTMRE. proches des folhicules pilenx dans la putative
zone gichette des potentiels daction {contnbuant ams: a la
sensibilité extréeme de ces fibres aux forces mécamques fai-
bles), ainsi que le long des axones de ces nearones avec une
présence spécifique aux nocuds de Ranvier des fibres Ad-
LTMR et dans les clusters situés le long des fibres C-
LTMR ou ils accélérent la vitesse de conduchon [73]. Ce
dernier effet a été retrouvé récemment dans les neurones
hippocampiques et cérebellenx qui expriment respective-
ment Cav3.2 et Cav3.l [23,127]. L'impact des canaux de
type T sur I"excitabilité axonale en est a ses débuts mais attire
de plus en plus I"attention.

Pharmacologie des canaux de tvpe T : vers
une nouvelle classe d’analgésiques ?

La majeure partie du travail effectué jusqu’a présent valide
I"isoforme Cav3.2 comme cible de nouveaux analgésiques,
specifiquement en agissant a la pénphénc. Il serait alors pos-
sible d’exploiter I"'mhibition préferentielle de certain ligands
pour I'état inactivé du canal, qu est favonse par "activité
electrique neuronale intense comme un moyen d’mhiber pré-
ferentiellement les canaux caleiques de type T dans les fibres
douloureuses trés actives. En effet, une nouvelle génération
de bloqueurs est apparue dans les demiéres années avec dif-
ferentes architectures [94,128-134] (Fig. 1).

En particulier, le TTA-P2 et le TTA-A2. ce demier inte-
ragissant preférentiellement avec les canaux calciques de

e
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&
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Fig. 1 Structure des molécules inhibitrices des canaux calciques de type-T testées pour leurs propriétés analgésiques. Les composés
29344 et ABT-639 font 'objet de développements cliniques a I'heure actuelle
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type T dans leur état mactivé, qui sont tous deux analgési-
ques en préclinique [116-117]. Le Z123212, un bloquenr
mixte des canaux sodiques dependant du voltage et des
canaux calciques de type T est analgésique en ciblant sélec-
tivement I'état inactivé lent de ces canaux [[35]. Dans ce
contexte, ¢’est mtéressant de noter que le domaine de haison
des anesthésigues locaux des canaux sodiques dépendant duo
voltage est partiellement conservé dans les canaux caleciques
de type T [136]. En considerant la résolution récente d'un
cristal de structure du canal sodique dépendant du voltage
bacténen [137.138], cette mmformation peut aider au déve-
loppement de bloqueurs des canaux calciques de type T
Pour terminer, le Z944. un autre mhibiteur des canaux de
type T dépendant de I'etal du canal est actuellement en
phase | de tests cliniques contre la douleur. Un grand nom-
bre de compagnies pharmaceutiques ont les canaux de type
T dans leur liste de cibles d’étude et nous verrons peut étre
émerger de nouvelles molecules thérapeutiques dans um
futur proche.

L'utilisation de pephdes thérapentiques dénvés de toxines
animales est également une voie de recherche prometteuse
pour la pharmacopée antalgique. Amsi le seul exemple de
développement de molécule analgésique ciblant un canal
ionique ces demiéres années est le Prialt™ qui est le nom
commercial du Ziconotide, une toxme sélective des canaux
calciques présynaptiques Cav2.2 dont le blocage limite la
transmission synaptique des neurones afférents pnmaires
vers la comne dorsale de la moelle epimiére. Le Prialt™ a
cependant un index thérapentique faible gui himate son uhh-
sation. La recherche de toxines sélectives de la famulle
Cav3.x et en partculier spécifiques de Cav3.2 est une pers-
pective intéressante. Comme dans le cas des anesthésiques
locaux, 1l semble qu'il existe une promiscuité des sites récep-
teurs des toxines entre les canaux sodigues et les canaux
calciques de type-T puisque que les protoxines | et IL décon-
vertes dans le venin de la tarentule Thrivopelma pruriens,
sont des bloqueurs efficaces des canaux sodiques [139,140]
avec un effet inhibiteur sur les camsux caleiques Cav3.x
[141.142]. La Protoxin 1 bloque préférentiellement Cav3.1
par rapport 4 Cav3.3 avec une affimite plus forte don ordre
de grandeur [143] Cette toxine semble mteragir avec des
résidus situés dans le domaine IV avec une contmbution
des sites localisés dans le domame 11 des canaux Cav3.l.
Les canaux Cav3.2 sont également affectés mais avec une
affimté 10 fois moins forte. Il semble également qu’il ¥
ait une conservation des sites de liaison de cette toxine entre
les canaux Cav3 et Nav. La Protoxin II agit préféerentielle-
ment sur les canaux calciques Cav3.2 et cause un change-
ment dans le potentiel de demi-inactivation du canal [141]
qui reste a etudier. D'autres toxines ont &té 1solées du vemin
du scorpion Parabuthus transvaalicus (Le., KLI et KLII), de
la tarentule Paraphysa sp3 (Psp3Txl). Les premiers blo-
guent les canaux calcigues de type T et les canaux sodigues

[144] tandis que Psp3Tx | a été découverte dans un crible sur
le canal Cav3. 2 [145].

Lutilisation d'une lignée de souns Cav3.x KO condition-
nelle est une belle perspective d’avenir pour déchiffrer les
structures importantes pour les effets analgésiques des blo-
queurs des canaux de type T. La valeur translationnelle des
recherches précliniques dans le domaine de la douleur est
towjours controversée en regard du grand nombre de molé-
cules qui n'ont pas été developpees jusqu’en clinique. Passer
de la souns i I"'Homme en ciblant les canaux de type T pour-
rait étre une voie fructueuse. Le Dr David Mahns et ses col-
légues ont recemment uhlisé le TTA-A2 chez I"'Homme en
mjection locale dans la peau. Ils ont démontré que le blocage
des cananx de type T diminuait de maniére etheace 1"allody-
nie au froid et "allodynie mécamque en affectant les C-
LTMR (C-Tactile chez I'Homme), un paralléle frappant a
nos données obtenues chez la souns [146.147]. Cela
contraste avec les conclusions d’un test clinique sur des
patients atteints de neuropathie diabétique ot la molécule
ABT-639 [148]. un blogueur selectif des canaux de type T
avec une faible affinité, a montré un mangue d’efficacité
décevant méme si ["utilisation de doses plus élevees etalent
requises pour juger pleinement de 'efhicacité du composé
[149.150].

Conclusions

Un grand nombre de questions concernant le role des canaux
de type T dans la douleur restent & élucider. Premiérement, la
contribution de ces canaux dans la signalisation douloureuse
reste flove. lls pourratent agir : 1) en diminuant le sewl de
décharge des fibres douloureuses afférentes ; 2) en contri-
buant directement au relargage des neurotransmetteurs aux
synapses des afferents primaires ; 3) en agissant directement
comme mécanosenseurs ; 4) en activant des voies telles que
la voie ERK qui sont liées a I"'augmentation de la douleur ; et
5) peut-etre via 'interaction avec d’autres types de canaux
ioniques tels que les canaux potassiques dépendant du vol-
tage ou activés par le calcium comme 1l a été décrt dans
différents types de neurones do systéme nerveux central.
Deuxiémement, le mécanisme par lequel activité des
canaux calciques de type T est augmentée dans des condi-
tions de douleur chronique reste encore a déterminer. par
exemple une modulation directe, des modifications post-
traductionnelles et un recyclage des canaux a la membrane
modifie. Cela pourrait inclure également la sous-unité
Cave2é qui augmente |"amphitude des courants de type T
dans des systemes dexpression [151]. Egalemant, un nom-
bre de mutations congénitales ont été décntes pour le géne
codant pour Cav3.2 chez le rat [19] et, de maniére plus
importante. chez 'Homme [126,152-154]. Bien qu’ils solent
liés 4 des formes dépilepsie. dautisme ou de désordres
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meétaboliques, il reste a déterminer s1 ces patients souffrent
d’une perception douloureuse modifice.

En résumé, parmi les canaux calciques, les canaux calci-
ques de type T et en particulier "isoforme Cav3.2 semblent
jouer un rile critigue dans les circuits nevronaux de la dou-
leur, et sont en conséquence activement étudiés comme cible

thérapeutique.
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Abstract

XXX

Introduction

Chronic pain is a major health problem affecting ~20% of the population in developed
countries. Despite high prevalence and considerable impairment of quality of life, the
treatments are empirical, often poorly effective, and the disorder remains a challenge to
clinicians (Bouhassira et al. 2008). Although pain is a complex sensation supported by a
complex network of neuronal and non-neuronal cells from the periphery to the central nervous
system that can become pathologically dysregulated in relation with an array of etiologies, there
is a great emphasis for a more thorough understanding of the sensors at the origin of pain in the
peripheral nervous system. Numerous evidences show that specific sets of ion channels are
confined to primary afferent neurons where they mediate the detection of nociceptive stimuli
and their transmission to the CNS (Waxman and Zamponi 2014). Moreover, pathological
remodeling of ion channel expression patterns has been linked to the hyperexcitability of
primary afferents nociceptors. Among these channels, those activated nearby resting membrane
potentials are ideally suited to regulate neuronal excitability since they act as threshold
amplifiers of nociceptive signals. Their tight pharmacological control by innovative analgesics
could help to attenuate pathological nociceptive inputs to the brain. These “threshold” channels
expressed specifically or enriched in nociceptive primary afferences include the famous Nav1.7
sodium channel largely studied in the context of pain pathophysiology owing its gain or loss of
function in congenital pain diseases that respectively increase or dampen nociception, as well
as the Cav3.2 calcium channel that has a range of activation that is even lower than Nav1.7 for

example suggesting a role of preamplifier that favors sodium spike generation.

In terms of structure, these two channels isoforms belong to the unique family of

voltage-gated ion channels formed of 4 non identical homologous domains all linked in a single
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polypeptide chain. In mammals, this superfamily contains respectively 9 voltage-gated sodium
channels (Nav) and 10 calcium channels (Cav) isoforms with distinct cellular and subcellular
distributions. However, the high level of homology with these channels pose a challenge when
designing new therapeutics with a low risk of side effects. This is a clear limitation to identify
specific pharmacological tools targeting only one channel subtype over the others with
conventional medicinal chemistry, even if ligands for Nav1.7 and/or Cav3.2 have been actively
screened with some success for analgesics purposes (McCormack et al. 2013; Bregman et al.
2011; Francois et al. 2014). In contrast, biological resources offer level of ligand specificity that
often outmatch synthetic ligand properties (Wood 2013). One of the best example is the peptidic
toxins from the venoms of predator animals such as snake, bees, molluscs, scorpions, or spiders.
These venoms contain an array of peptides with often unique properties selected through the
evolution to tightly occupy their binding pocket on the channel pore forming subunit of one
specific channel to efficiently fulfill predatory or defensive roles (Escoubas and Rash 2004;
Dutertre et al. 2014). Identification of such ligands has been instrumental, first to channel
identification and purification, but these ligands have long been explored as possible
therapeutics. This resulted in the development of Ziconotide (Prialt©), a Cav2.2 blocker from
cone snail to treat intractable pain despite a limited therapeutic index. A number of recent
reports described the identification of Nav1.7 blocking peptides isolated from their majority

from Theraphosidae spiders with the potential therapeutic application to treat pathological pain.

In the present study, using a Cav3.2 screening assay, we identified Psp3Txl1, a
phrixotoxin like 28 amino acid peptide from the venom of Paraphysa Sp3 spider. Synthetic
peptide selectivity in vitro revealed that Psp3Tx1 is a selective Nav1.7 channel blocker in the
nanomolar range over all other Navl.x isoforms. In addition Psp3Tx1 revealed promiscuous
pharmacological effects on the pronociceptive Cav3.2 low threshold calcium channels as well

as on the Kv4.3 potassium channels albeit at higher doses. We assessed the therapeutic
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analgesic potential of Psp3Tx1 in mice. In a pharmacological model of Nav1.7 gain of function
(Cardoso et al. 2015; Deuis, Wingerd, et al. 2016), Psp3Tx1 strongly reduced spontaneous pain
at low doses in peripheral application. Similarly, in a model of neuropathic pain, Psp3Tx1
reversed mechanical hypersensitivity as well as allodynia consistent with a utility of Navl.7
blockade to mediate pain relief. Finally, Psp3Tx1 showed no side effect on electrical cardiac
activity at high doses after systemic injection. Overall our results suggest that the Psp3Tx1
holds potential therapeutic efficacy for the development of analgesics aimed at treating at its

peripheral source in the receptive field.
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Results

Psp3Tx1 identification

We screened a tarantula spider venoms library on recombinant calcium channel Cav3.2
expressed in xenopus oocyte to gain from the low venom quantity used and the robustness of
the assay. Paraphysa Sp3 venom was identified as a source of blocking activity at Cav3.2
channels. Upon venom application, inhibition of Cav3.2 currents developed with a rapid onset
and washout of the effect had a slow offset consistent with a good affinity of the channel
blocking peptide. The venom was firstly fractionated by reverse phase liquid chromatography,
then by cation exchange chromatography (RP-HPLC and CE-HPLC respectively) with a
concomitant exploration of Cav3.2 blocking activity within each fraction. Figure 1A represent
the RP-HPLC elution profile of the entire venom with the active fraction pool shown in the
boxed gray area. The CE-HPLC analysis of the active pool is presented in Figure 1B with the
boxed area highlighting the active fraction containing the pure Psp3Tx1 peptide. As for the
venom, the purified fraction induced a rapid and potent fast inhibition of Cav3.2 with slow
washout kinetics. Moreover, native toxin application slowers Cav3.2 activation kinetics and
shifts the voltage dependence of activation consistent with a gating-modifier mode of action
typical of a majority of spider toxins (Figure S1). The full sequence was obtained in a single
run of Edman sequencing and confirmed by mass spectrometry. Psp3Tx1 is a 28 amino acid
peptide reticulated by three disulfide bridges (FiglC). Its measured monoisotopic molecular
mass (3392Da) is in accordance with the value calculated for an amidated C-terminus. Although
the pairing of cysteines was not determined experimentally, the high homology of structure
with previously described tarantula toxins strongly suggests that the peptides conform to the
canonical inhibitor cystine knot (ICK) Cysl-Cys4/Cys2-Cys5/Cys3-Cys6 disulfide bridge
pattern (Norton and Pallaghy 1998), and with the closest relation to the subfamily of short loop
ICK toxins (Escoubas and Rash 2004). Psp3Tx1 has the closest homology (85%) with PaTx1,

a Kv4.2/4.3 potassium channel blocker (Diochot et al. 1999) with promiscuous activity on

96



Navl.7 sodium channel and Cav3.1 calcium channels (Park et al. 2014), (Salari et al. 2016).
Similarly, a high homology is retrieved with ProTxII, GsAF-I, GsAF-II, all characterized by
inhibitory action on several Nav isoforms as well as on Cav3.x channels (Bladen et al. 2014;
Salari et al. 2016; Flinspach et al. 2017; Park et al. 2014). Other short loop ICK toxins in the
~75% homology range (JzTx5, Pmr2a, GrTx1) also acts as Nav blockers (Clement et al. 2007;
Zeng et al. 2007; Zimmermann et al. 2007). For comparison, the distantly related sequence of
GpTx1, a Navl.7 blocker with extensive structural activity relationship data is added to the
Figure 1C (Murray et al. 2015; Murray et al. 2016). The homology tree of the compared
sequences is presented on Figure 1D. To provide sufficient material for further functional
investigations, synthetic Psp3Tx1 was produced by chemical synthesis (Figure 2A-B). The
proper peptide folding was checked by comparison of native and synthetic form with
electrophysiology tests on recombinant Cav3.2 on tsa201 cells (Figure 2C). Synthetic Psp3Tx1
and the natural polypeptide were equally active. Moreover both polypeptides had the same

retention time on RP-HPLC (not shown).

