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Résumé en Français 

Les canaux ioniques ASIC3 (Acid-Sensing Ion Channel 3) sont des canaux sodiques excitateurs 

majoritairement exprimés dans le système nerveux périphérique. Les variations extracellulaires du pH 

sont considérées comme le principal signal activateur des ASIC3, qui sont essentiellement vus comme 

des senseurs de protons. Ces dernières années, il a été démontré que la lysophosphatidylcholine (LPC) 

et l'acide arachidonique (AA), qui sont des lipides endogènes, activent les canaux ASIC3 à pH 

physiologique en l'absence d'acidification extracellulaire. 

Durant ma thèse, j’ai participé à une étude mettant en évidence des taux importants de LPC16:0 

dans les liquides synoviaux de patients souffrants de diverses pathologies articulaires douloureuses, 

incluant l’osthéoartrose. Ces taux de LPC16:0 ont été corrélés avec les scores de douleur dans la cohorte 

de patients ostéoarthritiques, et des injections intra-articulaires de ce lipides chez l’animal induisent un 

comportement douloureux chronique associé à des comorbidités anxio-dépressives. Les animaux 

invalidés pour le canal ASIC3, ou co-injectés avec un inhibiteur d’ASIC3 sont protégés de ces effets.  

J’ai pu montrer in vitro que l’application de LPC16:0 est capable d’activer spécifiquement le 

canal ASIC3 exprimé en système hétérologue, mais également les canaux ASIC3 natifs des neurones 

sensoriels et nociceptifs issus des ganglions rachidiens (DRG) de souris en culture primaire. De plus, les 

courants natifs induits par la LPC16:0 dans les neurones DRG sont associés à une dépolarisation 

membranaire dépendante d’ASIC3. Grace à ces travaux, nous pouvons émettre l’hypothèse que la 

LPC16:0 intra-articulaire active les canaux ASIC3 des neurones DRG innervant l’articulation, générant 

une dépolarisation qui conduit au développement d’un état douloureux chronique, au moins chez la 

souris et potentiellement chez l’homme. 

Mes travaux de thèse m’ont également permis d’identifier deux nouveaux lipides endogènes 

capables de moduler positivement les canaux ASIC3. Il s’agit du lysoPAF et du PAF, deux éther-lipides 

analogues structuraux de la LPC. Ils sont non seulement capables de potentialiser les courants ASIC3 

induits par l’acidité, mais aussi d’activer les canaux en l’absence d’acidification extracellulaire et sont 

indépendants du récepteur au PAF. Ces effets sont comparables à ceux de la LPC et il semble que les 

trois lipides agissent sur le canal ASIC3 via un mécanisme d’action commun. Mes résultats suggèrent 

plutôt un effet direct sur le canal, ou dans son environnement proche, plutôt qu’un effet lié à des 

déformations membranaires par les lipides. J’ai pu démontrer que le lysoPAF est capable d’activer les 

canaux ASIC3 natifs dans les neurones DRG et d’induire une dépolarisation membranaire concomitante, 

suggérant que ce lipide pourrait, comme la LPC, avoir des effets proalgiques. 

J’ai également pu montrer durant ma thèse que les canaux ASIC3 sont sensibles au froid. Les 

basses températures ayant pour effet augmenter l’amplitude des courants induit par l’acidification et 
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de ralentir les cinétiques d’inactivation. Cependant, la délétion d’ASIC3 ne semble pas altérer la 

sensibilité au froid des neurones DRG en culture primaire. 

Pour conclure, mes travaux de thèse ont permis de faire mettre en évidence la LPC16:0 comme 

facteur déclencheur des douleurs articulaires, via l’activation d’ASIC3. De plus, j’ai pu identifier deux 

nouveaux modulateurs lipidiques endogènes du canal ASIC3, le PAF et le lysoPAF, ce qui ouvre de 

nouvelles perceptives quant au(x) rôle(s) de ces lipides dans la douleur. La modulation des canaux ASIC3 

par différents stimuli tels que l’acidité, les lipides et le froid, renforcent l’idée que ce canal se comporte 

comme un détecteur de coïncidence. 