Psp3Txl1 is a selective Nav1.7 sodium channel isoform blocker

According to the promiscuous pharmacological properties of homologous peptides of Psp3Tx1,
a detailed channel subtype selectivity characterization was performed using whole cell
electrophysiology in mammalian cells (Figure 3). Psp3Tx1 shows the most potent effect on
hNav1.7 with nanomolar affinity (IC50 17.5nM manual patch (Figure 3A-B) and 5.8nM in Q-
Patch (Figure 3C-D, table 1). Over all sodium channel subtypes, the peptide shows a selectivity
profile of 10-fold over hNaV1.1, 78 to 100-fold selectivity over hNaV1.6, hNavl.2 and
hNav1.4, 198-fold over hNav1.5, 2562-fold over hNaV 1.3, and without activity on rNav1.8 and
native Nav1.9 from mouse DRG neurons making Psp3Tx1 one of the most selective NaV1.7

inhibitors reported to date (see Table 1 for IC50 values). Considering the homology with PaTx1,
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the activity on the low threshold potassium channel Kv4.2 and Kv4.3 was also assessed. Indeed,
Psp3Tx1 effectively blocks Kv4.3 albeit less potently that Nav1.7 (7-fold selectivity) but is
much less effective on Kv4.2 (828-fold selective) (Figure 4A). In the low threshold calcium
channel family that served as initial target for the toxin identification, Psp3Tx1 inhibits Cav3.2
in the micromolar range (IC50 3.8uM) and less potently affect the two other isoforms Cav3.1
and Cav3.3. Of note, hCav3.2 current kinetics are slowered by the toxin consistent with a gating
effect and hindrance of the channel activation (Figure 4B). This effect much less pronounced
on the two other Cav3 isoforms. In comparison, the high threshold calcium channel isoform

hCav2.2 is insensitive in the uM range.

Further examination of Psp3Tx1 effects revealed a typical block of Nav1.7 activation gating
with a typical more pronounced effect at weak depolarizations compared to strong ones
(Fig5A). The 75% block of inward currents produced by 100nM Psp3Tx1 also shifts positively
the current-voltage curve by ~7mV and reduces the steepness of the activation (Fig5B). Similar
current-voltage curve obtained from a holding potential of -75mV resulted in similar block
magnitude and shift in activation (not shown). Kinetics of toxin effect shows a moderately fast
onset of channel block, but a very strong binding hardly reversible from a negative resting
potential as in the typical trace showed in Figure 5C. Inversely, for the other channel isoforms,
the degrees of inhibitions produced by Psp3Tx1 are reversible. For example, in the case of
Kv4.3, even if Psp3Tx1 produces an inhibition with an EC50 only 10-fold greater than for
Navl.7, the reversal upon wash out is fast and complete even for saturating peptide

concentration as in Fig5D (washout time constant of 50s, n=4 for 1uM).

Psp3Tx1 mediated analgesia in the periphery depend on Nav1.7 blockade

The pIC50 representation of the in vitro results further illustrate the strongest activity of
Psp3Tx1 for Navl.7 (FigbA). To verify that this in vitro activity results in a Nav1.7 blockade

mediated analgesia in vivo, we used the recently developed Nal.7 specific pain test. The use of
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the alpha scorpion toxin OD1 with agonist properties on Navl.7, induces spontaneous pain
when injected in the paw. Although this agonist affects both Navl.7 and Navl.6, the
spontaneous pain induced by intraplantar injection primarily depends on Nav1.7 and was used
for in vivo profiling of Nav1.7 blocking molecules (Deuis et al. 2017; Deuis, Yin, et al. 2016;
Cardoso et al. 2015). The kinetics slowering and the negative shift in activation typical of OD1
action is a pharmacological mimicking of the some of the Nav1.7 pronociceptive congenital
mutations. Accordingly this is transduced in spontaneous activity of primary afferent fibers
when applied to their receptive fields (Deuis, Wingerd, et al. 2016). We first verified that the
batch of synthetic OD1 used effectively produced the agonist effect on recombinant hNav1.7
at the expected concentrations as in published work (Motin, Durek, and Adams 2016) (not
shown). As previously described, OD1 (40ul at 300nM) resulted in bouts of spontaneous
licking, flinching, shaking and biting of the injected paw all counted as pain behaviors in
periods of five minutes following the start of the procedure. The acme of the effect occurs
between five and ten minutes and progressively disappears over 40min (FigoB). When co-
injected with OD1, Psp3Tx1 resulted in a dose dependent analgesic effect (FigobB histogram).
We obtained similar results with male and female mice (n=6/treatment/sex) and therefore data
where pooled (n=12/treatment). Considering a dilution effect by a 100-fold factor in the in vivo
test compared to in vitro data on recombinant channels, the maximal dose used of 3uM
correspond to 30nM that blocks 70 to 90% of hNav1.7 with no more than 25% inhibition on all
other channels tested. This suggest a clear on target activity of Psp3Tx1 for Nav1.7 within the

sensory fibers receptive fields.

The translationability of the results obtained with low doses of Nav1.7 selective toxin in the
OD1-induced pain test into similar analgesic effects in more classical preclinical rodent models
of pain is not yet established. We tested Psp3Tx1 in the chronic constriction injury (CCI) model

of neuropathic pain monitoring the mechanical tactile/pain perception. We used three von Frey
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filaments corresponding to innocuous, intermediate, and noxious stimulations (0.07, 0.6, and
1.4g, respectively) as described previously (Descoeur et al. 2011b). Pain threshold was
considered to be reached for two withdrawals out of five consecutive filament applications. CCI
resulted in an increase in nociceptive scores typical of the neuropathic state for all filament
tested reflecting a mechanical allodynia (0.07g stimulus), and a mechanical hyperalgesia (0.6
and 1.4g) (Figure 6C, Ctrl vs t0). Intraplantar injection of 10nmol of Psp3Tx1 (10ul at ImM)
was performed in comparison of a control group receiving morphine by the same route of
administration (10pg/10ul). Mechanical allodynia and hyperalgesia were completely alleviated
by Psp3Tx1 treatment and tactile/mechanical pain scores reached below control values 10min
after injection with a total duration of peptide effect of 40 to 50min (Fig 6C). Calculation of the
areas under the curves showed significant effects for the three filaments tested (Fig6C
histograms). Comparatively Psp3Tx1 mediated analgesia was similar to the one produced by a
control dose of morphine (10ug) as seen from the time courses and area under the curves
(Fig6C). To test whether central administration of the peptide would result in analgesic effect,
we tested a similar high dose via intrathecal (it) route in naive animals. As seen on the Figure
6D, 1nmol of Psp3Tx1 did not significantly affect the mechanical pain produced by the 1.4g
von Frey stimulus, while 10ug morphine had its control analgesic effect. Similar observations
were made in Cav3.2 KO animals (not shown). Finally, even if the selectivity of Psp3Tx1 is
high including against the cardiac sodium channel isoform (Navl.5), for safety profile we
verified that systemic application of elevated doses of PsP3Tx1 (1 and 10uM final in the
animal) via intravenous route did not affect the global heart electrical activity in anaesthetized

mice (not shown).
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Discussion

In this study, we identify Psp3Tx1, a 28 amino acid long toxin from the venom of the
Theraphosidae spider Paraphysa Sp3. Determination of Psp3Tx1 selectivity profile revealed
that the peptide is a sodium channel blocker that potently and selectively target the
Nav1.7/SCN9a isoform. The peptide acts primarily by hindering the channel activation by
stabilizing the closed state. Consistent with the in vitro selectivity, we confirmed that a Nav1.7
specific dose of Psp3Txl1 is effective in alleviating spontaneous pain in vivo in a
pharmacological model of Nav1.7 acute peripheral nociception. Moreover, Psp3Tx1 potently

reversed chronic neuropathic pain by interfering with peripherally located Nav1.7 channels.

The isolated sequence is closely related to the Phrixotoxin PaTx1, isolated initially for
its potent inhibition of Kv4.2/4.3 potassium channels (Diochot et al. 1999) with promiscuous
activity on Nav1.7 sodium channel and Cav3.1 calcium channels (Park et al. 2014; Salari et al.
2016). Similarly, Psp3Tx1 is a short ICK folded peptide with internal loops with the same
residue number in-between the distinct cysteines. Although tertiary structure of Psp3Tx1 was
not determined in the present study, the analogy with the NMR based tertiary structure of PaTx 1
(Chagot et al. 2004) can predict that Psp3Tx1 contain a similar surface pattern comprising a
hydrophobic patch composed of Leu6, Phe5, Trp7, Trp24 (with the Phe5 substitution in
Psp3Tx1 to the Trp5 in Patx1 that could be of importance) that is associated with a dipole
moment emerging through Lys26 in Patx1. Although Lys26 is conserved in Psp3Txl1, the
neighboring additional Lys27 residue found in PaTx1 is not present in the PspTx1 sequence
that is shorter. Here again this difference could contribute to the unique Psp3Tx1 interaction
surface with ion channels. Additionally, within the loop 2, Psp3Tx1 Glul2 and Prol4 are
substituted to Alal2 and Lys14 in PaTx1. This suggests first a distinct electrostatic effect
(difference of 2 charges), and second a distinct structural constrain to the toxin backbone

provided by Pro14 just before the Cys15 engaged in the third disulfide bridge of the ICK fold.
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SAR studies of distinct toxins acting on Nav1.7 revealed that modifying both the hydrophobic
patch in the first loop and the C-terminal tail between PaTx1 and ProTxII largely impact Nav1.7
block efficacy and selectivity for Nav1l.7 (Park et al. 2014). Single mutants within these two
regions in ProTxII also contribute to the improved properties of the INJ63955918 peptide from
Janssen laboratories (Flinspach et al. 2017). Moreover, SAR studies on GpTx1, another ICK
toxin more distantly related to Psp3Tx1 reaches similar conclusions about the role of the loop
1 and C-terminus (Murray et al. 2015). Altogether, the peculiar residues of Psp3Tx1 in these

two spots are certainly important for the peptide properties.

Assessment of Psp3Tx1 blocking properties revealed that it falls in the very short list of
potent Nav1.7 inhibitors with a 10-fold selectivity over Nav1.1, 78-fold over Nav1.6, and more
that 100-fold over all the other subtypes. As for the recently reported Pn3a toxin (Deuis et al.
2017) or ProTxII derivative INJ63955918 (Flinspach et al. 2017), the selectivity of Psp3Tx1
predicts analgesic effects from Navl.7 blockade while limiting unwanted side effects.
Unsurprisingly the close similarity of Psp3Tx1 with PaTx1 results in some degree of Kv4
inhibition limited to the Kv4.3 isoform and with a potency largely inferior to PaTx1. Kv4.3 is
the pore forming subunit of the cardiac Ii, potassium channel. While Kv4.3 inhibition could
have been a limitation for the in vivo use, a systemic dosage of Psp3tx1 at a final concentration
of 1 and 10uM of the peptide did not modify significantly heart electrical activity. The apparent
lack of off-target effect of Psp3Tx1 reside probably in the different rates of toxin unbinding
from the distinct channels tested. We found that, as expected from such toxin sequence,
Psp3Tx1 is a gating modifier with the classical biophysical hallmarks. One unique characteristic
of Psp3Tx1, specific of Nav1.7 target compared to other channels tested, is however the kinetics
of channel block. On-rate is moderately rapid and off-rate is markedly slow. Comparatively to
other gating modifiers of ion channels where the toxin unbinding can be greatly accelerated by

stepping membrane potential with brief train of depolarization to very positive potentials (for
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distinct calcium channel toxin for example (Bourinet et al. 1999; Bourinet et al. 2001)), this
procedure did not accelerate washout of Navl.7 block (not shown). Similarly washout of
JNJ63955918 mediated block of Nav1.7 was described as a slow process only accelerated by
holding the membrane potential for long period at 0OmV (Flinspach et al. 2017). This suggests
that Psp3Tx1 is able to dock deeper into a molecular cavity in one of Nav1.7 voltage sensing
domain (VSD) compared to its binding on other channels. In that scenario, toxin access to its
receptor site requires a bit more time, but once bound, Psp3Tx1 remains stably anchored. This
remains to be confirmed by structural data as it has been recently done for crystals of aryl
sulfonamide antagonists in complex with a chimeric Navl.7-NavAb channels (Ahuja et al.
2015). These type of data are likely to emerge rapidly considering the evolution of structural
biology using cryo electron microscopy (Wu et al. 2016a). It could be predicted however that
the VSD targeted by Psp3Tx1 is likely in the fourth domain of the channel as for other Nav1.7
blocking peptide (Ahern et al. 2016). The level of promiscuity of gating modifier toxins is
further examplified in our study. It reveals a degree of structural homology of VSDs. For the
Kv4.3 channel however, even if the degree of block obtained is not negligible, the four-fold
channels symmetry with up to four potential Psp3Tx1 peptides bound per channel suggests that
the toxin effect is largely weaker on this channel in comparison to Nav1.7. Effects on Cav3.x
channels results certainly from the level of VSD similarity between Navs and Cav3.x. It should
be noted that recently, Cav3.1 block by ProTxII and Patx1 was found to depend on the third
VSD (Salari et al. 2016) while the effect of ProTxI depends on the fourth VSD (Bladen et al.
2014). Thus additional detailed structure function analysis will be required to have a clear
picture of Psp3Tx1 binding on the distinct Nav and Cav channels. Noteworthy, the expression
system used for performing the experiments could also impact the pharmacological properties
of the channels. We used Xenopus oocytes for the initial screening, a system known to

differentially glycosylate proteins compared to mammalian cells with sometime some impact
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on toxin potency (Bourinet et al. 1999). Therefore we investigated whether N-glycosylation
could modulate Psp3Tx1 effects by expressing channels in GnTI-HEK cells deficient in N-
acetyl-glucosaminyltransferase 1 (GnTI) activity resulting in recombinant membrane proteins
lacking complex N-glycans. While the magnitude of Nav1.7 inhibition by Psp3Tx1 in this cell
line was nearly the same, interestingly the kinetics of block were speeded up with a marked
increase of block reversal (not shown), suggesting that the toxin-Navl.7 strong interaction

results from multiple structural determinants.