 

Mots clés : lysophosphatydilcholine, douleur, ASIC, lysoPAF, PAF 
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Abstract 

Acid-Sensing Ion Channel 3 (ASIC3) are excitatory sodium channels predominantly expressed in 

the peripheral nervous system. Extracellular pH changes are considered the main activating signal for 

ASIC3, which are essentially seen as proton sensors. In recent years, it has been shown that 

lysophosphatidylcholine (LPC) and arachidonic acid (AA), which are endogenous lipids, activate ASIC3 

channels at physiological pH in the absence of extracellular acidification. 

During my thesis, I participated in a study that demonstrated significant levels of LPC16:0 in 

synovial fluids of patients suffering from various painful joint pathologies, including osteoarthritis. These 

LPC16:0 levels were correlated with pain scores in the osteoarthritic cohort, and intra-articular 

injections of this lipid in animals induced chronic pain behaviour associated with anxiety-depressive 

comorbidities. Animals invalidated for the ASIC3 channel, or co-injected with an ASIC3 inhibitor are 

protected from these effects.  

I was able to show in vitro that the application of LPC16:0 is able to specifically activate the 

heterologously expressed ASIC3 channel, but also the native ASIC3 channels of sensory and nociceptive 

neurons from dorsal root ganglia (DRG) of primary cultured mice. Furthermore, native LPC16:0-induced 

currents in DRG neurons are associated with ASIC3-dependent membrane depolarisation. Based on this 

work, we can hypothesise that intra-articular LPC16:0 activates ASIC3 channels in DRG neurons 

innervating the joint, generating a depolarisation that leads to the development of a chronic pain state, 

at least in mice and potentially in humans. 

My thesis work also allowed me to identify two new endogenous lipids capable of positively 

modulating ASIC3 channels. These are lysoPAF and PAF, two ether lipids that are structural analogues 

of LPC. They are not only able to potentiate acid-induced ASIC3 currents, but also to activate the 

channels in the absence of extracellular acidification and are independent of the PAF receptor. These 

effects are comparable to those of LPC and it appears that all three lipids act on the ASIC3 channel via 

a common mechanism of action. My results suggest a direct effect on the channel, or in its immediate 

environment, rather than an effect related to membrane deformations by the lipids. I was able to 

demonstrate that lysoPAF is able to activate native ASIC3 channels in DRG neurons and to induce a 

concomitant membrane depolarisation, suggesting that this lipid could, like LPC, have pro-algesic 

effects. 

I also showed during my thesis that ASIC3 channels are cold sensitive. Low temperatures 

increase the amplitude of acidification-induced currents and slow down the inactivation kinetics. 

However, deletion of ASIC3 does not appear to alter the cold sensitivity of DRG neurons in primary 

culture. 
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In conclusion, my thesis work allowed me to identify LPC16:0 as a trigger for joint pain, via ASIC3 

activation. In addition, I was able to identify two new endogenous lipid modulators of the ASIC3 channel, 

PAF and lysoPAF, which opens new insights into the role(s) of these lipids in pain. The modulation of 

ASIC3 channels by different stimuli such as acidity, lipids and cold, reinforce the idea that this channel 

behaves as a coincidence detector. 

 

Keywords: lysophosphatydilcholine, pain, ASIC, lysoPAF, PAF 
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« La douleur est une grande institutrice,  

elle nous révèle bien des secrets que la joie ne connait pas. » 

Alfred Auguste Pilavoine ; Les pensées, mélanges et poésies (1845) 
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Phénylalanine 
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FURA-2 : Aminopolycarboxylic acid 

G3P : Glycérol-3-phosphate 

G3PDH : G3P O-acyl transférase 

GABA : Gamma-AminoButyric Acid 

GAS : Glycine-Alanine-Sérine 

Gd2+ : Gadolinium 

GMQ : 2-Guanidine-4-MethylQuinazoline 

GNPAT : Glycérone phosphate O-acyl 

transférase 

GPL : Glycérophospholipides 

H+ : Proton 

H2O2 : Eau oxygénée 

HEK 293 : Human embryonic kidney 293  

HG : Histidine-glycine 

hIK1 : canal potassique calcium dépendant à 

conductance intermédiaire 

HOCl : Acide hydrochlorique 

HSF : Liquides synoviaux humains 

HyNaC : Hydra sodium channel 

IC50 : Half maximal Inhibitory Concentration 

IPMC : Institut de Pharmacologie Moléculaire 

et Cellulaire 

IASP : International Association for the Study of 

Pain12 

IL : Interleukine  

IMC : Indice de masse corporel 

JNK : c-Jun N-terminal kinases 

K+ : Potassium 

K2P : Canaux potassiques à deux domaines 

pore 

KO : Knock-Out 

Kv : Canaux potassiques voltage dépendants  

LCAT : Lécithine-cholestérol acyltransférase 

LPA : Acide LysoPhosphatidique 

LPC : LysoPhosphatidylCholine 

LPE : LysoPhosphatidylEthanolamine 

LPI : LysoPhosphatidylInositol 

LPL : LysoPhosphoLipides 

LPS : LysoPhosphatidylSérine 

LTP : potentialisation à long terme 

LysoPAF : Lyso platelet activating factor 

MAG : Mono acyl glycérol 

MAPK : Mitogen-activated protein kinase 

MDEG : Mammalian DEGenerin 

MEC : Mechano-Electrical transduction 

Channel 

MitTx : Micrurus tener Toxine 

Na+ : Sodium 

NAc : Noyau accubens 

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate 

Nav : Canaux sodiques voltage dépendant 

NGF : Nerve growth factor 

NHERF : Na+/H+ Exchanger Regulatory Factor 

Ni2+ : Nickel 



18 
 

NMDA : N-méthyl-D-aspartate 

NO : Monoxyde d’azote 

OA : Ostéoarthrite 

P/AT : Phospholipase/acyltransférase 

P2X : Récepteur ionotrope à l'ATP 

PAF : Facteur d’Activation Plaquettaire 

PAF-AH : PAF acétylhydrolase  

PAFR : Récepteur au PAF 

PAG : Substance grise périaqueducale 

PLA : Phospholipase A 

Pb2+ : Plomb 

PC : Phosphatidylcholine 

PcTx1 : PsalmoToxine-1 

PexRAP : Alkyl/Acyl DHAP réductase  

pH : Potentiel Hydrogène 

pH50 : pH de demi activation 

PICK : Protein Interacting with C Kinase 

PKA : Protéine Kinase A 

PKC : Protéine Kinase C 

PSD-95 : PostSynaptic Density protein 95 

PUFA :  Acide gras poly insaturé 

RCPGs : Récepteurs proton sensible couplés à 

des protéines G 

ROS : Espèces réactive de l’oxygène 

RIPK1 : Protéine kinase 1 interagissant avec les 

récepteurs 

SNC : Système nerveux central 

SNP : Système nerveux périphérique 

SPA : Spondyloarthrite 

SPASIC : SPinal cord ASIC 

sPLA2 : Secreted PhosphoLipase A2 

STOM : Stomatine 

STOML : Stomatin-like protein 

TASK : Twik-related acid-sensitive K+ channel 

TFCP2 : Facteur de transcription CP2 

TG : Ganglions trijumeaux 

TM : Transmembranaire 

TNaC : Testis Na+ Channel 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor α 

TNP : Trinitrophénol 

TPM :  Transcrit par million 

TRAAK : TWIK-Related Arachidonic Acid K+ 

channel 

TREK : TWIK-RElated K+ channel 

TRESK : TWIK-RElated Spinal cord K+ channel 

TRPA : Transient receptor potential ankyrine  

TRPC : Transient receptor potential canonique 

TRPM : Transient receptor potential 

mélastatine  

TRPV :  Transient receptor potential vaniloïde 

VAS : Visual Analogue Scale 

Zn2+ : Zinc 
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Introduction générale 