Our study reveals that Psp3Tx1 has analgesic properties when injected in the
peripheral receptive field of neuropathic mice. Previous studies have shown that Navl.7
specific peptides effectively reduce spontaneous pain resulting from Nav1.7 pharmacological
peripheral activation (Deuis et al. 2017; Deuis, Wingerd, et al. 2016; Cardoso et al. 2015).
Globally, Psp3Tx1 give similar results in this model. For Nav1l.7 toxins analgesic effects
regarding acute, neuropathic, or inflammatory pain, the picture is more contrasted. For example,
Flinspach et al. described a potent ProTxII derivative mediated analgesia on hot evoked acute
pain or formalin evoked spontaneous pain when injected intrathecally or perineurally around
the sciatic nerve (Flinspach et al. 2017). The native ProTxII peptide sequence analgesia is more
controversial with possible penetration issues through blood-nerve barrier (Schmalhofer et al.
2008). The impact of Nav1.7 on pain sensing neurons does not only result from its electrogenic
activity but also from modulating intracellular signaling cascades of G-protein coupled
receptors (Minett et al. 2015; Emery, Luiz, and Wood 2016; Isensee et al. 2017). In agreement,
Deuis et al. demonstrated that systemic dosing of Pn3a as well as Phlotoxinl or the small
organic Navl.7 blocker PF-04856264 synergize with opioids to produce analgesia in
inflammatory pain while they have limited analgesic potential alone (Deuis et al. 2017). Our
data contrast with these findings since Psp3Tx1 alone injected in the receptive field is sufficient

to elicit an analgesic effect in a model of neuropathic pain. However the route of injection and
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the pain models are different and would need a side by side comparison in the same conditions.
This finding is encouraging to further explore the efficacy of the peptide in a range of

conditions.

In summary, our results suggest that Psp3Tx1 is a promising close state Nav1.7 channel
blocker for the development of novel analgesics potentially useful for treating pain syndromes
by acting locally in the peripheral receptive field. Compared to the short list of potent and
selective Nav1.7 peptidic blocker, this new sequence could be a promising starting point for

sequence optimization for drug development.
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Materials and methods

Purification of Psp3Tx1 toxin.

The venom from Paraphysa sp3 (Theraphosidae) was purchased from Spider Farm
(Feasterville, PA, U.S.A.). In a first screening attempt, we identified inhibitory activities of
diluted venom (1 :1000) for Cav3.2 currents, and purified the responsible peptides. Venom
preparation for activity analysis and for chromatographic separation consist in a dissolution of
the dried venom in ultra-pure water to a volume of 10 times the initial volume of venom, a
centrifugation (14000rpm, 20min) and a filtration on a 0,45um membrane (SJHVLO4NS
Millipore). Purification of the active fraction of the venom with chromatography : First, a 100ul
aliquot of the diluted venom (equivalent of 10ul of raw venom) is fractionated by RP-HPLC on
a C8 semipreparative column (5C8MS, 10x250mm, Waters). The gradient used is composed of
water + 0,1% trifluoroacetic acid (TFA) (solvent A) / acetonitrile + 0,1% TFA (solvent B). The
gradient is programmed as follow : 0% B during 5min, 0 to 60% B in 60min, 60 to 90% B in
10min, flow 2 mL/min. The fractions are manually collected at the end of the column, while
looking at the variations in the 215nm UV absorbance. The active fraction on Cav3.2 activity
were further purified on a cation-exchange chromatography (Tosoh SP5PW column,
4,6x70mm), with an ammonium acetate in water linear gradient (from 20mM to 1M in 50min)

with a flow of 0.5 mL/min.

Peptide sequencing and mass determination

Lyophilized Psp3-213 peptide was reduced with DTT (Dithiothreitol 10mM, 55°C, 45min) and
alkylated with IAA (iodoacetic acid, 50mM, 20°C, 30min) The reduced/alkylated peptide was
desalted by RP-HPLC C18 chromatography on a Merck Chromolith Speed-Rod column

(0,46x50mm) before sequencing. It was submitted to Edman degradation on an Applied
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Biosystems model 477 A microsequencer. Purity and molecular weight of the peptide forming
the active fraction were determined using MALDI-TOF Mass Spectrometry (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight). Mass spectrometry measures are realized by
MALDI-TOF Mass Spectrometry on a Voyager DE-Pro Mass Spectrometer (Applied
Biosystems) on reflector mode. The peptides are mixed with the a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid matrix (a-CHCA, Sigma), Smg/mL in 50 : 50 : 0,1, water : acetonitrile : TFA) and
analyzed. Mass specters are calibrated with internal standards and analyzed with the Data

Explorer Software.

Sequence alignment
The sequence alignment of spider toxins with an ICK motif and three disulfide bridges that

targets Nav, Cav or Kv channels is done using peptides sequences that were obtained from

ArachnoServer Database (www.arachnoserver.org) (Herzig et al. 2011). The phylogenetic tree
of the toxins sequences is reconstructed using the BioEdit Sequence Alignement Editor
software. Identity values were obtained using the protein BLAST tool from the NCBI website

with the blastp algorithm.

Solid-phase peptide synthesis

Fmoc protected amino acids and HCTU were purchased at Activotec (Cambridge, UK). Wang-
PS functionalized resins preloaded with protected amino acid were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). N-methylmorpholine (NMM) and acetic anhydride (Ac>O) were
obtained from Sigma Aldrich (St Quentin-en-Fallavier, France). N-methyl-2-pyrrolidone
(NMP). The toxins were synthesized on a 25umol scale using Fmoc chemistry on a Prelude
synthesizer (Protein Technologies®) using Wang-PS resin functionalized with the asparagin

amino acid (AA). Each coupling step was carried out twice Smin using a mixture 10 eq. : 10
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eq. : 20 eq. Fmoc-AA/HCTU/NMM in NMP (0.1M final) followed by a capping step of Smin
with a solution of AccO/NMM 1 : 1 v/vin NMP (2.5mL). Fmoc deprotection was performed
twice 2min using 2mL of a 20% piperidine solution in NMP. After concomitant cleavage from
the resin and amino acid side chains deprotection using TFA/H2O/TIS 90 : 5 : 5 solution, the
crude peptide was precipitated in cold Et:O followed by a centrifugation (2000rpm) and the
removal of the supernatant. The precipitate was washed twice following the same procedure

and lyophilized from 15mL of 10% acetic acid solution.
Purification of the folded peptide

Linear peptide purities were analysed using a Waters Alliance €2695 system on a reverse phase
column Waters XBridge C18 BEH300A using a gradient from 80 : 20 A/B (A=H,0, 0.1% TFA
and B=CH3CN, 0.1% TFA) to 50 : 50 in 30min. Linear peptide (30mg) was purified using a
Merck Prep system and a sunfire column C18 30*250mm, 10um using the gradient from 90 :
10 A/B (A=H-0, 0.1% TFA and B=CH3CN, 0.1% TFA) to 50 : 50 in 40min. 9mg of the linear
peptide was folded in the buffer 20% ACN/EDTA 1mM / Tris HC1 100mM / pH 8, GSH/GSSG
ImM, at a final concentration of 20uM, for 24h at RT. The oxidized toxin was purified using a
Merck Prep system and a Waters XBridge C18 BEH300A 19*250mm, Sum using the gradient
from 85 : 15 A/B (A=H20, 0.1% TFA and B=CH3CN, 0.1% TFA) to 50 : 50 in 35min. 0.7mg
of pure and fully oxidized PsP3Tx1 was obtained. Similar peptide batch production was
obtained commercially from Synprosis (Marseille, France). Both source resulted in similar

efficiency.

Plasmid constructions

The following ¢cDNA sequences inserted in expression vectors were used (Genbank™

accession numbers are in parentheses): Cav3.2 (NM_021098.2), Cav3.l (NM_018896.4),
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Cav3.3 (NM _021096.3), Cav2.2 (NM_000718.3), Cavlli, (NM_017346), Cavllr-[ip
(AF286488), Navl.3 (NM_001081677.1, Navl.4 (NM_000334.4), Navl.5 (AB158470.2),
Navl.7 (NM 002977.3), Navl.8 (NM 017247.1), Nav(l; (NM 001037.4), Navil
(NM_004588.4), Kv4.2 (S64320), and Kv4.3 (U75448). High voltage activated calcium
channel auxiliary subunits Cavdy, and Cavl-0i1p were cloned together in a single dual
expression plasmid (pDuo, Invivogene). Similarly, sodium channel auxiliary subunits Nav[];
and Nav[l, were inserted in a single vector together with GFP coding sequence to facilitate

transfected cells identification (Cox et al. 2006).

Recombinant channels

For transient expression in Xenopus oocytes, stage V and VI oocytes were prepared as
described (Altier et al. 2002), and nuclear injection was performed with 10nl of Cav3.2 / GFP
cDNA mix (1 : 0.1 molar ratio). Oocytes were then incubated at 18°C for 3 to 5 days in ND96
medium on rotating platform.

For mammalian cell transient expression, tsA-201 or GnTI" HEK cells were cultivated in
DMEM supplemented with GlutaMax and 10% fetal bovine serum (Invitrogen) in a humidified
5% CO2 incubator at 37°C. Transfections were performed using jet-PEI (Polyplus transfection).
cDNA molar ratios were as follow: for sodium channels (Nav1.3, Nav1.4, Navl.5 or Nav1l.7),
Navl.X/Nav[;-Nav[>.GFP ¢cDNA molar ratio of 1 : 0.1 ; for Kv4.2 or Kv4.3 channels, a
Kv4.X / GFP cDNA molar ratio of 1 : 0.1 ; for N-type calcium channels, a Cav2.2 / Cav[lip-
Cav[l2-[J1» / GFP molar ratio of 1 : 1 : 0.1 ; and for T-type calcium channels a Cav3.X / GFP
molar ratio of 1 : 0.1. Nav1.8 was transiently expressed in F-11 DRG cell line cultured in
DMEM supplemented with GlutaMax and 10% fetal bovine serum (Invitrogen) and 200pg/ml

hydroxyproline. Transfection was performed using jet-PEI with a Nav1.8 / GFP molar ratio of
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1 : 0.1.Two days after transfection, cells were dissociated with Versene (Invitrogen), and plated
at low density in poly-ornithine coated 35mm Petri dish for electrophysiological recordings. In
addition, Cav3.2 and Cav3.3 stable HEK cells were used. For Q-Patch experiments, stable
HEK293 cell line expressing Navl.l, Navl.2, Navl.6, and Navl.7 (SB Drug Discovery,

Glasgow, UK) were used.

DRG isolation

Lumbar DRGs with attached roots were dissected from adult mice and were collected in
Hank’s balanced salt solution (HBSS) medium without calcium (Invitrogen). DRGs were
prepared as in (Francois et al. 2015b). Patch-clamp recordings were performed 12-28h after

plating on small diameter neurons.