La douleur est présente depuis tout temps, elle est un trait adaptatif résultant de la sélection 

naturelle servant de guide afin de garantir notre sécurité, en détectant des stimuli menaçant l’intégrité 

de l’organisme. Elle nous protège de notre environnement par le biais de sensations désagréables, 

améliorant ainsi notre capacité de survie. En effet, dans de rares cas d’insensibilité congénitale à la 

douleur, son rôle de garant de l’intégrité de notre organisme est mis en avant. En absence de cette 

perception douloureuse, l’organisme n’est pas alarmé des éventuels traumatismes (cutanés, 

musculaires et osseux). Ce type de maladie débute généralement par de l’automutilation chez l’enfant, 

et la répétition des nombreuses lésions favorise ainsi l’apparition de maladies et d’infections mettant le 

pronostic vital de l’individu en jeu. 

La douleur représente un réel enjeu de santé publique. En France, l’Inserm estime qu’elle serait 

à l’origine de 2/3 des consultations médicales. Près de 30 % de la population adulte souffrent de 

douleurs chroniques (dont 1/3 de lombalgie), c’est-à-dire persistantes au-delà de 3 mois, et cela 

augmente avec l’âge avec une prédominance chez la femme. Cela représente 1,5 milliard de personnes 

dans le monde, et 20 millions de personnes rien qu’en France. Ces douleurs chroniques sont souvent 

rebelles aux traitements antalgiques conventionnels et affectent grandement la qualité de vie du 

patient, personnelle comme professionnelle. 

Afin de mieux répondre aux besoins du corps médical pour prendre en charge et traiter les 

symptômes et pathologies douloureuses, il convient de mieux comprendre les mécanismes 

moléculaires, cellulaires et neurobiologiques qui régissent les phénomènes douloureux. Cela nous 

permettra d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques efficaces et spécifiques, et ainsi de proposer 

de nouveaux traitements plus pointus et performants. 
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Introduction 

I. La douleur ; un concept universel et subjectif  

La douleur est définie depuis 1979 (avec une révision en 2020) par l’association internationale 

pour l’étude de la douleur ou IASP (International Association for the Study of Pain) comme étant « une 

expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée ou ressemblant à celle associée à une 

lésion tissulaire réelle ou potentielle ». 

La nociception correspond aux mécanismes moléculaires, cellulaires et systémiques 

responsables du traitement de l’information douloureuse, de la perception et la modulation de stimuli 

potentiellement nocifs. On parle alors de douleur lorsque ces stimuli sont interprétés et intégrés au 

niveau du cerveau, nécessitant un sujet conscient capable de ressentir cette douleur. La douleur n’est 

alors qu’un des nombreux effets possibles de la nociception. Certains phénomènes font appel à la 

nociception sans avoir la douleur en résultat, comme les réflexes de retrait, les réponses végétatives et 

hormonales, ainsi que la vocalisation. Ils peuvent être observés dans des conditions expérimentales ou 

pathologiques particulières, comme chez les sujets profondément anesthésiés ou dans certains 

modèles de lésions chez l’animal. 

Ainsi nous pouvons séparer les perceptions en deux groupes selon l’intensité des stimuli sur les 

terminaisons nerveuses périphériques. Nous avons d’un côté la perception sensorielle (non-nocive) 

résultant de stimuli de faible intensité. De l’autre nous avons la perception nociceptive (nocive) résultant 

de stimuli allant au-delà de la perception sensorielle. Ce seuil de perception nociceptive est semblable 

à chaque individu, cependant ce seuil peut être altéré en situation pathologique ou en cas de lésion.  