Electrophysiological measurements

Macroscopic oocyte currents were recorded using two electrode voltage-clamp with a
GeneClamp500 amplifier (Axon Instruments) in a solution containing (in mM) : 5 BaOHa, 25
TEAOH, 25 NaOH, 2 CsOH, 30 NMDG, 5 HEPES (pH to 7.3 with methanesulfonic acid). The
endogenous oocyte Ca*"-activated CI" current was completely suppressed by injection of a
BAPTA solution. Oocytes were continuously perfused by a gravity driven perfusion system.
Whole-cell currents from recombinant channels expressed in mammalian cells were recorded
at room temperature using an Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices), the extracellular
solution contained the following (in mM): NaCl 140, KCI 4, CaCl, 2, MgCl 2, HEPES 10,
Glucose 10; pH 7,3 with NaOH; osmolarity 320mOsm. For Nav and Cav currents, the internal
solution contained the following (in mM): CsCl 130, EGTA 10, CaCl; 2, MgCl» 1, HEPES 10,
MgATP 4, TrisGTP 0,3; pH adjusted to 7,3 with NaOH; osmolarity 300mOsm. For Kv currents,

the internal solution contained the following (in mM): K Aspartate 105, NaCl 10, KCI 27,
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EGTA 10, CaClz 1, MgCl, 1, HEPES 10, MgATP 4, NaGTP 0,4, Creatine Phosphate 5; pH
adjusted to 7,2 with KOH; osmolarity 329mOsm. Borosilicate glass pipettes with a typical
resistance of 2-4 MQ were used. For Nav1.9 sodium current recordings in small sized DRG
neurons, the extracellular solution contained (in mM): 2 CaCl2, 5 TEACI, 130 NaCl, 1 MgCl2,
4.8 KCl, 1CsCl, 0.5 CdCI2, 10 glucose, 10 HEPES, 0.0005 TTX, 0.5 mg/ml BSA (pH 7.3 with
NaOH, 295 mOsM). Pipettes with a resistance of 1-1.5MQ were filled with an internal solution
containing (in mM): 100 CsCl, 30 CsF, 0.5 CaCl2, 1 MgCI2, 10 EGTA, 10 HEPES, 4 Mg-ATP,
0.4 Na GTP (pH 7.3 with CsOH, 297mOsM). Recordings were sampled at 8-100kHz and
filtered at 2—5kHz. Data were analyzed using pCLAMP (MolecularDevices), and GraphPad
Prism (GraphPad) software. Psp3Tx1 was diluted in extracellular solution with 0,5% BSA to
prevent fixation on the tubing of the gravity driven perfusion. All Psp3Tx1 effects were
compared to pre-toxin control parameters on the same cell. Automated patch clamp experiments
were performed on a QPatch-16 electrophysiology platform (Sophion Bioscience, Ballerup,
Denmark). The extracellular solution contained in mM: NaCl 145, KCl 4, CaCI2 2, MgCI2 1,
HEPES 10 and glucose 10; pH 7.4; osmolarity 305 mOsm. The intracellular solution contained
in mM: CsF 140, EGTA/CsOH 1/5, HEPES 10 and NaCl 10; pH 7.3 with CsOH; osmolarity
320mOsm. Psp3Tx1 was diluted in extracellular solution with 0.1% BSA at the concentrations

stated. All Psp3Tx1 effects were compared to pre-toxin control parameters within the same cell.

Electrocardiography (ECG)

Experiments were conducted at room temperature with 8-12 weeks littermate C57B16 male
mice. One-lead surface ECG measurements were recorded from sedated mice (isoflurane
1.5%). Ag/AgCl gel-coated ECG electrodes (Emka Technologies, France) were attached to the
superior right and both inferior limbs of mice. The electrodes were connected to a standard one-

lead ECG amplifier module (Emka Technologies, France). Signals were digitized continuously
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at 1 kHz and recorded using an IOX data acquisition system (Emka Technologies, France). The
recordings were carried out from 10min baseline before Psp3Tx1 injection, and for 30min after
drug treatment. Administration of vehicle of toxin were performed by IV route in the tail vein
with an insulin syringe with a 30 gauge needle with 20ul bolus. The control group received the
saline vehicle (NaCl 0.9% ), the two Psp3Tx1 groups received 20ul at 0.1 and 1mM respectively
corresponding to a final concentration in the animals of 1 and 10uM (estimated 1/100 dilution
in the ~2ml blood volume of a mouse). The software ecgAUTO (Emka Technologies, France)

was used to perform offline analysis of the data recorded.

Behavioral Assays

Experiments were conducted at room temperature with 8-12 weeks C57B16 mice. Animals were
acclimated to their testing environment prior to all experiments. Pain scores were determined
with strict adherence to ethical guidelines (Zimmermann 1983) and to the local ethical
committee following an approved procedure (APAFIS#747, French Ministry of Education and
Research), . For experiments on naive mice, acute noxious and non-noxious mechanical
perception was assessed using the von Frey hair filaments of three different bending forces
(0.07, 0.6 and 1.4 g) (Descoeur et al. 2011b). Animals were habituated to manipulation two
days before experiment.

To establish a neuropathic pain, animals were deeply anesthetized with Ketamine-Xylazine
(respectively 100mg/kg and 10mg/kg) and unilateral chronic constriction injury (CCI) surgery
was performed. Four chromic gut ligatures were tied loosely (with about Imm spacing) around
the left common sciatic nerve. The nerve was constricted to a barely discerning degree, so that
circulation through the epineural vasculature was not interrupted. A sc. injection of NaCl 0.9%
(10 ml/1 kg) was finally performed to prevent dehydratation. At Day 7, pharmacological

treatments were performed. Von Frey filaments scores were evaluated in baseline condition and
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then every 10min for an hour after intraplantar injections (i.pl) in the ipsilateral paw (10ul using
a 30 gauge needle connected to a 20pul Hamilton syringe). Treatments consisted of a control
group (vehicle), a Psp3Tx1 group (10nmol/10ul, ImM resulting in an estimated final
concentration of 1uM in the paw), and reference morphine group (10pg/10ul).

For OD1 induced pain, 8 weeks adult male and female C57BL6 mice were used. Animals were
housed in groups of 3-4 per cage, under 12h light-dark cycles with standard rodent chow and
water ad libitum. The Navl.7 activator OD1 (300nM, Smartox Biotechnology, France) was
administered by i.pl injection in mice as described in (Deuis, Wingerd, et al. 2016). Psp3Tx1
(12, 40, 120pmol/40ul ; 0,3uM, 1uM, and 3uM respectively resulting in estimated final
concentrations of 0.3nM, InM, and 3nM in the paw) was diluted in saline and administered at
the same time as OD1. Experiments were video recorded and spontaneous pain behaviors were
counted offline by a blinded observer unaware of the treatment that each animal received.

Experiments were conducted at room temperature.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by one- or two-way analysis of variance (ANOVA) and
posthoc analysis performed using Tukey’s, Newman-Keuls or Mann-Whitney U test using the

GraphPad prism software.
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Figure Legends:

Figure 1: Purification of native Psp3Tx1.

A. RP-HPLC elution profile of the entire venom with the active fraction pool shown in the
boxed gray area. The gradient is as follow: 0% solvent B (acetonitrile + 0,1% TFA) during
Smin, 0 to 60% solvent B in 60min, 60 to 90% solvent B in 10min (flow 2mL/min). B. CE-
HPLC analysis of the active pool. The boxed area highlights the active fraction containing the
pure Psp3Tx1 peptide. The gradient is as follow: from 20mM to 1M Ammonium acetate in
water in S0min with a flow of 0.5mL/min. C. Sequence alignment of peptides with similarity
to Psp3Tx1. The full sequence was obtained using Edman sequencing confirmed by MALDI-
TOF mass spectrometry. Identity values were obtained using the protein BLAST tool from the
NCBI website with the blastp algorithm. Identity values and reported activities are shown next
to the amino acid sequence of the peptides. Standard one-letter amino acid abbreviations are
used. The % of identity is shown relative to Psp3Tx1. D. Homology tree of the peptides similar
to Psp3Tx1. The tree was made using BioEdit Sequence Alignment Editor software. Distances

between branches are not to scale.

Figure 2: Synthetic Psp3Tx1 production.

A. RP-HPLC elution profile of the linear form of the synthetic peptide. The gradient is as
follow: 20% solvent B (acetonitrile + 0,1% TFA) to 50% solvent B in 30min. B. RP-HPLC
elution profile of the folded form of the synthetic peptide. The gradient is as follow: 15% solvent
B (acetonitrile + 0.1% TFA) to 50% solvent B in 35min. C. Comparison of native and synthetic
Psp3Tx1 block of recombinant Cav3.2 in tsa201 cells. Concentration response curves were
obtained with a holding potential of -90mV and a test pulse to -40mV for 100ms applied at 0.1

Hz. Synthetic Psp3Tx1 and the natural polypeptide were nearly equally active.
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Figure 3: Psp3Tx1 inhibition of Navl.x channels

A. Manual patch-clamp sodium currents recordings from tsa201 cells transiently expressing
Navl.3, Navl.4, Navl.5, Navl.7 subunits and Navf;-NavB,-GFP, F11 cells expressing Nav1.8
or DRG cells expressing Nav1.9. The current traces in the absence or presence of 100nM
Psp3Tx1(or 1uM for Nav1.8 and Nav1.9) are in black and red respectively. Step depolarizations
of various durations to OmV from holding potentials of -90mV were applied at 0.1Hz. B. Q-
patch sodium currents recordings from HEK cells lines stably expressing Navl.1l, Navl.2,
Nav1.7 subunits and from a CHO cell line stably expressing Nav1.6 subunit. The current traces
in the absence or presence of 100nM Psp3Tx1 are in black and red respectively. Sms step
depolarizations to OmV from holding potentials of -90mV were applied at 0.1Hz. C. Dose-
response inhibition curves of Navl.3 (n=9), Navl.4 (n=15), Navl.5 (n=8), Navl.7 (n=25),
Nav1.8 (n=6) and Nav1.9 (n=5) currents by Psp3Tx1 in manual patch-clamp experiments. For
Nav1.8 and Navl.9 only one dose (1uM) was tested. Data are presented as mean + SEM of
each dose. D. Dose-response inhibition curves of Navl.1 (n=12), Nav1.2 (n=9), Nav1.6 (n=13),
Navl1.7 (n=33) currents by Psp3Tx 1 in Q-patch experiments. Data are presented as mean + SEM

of each dose.

Figure 4: Psp3Tx1 inhibition of Kv4.2, Kv4.3, Cav3.X and Cav2.2 channels.

A. Left panel: Manual patch-clamp potassium currents recordings from tsa201 cells transiently
expressing Kv4.2 and Kv4.3. The current traces in the absence or presence of 100nM Psp3Tx1
are in black and red respectively. Right panel: Dose-response curves of Kv4.2 (n=10) and Kv4.3
(n=7) currents by Psp3Tx1 in manual patch-clamp experiments. 700ms step depolarizations to
+20mV from holding potentials of -90mV were applied at 0.1Hz. Data in the dose response

curve are presented as mean = SEM of each dose. B. Upper panel: Manual patch-clamp sodium
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currents recordings from tsa201 cells transiently expressing Cav3.1, Cav3.2, Cav3.3 and
Cav2.2. The current traces in the absence or presence of 1uM Psp3Tx1 are in black and red
respectively. Bottom panel: Dose-response curves of Cav3.1 (n=5), Cav3.2 (n=10) and Cav3.3
(n=11) currents by Psp3Tx1 in manual patch-clamp experiments. For Cav2.2 only one dose was
tested (n=6). Step depolarizations of various durations to -40mV (Cav3.x) or OmV (Cav2.2)
from holding potentials of -90mV were applied at 0.1Hz. Data in the dose response curve are

presented as mean = SEM of each dose.

Figure 5: Psp3Tx1 block of Nav1.7 channels

A. Typical traces for Psp3Tx1 block of Nav1.7 current at negative and positive test voltages
exemplifying the more potent effect of the toxin for weaker depolarizations. The current traces
in the absence or presence of 100nM Psp3Tx1 are in black and red respectively. Step
depolarizations of 10ms to -10 or +55mV from a holding potential of -90mV were applied at
0.1Hz. B. Current-voltage relationships of Nav1.7 current in the absence or presence of 100nM
Psp3Tx1 (filled and open circles respectively). The IV curves were fitted with a modified
Boltzmann equation giving voltage of half activation of -17.2mV and -10.12mV in control and
Psp3Tx1 conditions respectively. Data points in the IV curves are presented as mean + SEM,
n=9. C. Typical time course of development and washout from Navl.7 block by 100nM
Psp3Tx1. Currents were elicited from a holding potential of -90mV to a test potential of -10mV
at 0.2Hz. Block is stable over 6min of application and is poorly reversible upon washout. D.
Typical time course of development and washout from Kv4.3 block by doses from 1nM to 1pM.
Currents were elicited from a holding potential of -90mV to a test potential of +20mV at 0.1Hz.

In contrary to Nav1.7, block of 1uM is fully reversible upon washout within 2min.
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Figure 6: Psp3Tx1-mediated analgesia.

A. Comparative potency of Psp3Tx1 on ion channels assessed either by whole-cell patch clamp
experiments (black bars) or Qpatch (gray bars). Psp3Tx1 showed a better potency against
Nav1.7 than any other ion channel isoform, with a 10-fold selectivity against Nav1.1 and Kv4.3
and at least 100-fold selectivity against the other ion channels. pIC50 = -Logio IC50. B. Nal.7
specific pain test using the OD1 scorpion toxin. Injection of OD1 (40pul at 300nM in PBS+0,1%
BSA) + Psp3Tx1 (12,40, 120 pmol) in the paw resulted in spontaneous pain behaviors (licking,
flinching, shaking and biting) and were counted in periods of five minutes following the start
of the procedure. The bar graph shows the cumulative number of behaviors during the first
10min of the test. Values are expressed as mean + SEM (n = 6 per group). C. Psp3Tx1
administration decreased paw lifts during hindpaw stimulation with a 0,07g, 0,6g or 1,4g von
Frey filament in wild type (WT) mice after establishment of a CCI neuropathy. Antinociceptive
effect is observed directly after either intraplantar injection of morphine (10png) or Psp3Tx1
administration (10nmol) and lasts for 50min. Area under the curves of the experiments are
presented in the bar graph. Values are expressed as mean = SEM (n = 7-8 per group). **p<0,01;
*Ax%p<0,0001 compared to vehicle group, ANOVA test. D. Psp3Tx1 administration decreased
paw lifts during hindpaw stimulation with a 1,4g von Frey filament in wild type (WT) mice.
Antinociceptive effect is observed directly after either morphine (10ug) or Psp3TxlI
administration (Inmol) by intrathecal injection and lasts for 50min. Area under the curves of
experiments presented in the bar graph. Values are expressed as mean + SEM (n = 8-10 per

group). ***p<0,001 compared to vehicle group, ANOVA test.
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Figure S1:

A. Typical traces of current-voltage relationships of Cav3.2 expressed in Xenopus oocytes in

the absence or presence of 1uM Psp3Tx1.

B. Typical time course of development and washout from Cav3.2 block by 1uM Psp3Tx1 .
Currents were elicited from a holding potential of -90mV to a test potential of -40mV at 0.1Hz.

In contrary to Nav1.7, block of 1uM is fully reversible upon washout within 4-5min.

C. The IV curves for the typical cell presented in C were fitted with a modified Boltzmann

equation giving voltage of half activation of -38mV and -15mV mV in control and Psp3Tx1

conditions respectively.

Table 1:
Channel ICS50 (nM) Manual IC50 (nM) Q- Selectivity *
Patch Patch
hNavl1.7 17.46 £0.03 (n=25) 5.8+0.7 (n=33) -
hNavl.1 55,6 £0.2 (n=12) 9,5
hNavl1.2 582,2 £7.4 (n=9) 100
hNavl.3 44740 £0.67 (n=9) 2562
hNavl.4 2004 £0.22 (n=15) 115
hNavl.5 3455 £0.26 (n=8) 198
hNavl.6 451 £0.2 (n=13) 78
rNav1.8 >10000 (n=6) >1000
mNav1.9 >10000 (n=5) >1000
hCav3.1 4600+0. 3 (n=5) >300
hCav3.2 3807+0.11 (n=10) 218
hCav3.3 7388+0.15 (n=11) 423
hCav2.2 >10000 (n=6) >1000
hKv4.2 14460+0.5 (n=10) 828
hKv4.3 11440.05 (n=7) 7

(* Fold selectivity over Nav1.7)
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IX. Discussion / Perspectives

Le but de cette these était d’explorer le potentiel analgésique de la toxine Psp3Tx1 criblée
précédemment sur une bibliotheque de venins d’araignées. Pour cela, nous avons effectué¢ un
test de sélectivité de la toxine sur les différentes isoformes de canaux ioniques que nous
pensions pertinentes apres les avoir exprimées dans des cellules HEK-293T afin d’écarter des
potentiels effets indésirables chez I’animal et ’Homme. Ces tests de sélectivité ont été possibles
apres que le procédé de synthése chimique a été trouvé par nos collaborateurs. Celui-ci nous a
permis de synthétiser suffisamment de toxine pour pouvoir faire le test de sélectivité ainsi que
les expériences suivantes sur le potentiel analgésique in vivo. Nous avons utilisé des animaux
ayant subi une chirurgie causant une neuropathie puis avons injecté la toxine et testé leurs seuils
de douleur mécanique. Nous avons également testé un protocole de co-injection de Psp3Tx1

avec un agoniste des canaux sodiques Nav1.7 causant des douleurs spontanées chez I’animal.

L’étude de sélectivité réalisée nous a permis de montrer que nous disposions d’une toxine avec
un fort pouvoir inhibiteur sur I’isoforme Navl.7 a des doses qui n’affectent pas les autres
isoformes de canaux sodiques. Jusqu’alors, une seule autre toxine (ISTX-I) avait présenté une
activité similaire sur les canaux sodiques mais a une concentration bien supérieure (IC50 de
I’ordre du uM) a celle que nous avons mis en lumiére dans notre étude (IC50 de 1I’ordre du nM)
(Rong et al. 2016). La plupart des toxines a motif ICK connues ont une activité sur des familles
de canaux ioniques différentes. En nous basant sur la littérature et sur les similitudes de
séquence entre Psp3Tx1 et les autres toxines a motif ICK, nous avons pu déterminer quelques
cibles potentielles dans d’autres familles de canaux ioniques. Nous avons alors ¢galement testé
Psp3Tx1 sur des isoformes de canaux potassiques (Kv4.2, Kv4.3) et calciques de type T
(Cav3.1, Cav3.2, Cav3.3), Cav3.2 étant la cible initiale du criblage effectué. Psp3Tx1 s’est

révélée plus efficace contre Nav1.7 que contre toutes les autres isoformes testées.
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En prenant toujours en compte les similarités entre séquence des toxines a motif ICK, nous
avons voulu définir exactement quelle partie de la séquence était responsable de I’interaction
forte avec Nav1.7 afin de déterminer si une séquence plus affine était possible. Pour cela nous
avons procédé a la synthése de mutants de la toxine. L’acide aminé en position 17 (juste apres
le doublet de Cystéines) sur notre séquence est un Glutamate que nous ne retrouvons ni dans la
séquence de la PaTx1 ni dans celle de la ProTxII, deux toxines a motif ICK trés proches de
Psp3Tx1. Le mutant E17K n’a pas montré une meilleure affinité pour Nav1.7 dans le mode¢le
d’expression HEK utilisé pour 1’étude de sélectivité de la toxine sauvage synthétique indiquant
une importance de ce Glutamate dans la séquence pour I’activité de Psp3Tx 1. Sur I’autre mutant
que nous avons synthétisé, nous avons remplacé la partie terminale de la séquence (apres la 6°
cystéine) par la « queue » protéique d’une autre toxine, celle de la GpTx1. L’activité de ces
deux mutants sur Navl.7 est moins forte que celle de la toxine sauvage. Les capacités de
synthése du laboratoire de nos collaborateurs sont limitées et nous n’avons pas pu synthétiser
plus de mutants de notre toxine. Néanmoins il serait trés intéressant de pouvoir tester un grand
nombre de mutants comme par exemple une bibliothéque de mutants issus d’un Alanine
Scanning (méthode consistant & remplacer un a un les acides aminés qui ne sont pas cruciaux
pour la structure comme les cystéines dans notre cas) pour analyser I’importance de chaque
acide aminé de la séquence dans I’activité). Pour pouvoir tester autant de composés de maniére
rapide et efficace, nous pouvons utiliser un appareil QPatch comme cela a été fait pas nos
collaborateurs australiens pour certaines isoformes de canaux sodiques. Il faudra bien
évidemment procéder ensuite a une vérification de la structure des mutants ainsi qu’a une

vérification de I’effet de ces mutants in vivo.

Pour vérifier cet effet nous avons plusieurs possibilités, nous avons déja testé 1’effet analgésique
de la toxine dans deux modéles. Le premier est le modéle CCI (Chronic Constriction Injury) ou

I’animal subit une chirurgie induisant des douleurs neuropathiques dans la patte ciblée. Les
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seuils de détection de douleur mécanique de I’animal sont alors modifiés. Il réagit a des
stimulations plus faibles comme des stimulations qui ne sont normalement pas douloureuses
(allodynie) et réagit plus a des stimulations douloureuses (hyperalgésie). L’injection intra-
plantaire de 10nmoles de Psp3Tx1 juste avant les tests de douleurs mécaniques (par application
de filaments de VonFrey) a permis de démontrer un effet analgésique aussi important que celui
de 10pg de morphine chez les animaux testés. Ces résultats montrent que Psp3Tx1 a un effet
analgésique local dans un cadre de douleur chronique neuropathique. Une injection
intraveineuse de la toxine a également ¢té faite et les parametres vitaux des animaux ont été
analysés. Aucune modification de la locomotion et aucune modification dans [’activité
cardiaque n’ont été trouvées chez les animaux. Le 2° modele de douleur in vivo utilisé est le
modele d’induction de douleurs spontanées par injection intraplantaire de la toxine ODI
(agoniste des canaux Navl.7). Il permet de mimer les pathologies induites par les mutations
gain-de-fonction des canaux Navl.7. Dans ce modele, I’injection concomitante des deux
toxines (OD1 et Psp3Tx1) chez les animaux induit un comportement douloureux moindre et cet
effet analgésique est dose-dépendant. Les quantités et concentrations de toxines utilisées dans
les mod¢les animaux de douleur ne correspondent néanmoins pas aux concentrations utilisées
dans les tests électrophysiologiques manuels et QPatch. On peut mettre en avant la différence
de systéme de distribution dans les différentes expériences. On a une application locale d’une
concentration déterminée sur une seule cellule dans un cas et une application dans la patte
entiére d’un animal dans I’autre cas, avec tout ce que ¢a implique en termes de biodisponibilité
réduite du composé et de sa présence a proximité des cellules d’intérét. Le protocole OD1 est
néanmoins trés utile pour cribler rapidement des composés pharmacologiques avec des effets
analgésiques supposés. Dans notre cas, nous avons fait ces expériences en utilisant un systeme
de caméra relié a un logiciel permettant d’enregistrer plusieurs vidéos en simultané puis les

vidéos ont été analysées par la suite. Nous avons également pu constater que I’effet analgésique
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est visible lors les 10 premieres minutes du test ce qui indique qu’il pourrait y avoir une
compétition entre les deux toxines au niveau d’un site de liaison ou que les deux toxines ont
des sites de liaison différents sur le canal. Pour confirmer ceci nous pourrons effectuer un test
¢lectrophysiologique sur des cellules exprimant Nav1.7 en regardant 1’effet de I’application des
deux toxines séquentiellement, tout d’abord OD1 puis Psp3Tx1 puis I’inverse. Dans un cas, si
I’effet inhibiteur du courant de Psp3Tx1 n’est pas retrouvé et si dans I’autre cas I’effet agoniste
d’OD1 n’est pas retrouvé nous pourrons dire qu’ils partagent une partie de leur site de liaison
et que I’effet analgésique passe par une compétition avec OD1 pour I’acces a ce site. Dans le
cas contraire, si aucun des deux effets n’est modifié, nous pourrons conclure que les sites de

liaison sont bels et biens différents et que les deux effets sont indépendants 1’un de ’autre.

Il serait également intéressant de tester des modéles de douleur inflammatoire comme celui par
exemple de douleur induite par la formaline, par la carraghénine ou par I’adjuvant complet de
Freund pour apporter une information supplémentaire sur les possibilités analgésiques de la

toxine Psp3TxI.

Tous les modeles utilisés lors de nos expériences apportent une information sur 1’action au
niveau périphérique de la toxine. Il serait néanmoins trés intéressant de proposer des
informations sur son effet au niveau central. L’ information nociceptive étant conduite au travers
de neurones de second ordre dans la moelle épini¢re puis intégrée dans le cerveau, on peut
former I’hypothése que Psp3Tx1 agirait également sur des isoformes de canaux ioniques situés
dans ces structures qui contribueraient a la propagation du signal nerveux. Cela permettrait
¢galement d’avoir des informations quant aux effets secondaires que 1’on pourrait attendre de
cette toxine dans un cadre thérapeutique. Pour répondre a ces questions, nous pouvons essayer
la toxine Psp3Tx1 sur des cellules de la corne dorsale de la moelle épini¢re qui recoit les
afférences des neurones sensitifs périphériques. Nous pourrons par les enregistrements en mode

current-clamp déterminer s’il y a un changement dans 1’excitabilit¢ des neurones ou dans la
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forme du potentiel d’action. De maniere similaire, nous pouvons regarder les potentiels d’action
dans les neurones des DRGs. Des résultats préliminaires pour cette expérience ont déja été
récoltés lors de cette thése mais au vu de la diversité des sous-populations des neurones DRGs
il est trés difficile de dire qu’une cellule patchée exprime effectivement Nav1.7. Nous pourrions
utiliser une souris Knock-In possédant un tag extracellulaire sur le canal et procéder a un
marquage par immunocytochimie permettant de détecter le canal juste avant I’expérience de
patch. Cela nous permettrait d’analyser de fagon sure la transmission du message nerveux dans
les neurones exprimant Navl.7. Les résultats préliminaires montrent que la toxine aurait un
effet sur la forme du potentiel d’action ainsi que sur la fréquence d’émission des potentiels

d’action.

D’autre part, on a pu voir que la séquence en acide aminés des toxines ICK était trés importante
pour leur sélectivité et leur affinité. Plusieurs laboratoires travaillent déja a élaborer une
séquence optimale pour les peptides issus de venins comme cela se fait pour les petites
molécules. Une optique de travail complémentaire serait de comprendre exactement comment
la toxine se fixe au canal afin d’élaborer la séquence complémentaire la plus spécifique
possible. Des structures de toxine ICK proches de Psp3Tx1 ont déja été résolues par le passé et
on sait que les toxines ICK adoptent une structure tertiaire particuliére. Avec ces informations
et des informations structurales sur les canaux ioniques nous pouvons espérer déchiffrer le
mode d’action exact des toxines ICK et leur site de liaison. Néanmoins cette optique est
largement freinée par I’absence de données structurales sur les canaux ioniques. Pour aller plus
loin sur cette idée, nous pourrons tenter d’obtenir un cristal de notre toxine pour analyser sa
structure et éventuellement commencer des études comparatives avec la structure des autres
toxines ICK connues. De plus, déterminer le site de fixation de la toxine et les interactions
spatiales entre les segments transmembranaires des canaux mises en jeu serait un atout non

négligeable pour ’amélioration du design d’une toxine a visée thérapeutique. Avoir une grande
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quantité d’information a computer sur ce sujet permettrait d’établir un outil informatique pour
I’¢laboration des séquences les plus intéressantes pour chaque canal ionique d’intérét. Cet outil
permettrait éventuellement d’obtenir des outils pharmacologiques a visée thérapeutique ou pour

I’¢étude des canaux ioniques et des pathologies dans lesquelles ils peuvent étre impliqués.

Dans le cadre de notre étude, nous avons réalisé une partie des tests requis pour avancer vers
une formulation utilisable pour des tests a visée clinique. Parmi ces tests, nous avons apporté la
preuve de concept de I'utilité en temps qu’analgésique de notre toxine Psp3Tx1, nous avons
déterminé une dose effective dans deux modéles de douleur chez 1’animal ainsi que le mode
d’application de la toxine, avons réalisé une étude sur la potentielle toxicité de la toxine. Les
réponses restantes a apporter pour la validation d’un projet de valorisation sont dépendantes
d’une étude de la pharmacocinétique in vivo. En effet, les tests que nous avons réalisés sur les
animaux ne nous permettent pas de déterminer le devenir du produit injecté dans I’animal. Avec
I’injection locale de toxine, nous pouvons nous attendre a une diffusion limitée au reste de
I’organisme. Néanmoins, dans le cadre d’une injection intraveineuse de la toxine, nous pouvons
nous attendre a des complications du fait du passage au niveau de la barriére hémato-
encéphalique. Cela peut nuire a I’effet potentiel de la toxine en tant qu’analgésique mais cela
peut au contraire lui faire bénéficier d’une action au niveau central qui pourrait améliorer son
effet. Pour illustrer les effets au niveau central, on peut prendre en exemple le ziconotide qui
est utilisé par injection intrathécale pour le traitement des douleurs importantes liées au cancer
et résistantes aux analgésiques morphiniques. Cet effet est puissant mais en contrepartie,
I’utilisation du ziconotide est compliquée a cause d’une fenétre thérapeutique tres limitée du

fait de son manque de sélectivité.