L’altération de ce seuil peut aboutir à deux mécanismes différents que l’on appelle allodynie et 

hyperalgie (ou hyperalgésie). Dans le cas de l’allodynie, il s’agit de la perception nociceptive de stimuli 

normalement non nocif, conduisant à la genèse de douleur. Dans le cas de l’hyperalgie, le seuil 

douloureux peut rester le même, cependant la réponse douloureuse se retrouve exacerbée. Ainsi dans 

le cas d’une allodynie un stimulus non nocif paraitra douloureux, et dans le cas de l’hyperalgie un 

stimulus nocif de faible intensité pourra être perçu comme une douleur insoutenable (Figure 1).  
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La douleur est une expérience propre à chacun, subjective et complexe, modulée par plusieurs 

composantes. La composante sensorielle correspond au processus de détection, de localisation et de 

quantification du signal douloureux, modulée par le statut physique de l’individu (âge, sexe, 

hormones…). Intriquée à différents degrés, la composante émotionnelle désigne l’état psychologique 

et affectif dans lequel se situe l’individu, ainsi que son vécu douloureux. 

On distinguera deux grands types de douleurs définis par l’IASP. Les douleurs aigües ou 

physiologiques (i.e., durée inférieure à 3 mois) et les douleurs chroniques ou pathologiques (i.e., durée 

supérieure à 3 mois). 

La douleur aigüe  

Elle correspond au signal d’alarme qui protège notre organisme ; elle permet d’adopter des 

réactions dont le but est de diminuer la cause et d’en limiter les conséquences. Cette douleur est décrite 

en termes cliniques par « une sensation vive et cuisante qui s’inscrit dans un tableau clinique d’évolution 

rapide. » Elle résulte de l’activation des nocicepteurs, qui sont des neurones sensoriels périphériques 

spécialisés dans la détection et la conduction des stimuli potentiellement nocifs (Esposito et al., 2019).  

Si la douleur aigüe représente la sentinelle garante de l’intégrité de l’organisme, les douleurs 

chroniques n’ont pas de rôle essentiel et résultent de dysfonctionnements anatomiques et/ou 

psychiques. 

La douleur chronique 

Elle a été décrite pour la première fois comme un syndrome et non un symptôme en 1936 par 

René Leriche comme une « douleur-maladie » sévère et durable. Dans ce contexte la douleur perd toute 

valeur protectrice et devient délétère pour l’organisme. Ces douleurs sont dues, au moins à l’origine, à 

des excès de nociception persistants souvent accompagnés d’inflammation ou de lésions nerveuses qui 

peuvent survenir par exemple lors de certaines pathologies comme l’arthrite et le cancer, voir des actes 

chirurgicaux. De nombreuses répercussions sont constatées notamment psychologiques, plus ou moins 

sévères, mais aussi sur la santé, la vie sociale et professionnelle de l’individu affecté. 
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Figure 1 : Réponses douloureuses physiologiques et physiopathologiques selon l’intensité des stimuli.  
Ce graphique représente le score de douleur subjectif (en échelle arbitraire) en fonction de l’intensité des 
stimuli sensoriels et nocifs. La courbe bleue représente l’évolution de la réponse douloureuse d’un sujet 
sain (dite « normale »). La courbe rouge quant à elle représente la réponse douloureuse d’un sujet 
pathologique ayant une altération de la perception douloureuse. Cette courbe subit un décalage par 
rapport à la réponse « normale », induisant une réponse douloureuse pour des stimuli sensoriels, c’est 
l’allodynie. De plus elle peut être accompagnée d’hyperalgie, c’est-à-dire une réponse douloureuse 
exacerbée pour des stimuli normalement faiblement douloureux (D’après Gottschalk and Smith, 2001). 
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1. Anatomophysiologie des voies sensorielles et nociceptives 

périphériques 

La douleur neuropathique ou neurogène est le résultat de lésions nerveuses périphériques ou 

centrales. Par opposition la douleur nociceptive ou par excès de nociception, est la résultante de 

l’activation des fibres nerveuses périphériques sensorielles, à la suite de stimuli de différentes natures. 