Pour continuer sur une potentielle utilisation thérapeutique de notre toxine, il nous faut aussi
penser a une formulation qui soit compatible avec une utilisation pour les tests cliniques et

¢galement adaptée aux types de douleurs ciblées. Nous avons pu montrer que Psp3Tx1 était
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efficace sur des douleurs neuropathiques et sur des douleurs spontanées et il reste a valider son
effet sur une douleur inflammatoire. Etant donné la cible sur laquelle notre toxine est la plus
efficace, nous pouvons réfléchir a une formulation pour une application locale au niveau des
zones douloureuses. En effet, le profil d’expression de Navl.7 est restreint au systéme
périphérique dans les neurones des ganglions dorsaux rachidiens. Une formulation pour une
prise par voie orale réduirait grandement la disponibilité de Psp3Tx1 au niveau de la zone a
traiter si on prend en compte la dégradation enzymatique que le produit subirait durant son trajet
vers la zone cible ou par des complications au niveau de 1’absorption du produit. Une injection
intrathécale de Psp3Tx1 a une dose efficace sur Navl.7, comme dans le cas du Prialt, serait
¢galement tres peu efficace sauf dans le cas ou la toxine agirait sur une autre cible au niveau
central (comme Cav3.2 par exemple que 1’on trouve dans la moelle épiniere dans les neurones
recevant I’innervation des fibres afférentes). Il faudrait alors revoir les quantités de toxine a la
hausse et la fenétre thérapeutique s’en retrouverait diminuée. Les méthodes les plus logiques
d’utilisation seraient I’application topique, par exemple a 1’aide d’un gel, au niveau des zones
douloureuses ou éventuellement par injection intraveineuse si I’absence d’effets secondaires se
confirme chez ’Homme. Il existe déja plusieurs solutions commerciales pour les applications
topiques qui seraient compatibles avec la délivrance de Psp3Tx1 aux zones douloureuses. Nous
n’avons pas besoin de réfléchir a des solutions pour une délivrance dans des zones spécifiques
a I’intérieur de la cellule ciblée car I’action de la toxine se fait depuis la face extracellulaire de
la membrane. Néanmoins, faciliter le passage de la toxine a travers les membranes pourrait
également améliorer son acces aux fibres nerveuses exprimant Nav1.7 a leur surface. On peut
imaginer une fusion de notre toxine avec un CPP (Cell Penetrating Peptide) qui permettrait cet
acces. Il faudrait alors re-vérifier le comportement de la protéine fusion apres injection, ainsi
que D’efficacité contre Navl.7 et la sélectivité. Ce n’est néanmoins pas la seule fagon de

valoriser Psp3Tx1.
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Une autre possibilité intéressante concernant Psp3Tx1 serait de la modifier afin d’en faire un
outil pour I’étude des canaux ioniques. Pour ce faire, nous pourrions réfléchir a la fagon
d’ajouter un fluorophore a la toxine qui ne modifiera pas les caractéristiques d’action de la
toxine. La disponibilit¢ sur le marché d’anticorps spécifiques des isoformes des canaux
sodiques est limitée a Nav1.5 (proposé par plusieurs revendeurs) et un anticorps monoclonal de
souris a été¢ proposé comme spécifique de Navl.7 (Lee et al. 2014) mais n’est pas disponible
sur le marché pour le moment. Cet anticorps a été sélectionné pour son potentiel de fixation au
segment senseur de voltage du domaine 2 en prenant comme base la structure du canal bactérien
sodique NavAb. La publication de Lee met en avant une spécificité clairement en faveur de
Nav1.7 de cet anticorps monoclonal mais aussi une action dépendante de 1’état fermé du canal.
Cet anticorps est présent¢ comme ayant une bonne capacité en tant qu’analgésique sur les
douleurs inflammatoires et neuropathiques chez la souris ce qui est trés similaire a ce que nous
obtenons avec Psp3Tx1, autant en termes de dose efficace qu’en termes de spécificité. De fait,
en utilisant Psp3Tx1 fusionnée avec un marqueur fluorescent, nous pourrions utiliser sa
spécificité forte pour proposer une solution pour I’étude des canaux Navl.7 chez la souris.
L’étude précédente utilisant I’anticorps a également montré une implication de Nav1.7 dans les
phénomeénes de prurit. Nous n’avons pas testé Psp3Tx1 dans les modeles de démangeaisons
aigués dépendants (en utilisant le Composé 48/80) ou indépendants de I’histamine (en utilisant
la chloroquine). Nous pouvons proposer un protocole similaire a celui utilisé avec la toxine
OD1 pour les modeles de douleur et regarder le comportement des animaux aprées une injection
concomitante d’un des deux composés et de Psp3Txl. Pour étudier son effet sur les
démangeaisons chroniques, nous pouvons utiliser le modele de peau seche induit par
I’application d’acétone et de diéthyéther pendant 5 jours proposé dans (Liu et al. 2012). Apres
I’établissement du comportement de démangeaison spontanée chez 1’animal, nous pouvons

injecter notre toxine dans la zone de peau seéche et vérifier 1’établissement d’une diminution ou
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non des comportements de démangeaison. Cela pourrait donner un effet complémentaire de
I’effet analgésique lors d’une application topique de la toxine en limitant les désagréments

potentiels.

Une ¢étude récente de 1’équipe de John Wood met en avant également le fait que 1’utilisation
d’un antagoniste des récepteurs opioides, le naloxone, sur des souris ne possédant pas le canal
Navl.7 et qui présentent de fait la méme insensibilité a la douleur que les patients atteints de
CIP réverse cette méme insensibilité. Le systéme opioidergique joue également un rdle dans
I’analgésie et il est suggéré que ’utilisation de doses faibles de traitements morphiniques
couplés a des doses faibles d’inhibiteurs des canaux sodiques pourrait avoir un effet similaire a
de fortes doses de chaque composé séparément (Kolesnikov, Chereshnev, and Pasternak 2000).
Dans le cas de Psp3Tx1, nous pouvons également penser que cet effet synergétique est possible.
Pour tester cette hypothése, nous pouvons répéter les tests in vivo en utilisant le modele de
douleur OD1 en utilisant des doses réduites de toxine couplée a des faibles doses d’analgésiques
morphiniques. Ces doses réduites des deux composés doivent étre insuffisantes pour étre
analgésiques seules dans ce test. Cette optique de traitement permettrait a 1’'usage de réduire
grandement les doses utilisées chez les patients douloureux chroniques et leur permettre de
retarder I’apparition d’une résistance au traitement ainsi que de diminuer également les

potentiels effets secondaires des traitements chroniques.

Les résultats de ces travaux de thése ménent le projet vers une valorisation possible et tres
intéressante ainsi que vers 1’établissement d’un nouveau brevet plus adapté aux dernieres
découvertes. Celle-ci est de fait tres intéressante pour comprendre les mécanismes d’interaction
entre les modulateurs de 1’activité des canaux ioniques et les canaux eux-mémes. En explorant
la séquence de cette toxine via des mutations et en la jumelant a des études de structure des
canaux ioniques, il sera possible de mieux comprendre la structure tertiaire nécessaire a

I’activité contre Navl.7 mais peut étre également contre d’autres cibles d’intérét comme

139



Cav3.2. Des données sur les doses moyennes actives d’autres toxines agissant contre Cav3.2
sont déja disponibles dans la littérature. Nous pourrions ainsi trouver finalement un bloqueur
spécifique des canaux calciques de type T comme cela était espéré au début de ce projet. Nous
avons également exploré le potentiel analgésique de cette toxine et montré que son utilisation
dans deux modéles de douleurs chez 1’animal avait des effets analgésiques importants,
comparable, a certaines doses, a celui de la morphine. Ces résultats sont trés importants toujours

dans cette optique de valorisation du brevet déposé sur Psp3TxI1.
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X. Annexes

En plus de mon travail de thése consacré a la toxine Psp3Tx1 j’ai pu participer a une étude en
collaboration me permettant de mettre en avant une technique d’électrophysiologie utilisant la
mécanostimulation. Dans cette étude, nous mettons en avant la chronicisation irréversible de
douleurs aigués. Cette chronicisation a pour cause 1’absence d’une protéine exprimée
uniquement dans les mécanorécepteurs a bas seuil d’activation. Toutes les références au nom

de cette protéine ont ét¢ modifiées en accord avec le Dr. Aziz Moqrich pour des raisons de

confidentialité.
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Summary

The transition from acute to chronic pain represents a major clinical problem. The factors
and mechanisms underlying pain chronicity are still largely unknown. Here we found that
PROTEINX is exclusively expressed in adult LTMRs, and loss of this unconventional
protein converted a short lasting and reversible inflammatory, neuropathic and
postoperative mechanical pain into a long lasting and irreversible chronic pain. Using
behavioral pharmacology, electrophysiology and RNA deep sequencing, we found that
loss of PROTEINX resulted in a selective impairment of spinal ionotropic GABAergic
signaling and an intriguing selective upregulation of the a2 subunit of the GABAA-R in
DRG and spinal cord. Together, our results identified ProteinX gene as a predictive
genetic factor to develop chronic pain, and revealed a unique preclinical animal model to
study the mechanisms responsible for chronic pain development and to uncover

appropriate pharmacological tools to prevent the transition from acute to chronic pain.
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Introduction,

Pain is commonly classified into acute and chronic. Acute pain is short lasting and is essential
for the maintenance of our physical integrity, whereas chronic pain persists beyond the normal
time of healing and adversely impacts on our well-being. Chronic inflammatory or neuropathic
pain gives rise to highly debilitating and long lasting sensory abnormities such as hyperalgesia,
allodynia and spontaneous pain (Munro, Ahring, and Mirza 2009). These symptoms occur as a
consequence of aberrantly prolonged sensitization of pain pathways both in the peripheral and
central nervous systems, causing either increased facilitation or loss of inhibition in pain-
transmitting circuits (Sandkuhler 2009; Zeilhofer, Wildner, and Yevenes 2012). Diminished
spinal inhibition occurs inthe setting of inflammation and nerve injury through various
mechanisms. These include prostaglandin E2-mediated inhibition of the inhibitory glycine
receptor (Muller, Heinke, and Sandkuhler 2003; Harvey et al. 2004; Ahmadi et al. 2002;
Zeilhofer, Wildner, and Yevenes 2012) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)-
mediated downregulation of the potassium chloride exporter KCC2 that perturbs chloride
homeostasis thus altering GABAergic and glycinergic inhibitory functions (Coull et al. 2003;
Coull et al. 2005; Zeilhofer, Wildner, and Yevenes 2012). More recently, an avalanche of
excellent studies deciphered several micro-circuits involving distinct subsets of spinal cord
(SC) excitatory and inhibitory interneurons involved in the control of acute and injury-induced
persistent pain (Bourane, Duan, et al. 2015; Bourane, Grossmann, et al. 2015; Foster et al. 2015;
Peirs et al. 2015; Petitjean et al. 2015; Duan et al. 2014). Together, these data demonstrate that
we know a great deal about the molecular and cellular mechanisms that underlie both peripheral
and central sensitization that control the onset of injury-induced acute pain. However, our
knowledge on the molecular and cellular events that trigger the transition from acute to chronic
pain is still limited. For example, it is well-established that acute post-operative pain is followed

by persistent pain in about 10 to 50% of individuals after common surgical procedures such as
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breast and thoracic surgery, leg amputation and coronary arteries bypass (Gilron, Jensen, and
Dickenson 2013; Kehlet, Jensen, and Woolf 2006). How and why only a fraction of these
patients develop chronic postsurgical pain (CPSP) is unknown. In the clinic, several risk factors
predicting the development of CPSP have been suggested. These include age, sex, and the type
of surgery, the preoperative and postoperative assessment of the response of patients to evoked
painful stimuli as well as their genetic susceptibility to develop CPSP (Kehlet, Jensen, and
Woolf 2006). Efforts toward a combination of the above mentioned scoring systems and
aggressive pharmacological treatments to prevent the onset of the physiological changes that
trigger chronic pain are warranted.

In this study, we showed that in ProteinX KO mice, a short lasting and reversible inflammatory,
neuropathic and postoperative pain is converted into an irreversible chronic pain, suggesting
that loss of PROTEINX predisposes the mice to develop chronic pain regardless the etiology
of the incurred lesion. Using behavioral pharmacology, we found that ProteinX KO mice were
selectively insensitive to the analgesic effects of the GABAAa-R agonist muscimol in the setting
of inflammation and nerve injury, demonstrating that loss of PROTEINX impaired the
ionotropic GABAergic signaling. Accordingly, electrophysiological recordings on SC slices
demonstrated that under inflammatory conditions, muscimol-evoked increase in excitatory
glutamatergic activity of lamina II interneurons was completely abolished in ProteinX KO
mice. Using an unbiased RNA deep sequencing screen, we uncovered a selective upregulation
of the 02 subunit of the GABAA-R (GABRA?2) both in DRG and SC neurons. Together, our
data identify ProteinX gene as a predictive genetic factor for the development of injury-induced

chronic pain through a selective alteration of ionotropic GABAergic signaling.
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Results:

Injury-induced acute mechanical pain is converted into chronic pain in ProteinX KO mice.
In a recent study, we identified ProteinX to be highly enriched in adult C-LTMRs (Reynders et
al. 2015). Co-expression analysis showed that ProteinX was indeed expressed in GINIP'/IB4
C-LTMRs (Figure 1A), but its expression also occurred in Ad LTMRs marked by TrkB and in
a subset of AR Ret" LTMRs (Figures 1B and 1C), and totally excluded from peptidergic TrkA™
and proprioceptive TrkC" neurons (Figures S1A and S1B). ProteinX level of expression in SC
is much lower than in DRGs as confirmed by in situ hybridization and q-RT-PCR (Figures 1D
and 1E). At the developmental level, ProteinX is expressed in a subset of large DRG neurons
at E15 (Figure S1C) and its expression extends to the majority of DRG neurons at birth (Figure
S1D). Similar to adults, we couldn’t detect ProteinX transcripts in SC of E15 or new born mice
(Figures S1C and S1D).

To gain insights into the role of PROTEINX in sensory physiology, we sought to analyze
ProteinX KO mice previously generated and characterized by Tyska and colleagues (Tyska et
al. 2005). These mice are viable, fertile and most of the perturbations described were related to
the intestine biology where this atypical protein is highly expressed (Kravtsov et al. 2012;
Mazzolini et al. 2012). However nothing was known about the role of PROTEINX in the
somatosensory system.

To test whether loss of PROTEINX altered DRG neurons development, we performed a series
of quantitative and qualitative analyses. We found no difference in the total number of lumbar
DRG neurons or in the number of TrkA*, TrkB", TrkC", Ret" and TH" neurons between WT
and ProteinX KO mice (Figures S2A and S2B). At the anatomical level, double and triple
staining experiments on SC sections showed that peptidergic CGRP" and the subset of
nonpeptidergic GINIP" afferents displayed normal central projections to their respective

laminae in the dorsal horn of the SC (Figures S2C-E). Peripherally, PGP9.5 and S100 staining
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revealed normal peripheral target innervation of all DRG neurons and hair follicles-innervating
LTMRs (Figures S2F and 2G). Finally, to test whether loss of PROTEINX affected neuronal
excitability of DRG neurons, we performed patch-clam recordings on cultured C-LTMRs and
D-hair Ad mechanoreceptors. The C-LTMRs were visualized by crossing ProteinX KO mice
with Tafa4V°"s mice and the D-hair neurons were identified by their rosette-like shape. In both
types of neurons, there were no differences between the two genotypes in passive and intrinsic
electrical properties (Figures S3A-H). Together these data demonstrate that PROTEINX is
dispensable for the survival, the molecular maturation, the anatomical organization and the
electrophysiological properties of DRG neurons.

To gain insights into the role of PROTEINX in somatosensation, we subjected ProteinX KO
mice to a large battery of somatosensory tests under acute and injury conditions. ProteinX KO
mice had normal behavior in the open filed and rotarod tests (Figures S4A-C), they exhibited
no difference in their ability to sense noxious heat stimuli in the hot plate test and displayed
normal response to the acetone test (Figures S4D and S4E). We then tested the mechanical
sensitivity of our mice under acute and 3 different pathological conditions: Carrageenan-
induced inflammation, the chronic constriction injury model (CCI) (Bennett and Xie 1988), and
the Brennan test (Brennan 1999). Mechanical sensitivity was tested using the up-down method
at basal conditions and at several time points after injury (Figures 1F-H). In all three paradigms
mechanical thresholds at baseline levels were similar between the two genotypes (Figures 1F-
H). Intraplantar injection of carrageenan induced a massive drop in mechanical thresholds in
both genotypes starting at one hour post-inflammation (Figure 1F). Impressively, three days
post-inflammation, WT mice returned to baseline levels, whereas mechanical hypersensitivity
was prolonged as long as 60 days post-inflammation in ProteinX KO mice, demonstrating that
an acute and reversible inflammation-induced mechanical pain is converted into a long lasting

and irreversible chronic pain. The same behavioral responses were observed in the nerve injury
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and in the postoperative models. Significant reversal of CCl-induced mechanical
hypersensitivity started at day 30 and returned to baseline levels around day 40 in the WT mice,
whereas, as in the Carrageenan-induced inflammation, mechanical hypersensitivity in the
ProteinX KO mice persisted for as long as 60 days post-CCI (Figure 1QG). Finally, in the Brenan
test, incision-induced mechanical hypersensitivity was irreversible in the ProteinX KO mice,
whereas it lasted for less than 10 days in the WT mice (Figure 1H). Thermal hypersensitivity
was assessed in the Carrageenan and in the Brenan paradigms using the Hargreaves test. In the
Carrageenan model, thermal hypersensitivity was prolonged in ProteinX KO mice but returned
to baseline levels at day 60 post-inflammation (Figure S4F). However, in the Brenan model
there was no difference between WT and ProteinX KO mice in the postsurgical-induced thermal
hypersensitivity (Figure S4G). Finally, ProteinX KO mice exhibited a significant enhancement
of formalin-evoked nocifensive behavior during both phases (Figure S4H). Together, these data
demonstrate that ProteinX KO mice are predisposed to develop injury-induced chronic
mechanical pain and suggest that these mice can be used as an excellent model system to
decipher the mechanisms that trigger the transition from acute to chronic pain.

Loss of PROTEINX specifically alters the ionotropic GABAergic signaling

It is well established that injury-induced chronic pain is caused by an imbalance between the
excitatory and inhibitory neurotransmission in the SC, and that the concurrent exaggerated pain
can be transiently reversed by a variety of compounds such as opioid, GABA and glycine
receptors agonists, calcium channels antagonists and our recently identified TAFA4. To unravel
which of these signaling pathways are dysfunctional in ProteinX KO mice, we tested the
analgesic effect of these compounds using the spared nerved injury (SNI) neuropathic pain
model (Decosterd and Woolf 2000). The SNI model was chosen because it’s highly
reproducible and also induces a long lasting and irreversible mechanical pain. Using this

paradigm, we showed that intrathecal (IT) administration of delta and mu opioid receptors
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agonists SNC80 and DAMGO (Figure 2A), GABAB receptor agonist baclofen and TAFA4
(Figure 2B), 020 voltage gated calcium channel inhibitor pregabalin and the glycine receptor
agonist taurine (Figure 3C) significantly reversed SNI-induced mechanical hypersensitivity in
both genotypes. However, in contrast to WT mice, IT administration of the GABA s agonist
muscimol completely failed to reverse SNI-induced mechanical pain in ProteinX KO mice
(Figure 2D). ProteinX KO mice resistance to the analgesic effect of muscimol was also
confirmed in the zymosan A-induced inflammatory pain model (Witschi et al. 2011). We first
showed that zymosan-induced inflammation also resulted in a prolonged and irreversible
mechanical hypersensitivity in ProteinX KO mice (Figure 2E). IT administration of muscimol
or the GABAA-Rs positive allosteric modulator diazepam (DZP) strongly reversed zymozan-
induced mechanical hypersensitivity in WT mice but had no effect on ProteinX KO mice
(Figures 2F and 2G). Importantly, injection of SNC80 strongly reversed the mechanical pain in
both genotypes (Figure 2H). Together, these data demonstrate that ProfeinX KO mice
predisposition to develop injury-induced chronic mechanical pain is due to a selective
impairment of the ionotropic GABAergic inhibitory neurotransmission.

Loss of MOY1A alters gene expression both in DRG and SC neurons

It is well established that loss of GABAergic inhibition may be altered by several means both
in peripheral and central nervous systems. These include altered subunit composition of
GABAA-Rs, altered levels of GABA, GABA release probability and the speed of its removal
from the synaptic cleft, and change in chloride gradient that switches GABA-mediated
inhibition into excitation (Sandkuhler 2009). In order to unravel which of these mechanisms
are affected in ProteinX KO mice we used an unbiased RNA deep sequencing screen.
Biological replicates of polyA mRNA prepared from DRG and SC neurons from WT and
ProteinX KO mice were subjected to high-throughput sequencing to very high sequencing depth

(an average of 112x10% exome-mapped reads per replicate), representing an average 250x
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whole-exome coverage (Table S1). Highly significant differentially expressed (DE) genes upon
loss of ProteinX expression were called (< 5% FDR; <p 0.00025), resulting in the identification
of 98 DE genes in DRG neurons (Figure 3A and Table S2), and 32 DE genes (Figure 3A and
Table S3) in SC neurons. While not surprising that the majority of DE genes were unique to
DRG neurons where ProteinX is normally expressed (Figure 1 and Figure Sx), a small number
(14) of DE genes were deregulated in both DRG and SC neurons and 18 DE genes were unique
to SC neurons (Figure Sx B,C). To confirm the RNA seq data we focused on genes that were
differentially expressed in both tissues using quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction (qQRT-PCR). In both tissues, Nnt, Gabra2 and Wdfyl displayed a 1.5 to 5 fold
increase in ProteinX KO mice (Figure 3B). However, we were unable to confirm the differential
expression of the downregulated genes (data not shown).

ProteinX KO mice selective alteration of the ionotropic GABAergic neurotransmission
revealed by our behavioral experiments prompted us to focus on Gabra?2 gene. Gabra2 was the
only GABA receptor subunit that displayed altered expression in ProteinX KO mice (Figure
SX and table SY). To complement the qRT-PCR results, we used in situ hybridization and
immunohistochemistry. Consistent with the wide distribution of ProteinX in DRG neurons at
birth (Figure S1D), we found that Gabra?2 upregulation occurred in a much wider population
of neurons than in ProteinX-expressing LTMRs in adult DRG (Figure 3C). In the SC, Gabra?2
upregulation is much less evident to apprehend by in situ hybridization likely because of its low
and wide spread expression in the dorsal horn (Figure 3D), and in a subset of medial and ventral
motor neurons (Figure SX). Using immunohistochemistry, we confirmed that Gabra2
upregulation was accompanied by a significant increase in GABRA?2 protein in the dorsal horn
of SC where primary afferent endings and local interneurons are intermingled (Figure 3E).
Importantly, in line with the selective upregulation of GABRA2 (Table S3), we found no

difference in the immunoreactivity of GABRA1 (ol subunit) between the two genotypes
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(Figure 3F). Finally, to test whether GABRAZ2 upregulation impacted GABAAa-Rs function, we
performed whole-cell patch clamp recordings on cultured WT and ProteinX KO Venus-
expressing C-LTMRs. We found that bath application of increasing concentrations of muscimol
triggered similar current amplitudes in both genotypes (Figure 4A), demonstrating that
GABRAZ2 upregulation did not alter GABAa-Rs response to its selective agonist muscimol.
Muscimol-evoked increase in excitatory glutamatergic activity of lamina II interneurons
is severely impaired in inflamed ProteinX KO mice.

In an attempt to provide a rational explanation to the insensitivity of ProteinX KO mice to the
analgesic effect of muscimol, we used whole cell patch-clamp recordings on SC slices. First, a
thorough characterization of a large panel of electrophysiological properties of inner lamina II
neurons under acute conditions and after inflammation revealed no difference between WT and
ProteinX KO mice (Figure S6). We then investigated the incidence of bath application of
muscimol on spontaneous excitatory post-synaptic currents (SEPSC) in laminae II neurons in
WT and ProteinX KO mice, under acute conditions and after zymosan inflammation. Under
these conditions the overall average amplitude of sEPSC was similar between the two
genotypes (data not shown). In naive WT mice, bath application of SuM muscimol induced a
117% increase in SEPSC frequency (Figures 4A1 and 4E1, n=6), as indicated by the shift of the
sEPSC interval cumulative distribution curve towards the left (Figure 4A2). This effect was
almost doubled (212%, n=9) in slices from WT mice inflamed with zymosan (Figures 4B1 and
4B2 and 4E2, n=9). Interestingly, in naive slices from ProteinX KO mice, muscimol induced a
drastic 544% increase in SEPSC frequency (Figures 4C1 and 4C2 and 4E3, n=9). However, this
effect was completely lost in slices obtained from zymosan inflamed KO mice as bath
application of muscimol had no effect on SEPSC frequency (Figures 4D1 and 4D2 and 4E4,
n=9), further supporting our observed insensitivity of ProteinX KO mice to the analgesic effect

of muscimol after injury (Figures 2D and 2F).
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Discussion

In this study, we showed that loss of PROTEINX converted an injury-induced acute and
reversible pain into a long lasting and irreversible pain. This pain chronicity was selective to
mechanical sensitivity in two inflammatory, one neuropathic and one post-operative pain
models, suggesting that loss of PROTEINX predisposes an individual to develop injury-
induced chronic pain and that these mice represent an ideal animal model to uncover the cellular
and molecular mechanisms that trigger the transition from acute to chronic pain. Indeed, we
found that loss of PROTEINX selectively impaired the ionotropic GABAergic signaling as
injury-induced mechanical hypersensitivity in ProteinX KO mice could be transiently reversed
by opioids, baclofen, pregabalin, TAFA4 and taurine but not by muscimol and diazepam. We
also found that loss of ProteinX resulted in a constitutive upregulation of the a2 subunit of
GABAA-Rs, suggesting a possible participation of the altered expression of this subunit in the
process of injury-induced pain chronicity.

Chronic pain is a serious and highly heterogeneous medical problem with a prevalence varying
from 20 to 30% of the world population (Breivik et al. 2006; Bouhassira et al. 2008). Given
that only a fraction of individuals develop chronic pain, the contribution of genetic factors has
been postulated (Devor 2004; Macrae 2008; Voscopoulos and Lema 2010; Belfer et al. 2015;
Tegeder et al. 2006). Here, using four different pain paradigms, we showed that ProteinX KO
mice developed irreversible chronic pain after injury, demonstrating a causal link between loss
of PROTEINX and the development of chronic pain. In humans, ProteinX gene has been
postulated to be involved in autosomal dominant nonsyndromic hearing loss DFNA48
(Donaudy et al. 2003). However, these findings were recently disqualified by Eisenberger and
colleagues (Eisenberger et al. 2014). Importantly, a recent study identified a haplotype on
chromosome 12 containing sequence variants in the genes DCTN2, DNAHI10, LRIG3, and

PROTEINX has been linked to an inherited neuropathy in humans (Braathen et al. 2015). In
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line with this finding, exploration of EXAC public database (http://exac.broadinstitute.org/
November 2015) indicates that ProteinX gene is highly polymorphic as more variants than
expected were observed (Synonymous: 153.1 expected, 158 observed, z = -0.25. Missense:
363.9 expected, 405 observed, z = -1.05), further supporting the need to genetically decipher
whether variations in ProteinX gene predispose human patients to develop chronic pain. Very
importantly, we found that loss of one copy of ProteinX gene in mice also induced a long lasting
and irreversible mechanical pain in the setting of inflammation, further supporting a potential
contribution of ProteinX as a predisposition gene to develop injury-induced chronic pain
(Figure S7).