La nociception met en jeu des récepteurs (nocicepteurs) qui sont capables de détecter des stimuli 

potentiellement nocifs qui peuvent être mécaniques, thermiques ou chimiques (Emery and Ernfors, 

2018; Woolf and Ma, 2007).  

Les voies afférentes primaires ou fibres sensorielles, possèdent une extrémité innervant 

différents organes du corps, comme la peau, les muscles et les viscères. Les corps cellulaires des 

neurones sensoriels forment un cluster au niveau des ganglions de la racine dorsale de la moelle 

épinière (DRG), ou au niveau des ganglions trijumeaux (TG) pour les fibres innervant la face. Certains 

neurones sensoriels innervant le cœur, le tractus respiratoire et gastro-intestinal ou la vessie sont aussi 

localisés dans les ganglions plexiformes (nodose ganglia) associés au nerf vague.  

Les neurones sensoriels périphériques sont caractérisés par une morphologie dite unipolaire ou 

pseudo-unipolaire, formant un « T ». Ils ne possèdent qu’une seule projection axonale qui est à peine 

éloignée du corps du DRG, va projeter d’un côté vers la corne dorsale de la moelle épinière, puis de 

l’autre vers la zone du corps innervée. Ces prolongements axonaux sont régulièrement appelés fibres 

sensorielles. La répartition des DRG se situe tout le long et de part et d’autre de la moelle épinière, au 

niveau des disques intervertébraux afin d’innerver de façon bilatérale le corps entier. Ainsi chaque 

ganglion peut être associé à la zone qu’il innerve en fonction de sa position au niveau vertébral, allant 

des vertèbres sacrées aux cervicales (Basbaum et al., 2009).  

Les terminaisons périphériques composant l’extrémité des nocicepteurs, sont riches de canaux 

et récepteurs de différents types hautement spécialisés, répondant à une nature de stimulus dans une 

modalité propre à chacun (Woolf and Ma, 2007). Les fibres sensorielles, une fois activées par des stimuli 

périphériques, répondent de façon graduelle en fonction de l’intensité de stimulation. La dépolarisation 

induite va, si le potentiel seuil des canaux sodiques voltage dépendants (Nav) est atteint, déclencher un 

influx nerveux transmis sous forme de signal électrique (potentiel d’action) à travers les fibres afférentes 

sensorielles primaires.  

  



24 
 

Les potentiels d’action vont circuler via les ganglions de la racine dorsale de la moelle épinière 

(DRG), représentant le dernier relais nerveux du système nerveux périphérique (SNP). Ces derniers 

projettent, via la racine dorsale sur des neurones secondaires présents dans la corne dorsale de la 

moelle épinière. Les influx nerveux vont pouvoir être modulés avant d’être relayés vers les aires 

cérébrales supérieures afin d’être interprétés en message douloureux (Figure 2) (Basbaum et al., 2009). 
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Figure 2 : Organisation du système nerveux périphérique et de la terminaison nerveuse périphérique 
nociceptive. 
Schéma illustrant l’organisation du SNP en relation avec la moelle épinière (Panel supérieur). Schéma 
d’une terminaison nerveuse nociceptive présentant différentes modalités de stimulation. À la suite d’une 
lésion, de nombreux composés chimiques sont produits et libérés. C’est notamment le cas des protons et 
de l’ATP. Ainsi ces composés peuvent agir directement ou indirectement sur la terminaison nerveuse 
périphérique, modulant ainsi sa sensibilité (ASIC ; « Acid Sensing Ion Channel », Nav ; Canaux sodiques 
voltage dépendant, TRP ; « Transient Receptor Potential », P2X ; Récepteur ionotrope de l’ATP, RCPGs ; 
récepteurs proton sensible couplés à des protéines G, K2P ; Canaux potassiques à deux domaines pore, 
ATP ; Adénosine Tri-Phosphate, H+ ; Proton (D'après Principles of neural science 5ème édition, Pattison 
et al., 2019).  
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2. Transmission du signal nociceptif 

Historiquement ces fibres sensorielles sont différenciées et classifiées par leurs vitesses de 

conduction électrique. Ce modèle de classification fût proposé en 1941 par Joseph Erlanger et Herbert 

Gasser (prix Nobel de physiologie ou de médecine, 1944), associant ainsi les vitesses de conduction 

électrique aux fonctions physiologiques des neurones, allant de Aα à C (Gasser, 1941) (Tableau 1). 

Toutefois un autre modèle de classification existe, proposé par David Lloyd dans les années 1940, basé 

sur le diamètre des fibres nerveuse, allant de I à IV (Lloyd, 1942, 1943, 1944) (Tableau 1). Il est possible 

de faire un parallèle car la vélocité de la conduction électrique d’un neurone est intimement liée au 

diamètre de ce dernier. Ainsi on retrouvera pour les fibres sensorielles : 

- Les fibres Aα, ou de type I, sont celles qui possèdent le plus gros diamètre (12-20µm) et la plus 

grande vitesse de conduction nerveuse (72-120m.s-1) et sont fortement myélinisées. Elles 

rassemblent les afférences sensorielles proprioceptives musculaires et tendineuses. 

- Les fibres Aβ ou de type II, ont un diamètre moyen (6-12µm), avec une vitesse de conduction 

inférieure au Aα (16-100m.s-1) et possèdent une gaine de myéline importante. Ces fibres 

comprennent les afférences sensorielles proprioceptives musculaires et articulaires, mais 

participent avant tout à la mécanoperception cutanée non nocive. 

- Les fibres A ou de type III, ont un faible diamètre (1-6µm), sont peu myélinisées et ont donc une 

vitesse de conduction lente (4-36m.s-1). Elles participent à la mécanoperception, la perception 

musculaire et cutanée, la thermoperception non nocive et jouent un rôle important dans la 

nociception. 

- Les fibres C ou de type IV, sont les plus fines (0,2-1,5µm) et les plus lentes (0,4-2m.s-1) tout en étant 

non myélinisées. Ces fibres sont majoritairement impliquées dans la nociception mais aussi dans le 

toucher agréable (C-LTMR, Björnsdotter et al., 2010; Olausson et al., 2010). 

En ce qui concerne les fibre C et A, elles sont toutes deux impliquées dans la nociception parmi 

d’autres modalités. On distinguera alors les fibres de bas seuils (ou low threshold), impliquées dans les 

perceptions sensorielles et les fibres de haut seuil (ou high threshold), ces dernières étant impliquées 

dans la nociception.  
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Tableau 1 : Classification des fibres sensorielles afférentes et leurs fonctions.  
(D'après Principles of neural science 5ème édition, et Neurosciences 5ème édition). 

3. Perception  

Afin de percevoir son environnement, l’organisme a besoin de différents senseurs capables de 

détecter et intégrer les stimuli externes de différentes natures, afin de transmettre ces informations en 

une réponse nerveuse. Beaucoup de protéines présentes dans ces afférences sensorielles sont 

impliquées dans les phénomènes bioélectriques, comme des canaux ioniques, des échangeurs ou des 

pompes électrogéniques, ainsi que des récepteurs métabotropiques comme les récepteurs couplés à 

des protéines G (RCPG) (Figure 2). 

Dans ces phénomènes bioélectriques, de nombreuses familles de canaux ioniques sont 

impliquées. On peut déjà noter qu’une partie de ces canaux est impliquée dans l’établissement et le 

maintien du potentiel de repos membranaire, et sont majoritairement des canaux potassiques, comme 

les canaux potassiques de fuite à deux domaines pores (K2P).   
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Une autre population de canaux de différentes familles participe directement au PA lui-même, 

dont majoritairement des Nav, mais aussi des canaux calciques voltage dépendant (Cav) et  les canaux 

potassiques voltage dépendants (Kv) (Bean, 2007). Enfin, une dernière population de canaux est 

impliquée dans la détection des stimuli externes. Ces canaux sont donc responsables de la 

dépolarisation initiale conduisant à la genèse de potentiels d’action. 