Using behavioral pharmacology, we showed that injury-induced mechanical hypersensitivity
could not be reversed in ProteinX KO mice by muscimol. This impaired ionotropic GABAergic
signaling was further demonstrated by our electrophysiological recordings in which we showed
that under acute conditions, muscimol evoked a drastic increase in the excitatory glutamatergic
activity of lamina II interneurons, whereas after inflammation, this effect was completely
abolished. We also showed that the selective antagonist of GABAa-Rs biccuculine was able to
evoke mechanical hypersensitivity in naive ProteinX KO mice (Figure S8 B), demonstrating
that GABAA-Rs are functional under acute conditions. Together, these data indicate that injury
causes a shift of spinal GABA-Rs from active to inactive state, further silencing the ionotropic
GABAergic inhibitory neurotransmission in ProteinX KO mice. One plausible explanation to
this phenomenon is that injury induces a massive internalization of GABA-Rs in ProteinX KO
mice. Indeed, decreases in synaptic GABAAa-Rs, resulting from enhanced endocytosis, have
been observed in animals in which the life-threatening refractory convulsive status epilepticus
(SE) has been experimentally induced (Naylor, Liu, and Wasterlain 2005; Terunuma et al.
2008). Interestingly, this decrease in surface receptors mainly targets GABAa-Rs containing

benzodiazepine-sensitive subunits, which explains both the pharmaco-resistance of SE patients
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to benzodiazepines and the non-terminating nature of the seizures. Remarkably, we
demonstrated that under injury conditions, ProteinX KO mice were totally insensitive to
muscimol and DZP, and under these same conditions, once the injury-induced mechanical
hypersensitivity is established; it becomes irreversible in these mice.

Another possible explanation to our phenotype came from our RNA deep sequencing data. We
found that loss of PROTEINX was accompanied by a massive and selective upregulation of
Gabra2 both in DRG and SC neurons at steady state, indicating that this altered expression
likely participate to the observed injury-induced pain chronicity. Although we confirmed that
gabra?2 upregulation resulted in a significant increase in GABRA?2 protein, this increase has no
effect on the amplitude of muscimol-evoked currents in ProteinX KO CLTMRs. Given that
GABRA2 was the only GABAA-Rs subunit to be differentially expressed in DRG and SC
neurons, our data suggest that GABRA?2 upregulation likely contribute to shifting the balance
towards more GABA-Rs containing a2 subunit. In this case, the a2/al ratio will be mainly
impacted large size primary afferent neurons (See Figure 3D) as a2 and al are the main
subunits expressed in DRG (See table S4). In line with this hypothesis, a recent study
demonstrated that patients with refractory convulsive status epilepticus and refractory epilepsy
had significantly more a2-containing GABAA-Rs at the expense of al-containing receptors
(Loddenkemper et al. 2014). Whether a2-containing GABAa-Rs are prone to excessive
internalization than GABAA-Rs containing other alpha subunits is unknown.

In conclusion, although we’re far from deciphering the mechanisms that impair GABAAa-Rs
function in our mutant mice, our study describes the first mouse model in which a loss-of-
function mutation leads to an irreversible pain state after injury. It also provides strong
arguments that ProteinX gene should be seriously considered as a predictive genetic factor for
the development of injury-induced chronic pain and points out the ionotropic GABAergic

system as the main mechanism that contributes to the transition from acute to chronic pain. Our
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study also provides a powerful preclinical animal model that can be used (i) to deepen our
understanding of the molecular and cellular mechanisms that trigger the transition from acute
to chronic pain and (ii) to the design "a la carte" pharmacological therapies to prevent the
establishment of chronic pain.

Experimental Procedures

A full description of methods is found in the Supplemental Experimental Procedures.
Supplemental information

Supplemental information includes experimental procedures, 8 figures and 4 tables
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Figure Legends

Figurel: ProteinXis expressed in DRG LTMRs and ProteinX KO mice exhibit long-lasting
injury-induced mechanical pain

(A-C) Characterization of ProteinX-expressing neurons in adult DRG. ISH using ProteinX
antisense probe (red) followed by double immunolabeling with anti-GINIP (blue) antibody and
IB4 (green) (A) or anti-Ret antibody (blue) (C). (B) Double-ISH using ProteinX (red) and 7rkB
antisense probes (green). Scale bars: 100um.

(D) ISH using ProteinX probe (in white, left panel) or no probe (right panel) on adult SC tissue.
Dashed area delimitates laminae I and II of SC.

(E) Quantification of ProteinX transcripts in adult DRG and SC (relative to (-actin). Data
represent the mean = SEM of 3 independent experiments.

(F-G) Mechanical responses of WT and KO mice following carrageenan-induced inflammation
(n=11 for WT and n=13 for KO) (F), CCI surgery (n=9 for WT and n=10 for KO) (G) and paw
incision surgery (n= 10 for WT and n=10 for KO) (H). Data are presented as mean + SEM for
each group (*p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001).

Figure 2: Muscimol- and Diazepam-mediated analgesia is impaired in ProteinX KO mice
(A-D) Mechanical responses of WT and KO mice following SNI surgery and i.t administration
at indicated time-points of 10 nmol of SNC80, 0.2 nmol of DAMGO (A), 0.1 pg of baclofen,
2ug of TAFA4 (n=6 mice per genotype) (B), 40 pg of taurine, i.p administration of 3mg/kg of
pregabalin (n=8 mice per genotype) (C) and i.t administration of 0.15 ug of muscimol (n=8
mice per genotype) (D).

(E-G) Mechanical responses of WT and KO mice following zymosan-induced inflammation
(n=9 mice per genotype) (E) and i.t administration at indicated time-points of 0.15 ug of

muscimol, 10 nmol of SNC80 (n=9 mice per genotype) (F) and 0.09 mg/kg of DZP (G) (n=7
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mice per genotype). Data are presented as mean = SEM for each group (*p <0.05; ** p <0.01;
*#% p <0.001; ns: non-significant).

Figure 3: Transcriptional analysis of DRG and SC tissue from WT and ProteinX KO mice
reveals an increased Gabra2 expression

(A) Venn diagram showing the number of KO vs WT DEG in DRG (red), SC (blue) and in both
tissues (yellow)

(B) Heatmap representing the list of KO vs WT DEG in both DRG and SC.

(C) Quantification of Wdfy1, Gabra2 and Nnt transcripts in DRG and SC tissues from WT and
KO mice. Data represent the mean fold-change of KO vs WT = SEM (n=3 independent
experiments).

(D) Gabra?2 transcripts expression assessed by ISH (red) in DRG (upper panels) and in SC
(lower panels) from WT (left) and KO (right) mice. Scale bars: 100pum.

(E) Immunostaining showing GABRAZ2 protein expression (green) in the dorsal horn of SC
from WT (left) and KO (right) mice. Scale bars: 50um.

(F) Quantification of GABRA2 immunofluorescence intensity in the laminae I-III of SC from
WT and KO mice. Data represent the mean fold change of KO vs WT + SEM (n=3 independent
experiments).

(G) Immunostaining showing GABRA1 protein expression (red) in SC dorsal horn of WT (left)
and KO (right) mice. Scale bars: 50um.

Figure 4: Muscimol-induced increase in EPSC frequency is lost in ProteinX KO mice after
zymosan inflammation.

(A) Representative traces of whole-cell recordings of musicmol-induced currents in dissociated

C-LTMRs.
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(B) Current amplitude (mean = SEM) after bath application of indicated doses of muscimol,
recorded in C-LTMRs from ProteinX™"::Tafad”Ve™s and ProteinX”"::Tafa4"Ve" mice. The
number of recorded cells is indicated on the histograms.

(C - F) Whole cell recordings of spontaneous EPSC in laminae II interneurons after muscimol
application in naive (C-D) and in zymosan-inflammed WT and KO mice (E-F).

Left panels: representative traces of EPSC obtained under ACSF (black traces), following
superfusion of SuM muscimol (blue traces) and during wash (brown traces).

Middle panels: Cumulative distribution of EPSC intervals (in seconds) for the experiments
shown in the left panels. Note the shift of the muscimol/blue curves towards the left (C, D, E
middle panels), indicating a reversible increase in EPSC frequency.

Right panels: Normalized EPSC frequency (mean = SEM) under ACSF, following superfusion
of 5uM muscimol and during wash. Note the absence of effect of muscimol in slices from
zymosan inflamed mice. The number of recorded cells is indicated in the right panels (*p <

0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; ns: non-significant).

Supplemental Figures Legends

Figure S1 (Related to Figure 1): DRG neurons survival, specification, central and

peripheral innnervationare not impaired in absence of ProteinX

(A-B) Cell counts of total PGP9.5* (A) and of indicated subsets (B) realized on lumbar L4 DG
sections from WT and KO mice. Data represent the mean absolute values (A) or the mean % of
PGP9.5 neurons (B) £ SEM of three independent experiments. No statistically significant
differences were observed between genotypes.

(C-E) Sensory neurons innervation of the SC is preserved in ProteinX KO mice.

Immunostainings of SC transversal sections from WT (upper panels) and KO (lower panels)
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mice with anti-CGRP (red, C) and GINIP (blue, C-E), IB4 (green, D) and anti-PKCy (red, E).
Scale bars: 100pm.

(F-G) Sensory neurons innervation of the hairy skin is preserved in ProteinX mice.
Immunostainings of hairy skin sections from WT (upper panels) and KO (lower panels) mice
with anti-PGP9.5 (red, F) and anti-S100 (red, G). Scale bars: PGP9.5 and S100 showing hairy

skin innervation: 50um. PGP9.5 showing epidermis innervation: 15um. (Related to Figure 1)

Figure S2 (Related to Figure 1) C-LTMRs and Ad-LTMRs electrophysiological properties

are preserved in absence of ProteinX

(A-D) Electrophysiological properties of C-LTMRs.

(A-B) The graphs show the capacitance and the resting membrane potential of WT and KO C-
LTMRs.

(C) Representative traces illustrating the response of WT and KO C-LTMRSs to depolarizing
current pulse (50pA, 1000ms).

(D) The graph represents the number of Action Potentials (AP) evoked by depolarizing current
steps of increasing amplitude (A10pA, 1000ms) of WT (black) and KO C-LTMRs (red)

(E-I) Electrophysiological properties of Ad-LTMRs.

The cell capacitance (upper panel) and resting membrane potential (lower panel) of WT and
KO A4-LTMRs are shown in E.

Aps were evoked by depolarizing (F-G upper panels) or hyperpolarizing (F-G lower panels)
current injection (1000ms, AO.InA or A-0.1nA, respectively). (F) The figure shows
representative traces obtained for WT (black) and KO (red) Ad-LTMRs. (G) The curves
represent the probability of AP firing as function of the injected current during depolarizing

(upper panels) or following hyperpolarizing (lower panels) current injection, respectively. The
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AP rebound observed at the termination of the hyperpolarizing pulse is a characteristic of Ad-
LTMRs.

(H) Representative mechano-activated (MA) currents in WT (black) and KO (red) A5-LTMRs
eliited by incremented mechanical stimulations of the some at a holding potential of -60mV.
(I) Peak amplitude (I-peak) was normalized to obtain the current/probe displacement curve. The
curves show the normalized peak current (I-peak) as function of the probe displacement.
Mean normalized amplitudes do not differ between WT and KO Ad-LTMRs.

No statistically significant differences were observed between genotypes in C-LTMRs and Ad-

LTMRs. Data are expressed as mean = SEM.

Figure S3 (Related to Figure S1): Behavioral characterization of naive ProteinX KO mice

and thermal and mechanical hypersensitivity post-injury.

Behavior of WT and KO in the open field (A) and rotarod (B: time and C: speed) tests.
Thermal sensitivity to paw cooling (D: acetone test) and noxious heat (E: hotplate test) show
no difference between genotypes.

(F) The graph illustrates WT and KO mice pain behavior in formalin test. The histograms
represent the response duration during the 1% and 2" phase. Note that KO mice exhibit increased
response duration in this test (*** p<0.001).

(G-H) Thermal hypersensitivity of WT and KO mice following carrageenan-induced
inflammation (G) and paw incision surgery (H) was determined in Hargreaves test
(***p<0.001, ns: non significant).

(I ) Mechanical responses of WT, ProteinX™" and KO mice following carrageenan-induced
inflammation (***p<0.001, ProteinX" versus WT).

(J) Mechanical responses of WT and KO mice after i.t injection of bicuculline (0.01pg in 10ul)

(ns: non significant).
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Data are presented as mean + SEM for each group.

Figure S4 (Related to Figure 4): Electrophysiological characterization of SC lamina II

neurons passive, active and synaptic properties in ProteinX KO naive or inflamed mice.

(A-F) The graphs represent the average membrane potential (A), the membrane resistance (B),
the capacitance (C), the Sag ratio in response to -25pA hyperpolarizing pulse (D), the number
of rebound AP in response to -25pA current pulses € and the number of AP in response of
+25pA current pulses (F) of SC lamina II interneurons from WT and KO mice under naive and
Carrageenan- (Carra.) and Zymosan- (Zymo) induced inflammation. The numbers of recorded

cells are: Naive 16 WT and 26 KO, Carra: 29 WT and 23 KO and Zymo: 10 WT and 12 KO.

(G) The graph illustrates the paired pulse ratio recorded in SC lamina II interneurons of WT
and KO mice under Naive and in Carra- and Zymo- induced inflammation. The numbers of
recorded cells are: Naive 19 WT and 33 KO, Carra: 9 WT and 13 KO and Zymo: 9 WT and 9
KO.

Data are presented as mean =SEM for each group. No significant differences were observed

between genotypes.
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FigAfe 3
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Figuare 4
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Figure S1 (related to Figure 1)
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Figure 52 (Related to Figure 1)
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Figura 53 (Relatad to Figure 1)
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Figure 54 (Related to Figure 4)
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