Ces senseurs ont occupé la majeure partie de ma thèse, et particulièrement ceux impliqués dans 

la perception des stimuli acides. Du fait de mon intérêt particulier pour les canaux ioniques sensibles à 

l’acide (ASIC) sur lesquels porte mon sujet de thèse seuls ceux-ci seront détaillés (Chapitre II). Le lecteur 

pourra se référer aux diverses revues concernant les différentes familles de canaux précédemment 

évoquées dans la nociception qui ne seront pas traitées par la suite ; les canaux sodiques (Bennett et 

al., 2019; Goodwin and McMahon, 2021), potassiques (Busserolles et al., 2016; Feliciangeli et al., 2015; 

Tsantoulas and McMahon, 2014), et calciques (Bourinet et al., 2014; Zamponi et al., 2015). 

En situation pathologique il n’est pas rare de constater une acidose, localisée ou générale dans 

certaines circonstances. C’est notamment le cas dans certaines pathologies comme l’osthéoarthite, 

l’arthrite rhumatoïde, ou encore la goutte, pour ne citer qu’elles, où une acidification plus ou moins 

importante des tissus est mesurée. Dans d’autres pathologies les acidifications peuvent être plus 

prononcées, allant pour certains cancers jusqu’à une acidification locale à pH4,0 (Dulai et al., 2021; Lin 

et al., 2018). Dans d’autres situations physiopathologiques, comme lors d’une ischémie, suite à un acte 

chirurgical, ou simplement lors d’un exercice physique intense, une acidification tissulaire a été observé 

(Lin et al., 2018). 

Il existe plusieurs familles de canaux ioniques sensibles à cette acidification, ce sont les canaux 

« transient receptor potential » (TRP), ASIC et les canaux potassiques à deux domaines pore (K2P) 

(Figure 2). De manière moins connue il existe aussi des récepteurs couplés à des protéines G (RCPG) 

sensibles à l’acidification extracellulaire. 

Les récepteurs couplés à des protéines G  

Les RCPG sensibles aux protons engagent des protéines G hétérotrimériques en réponse à de 

légères acidoses. À ce jour, un total de six RCPG (GPR4, 31, 65, 68, 132 & 151) sont décrit comme 

sensibles aux protons chez les mammifères (Ludwig et al., 2003; Mashiko et al., 2019; Murakami et al., 

2004; Wang et al., 2004). De manière générale ils sensibilisent les afférences nociceptives périphériques 

et ont été montré pour certains comme coexprimés avec TRPV1 dans les neurones DRG suggérant 

fortement un rôle dans la nociception (Chen et al., 2009; Huang et al., 2007).  
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Bien que les rôles nociceptifs des RCPG soient moins connus que ceux des autres récepteurs 

sensibles aux protons, un faisceau d’arguments penche en leur faveur concernant leur rôle dans la 

nociception. Notamment leur association avec les conditions liées à la douleur acide, ainsi que les 

observations selon lesquelles la perte des RCPG entraîne une réduction des phénotypes douloureux 

dans divers modèles animaux (Hohmann et al., 2017; de Vallière et al., 2015).  

Les canaux potassiques à deux domaines pore  

Cette superfamille de canaux regroupe 15 sous-unités différentes regroupées en six sous-

familles. Ces canaux K2P sont des canaux dit de fond, générant une fuite de potassium des cellules 

excitables ou non excitables, produisant ainsi des courants de fond. Ces courants sont d’une importance 

capitale, car ils jouent un rôle clé dans la fixation du potentiel de repos membranaire, et régulant ainsi 

l’excitabilité cellulaire (Enyedi and Czirják, 2010; Mathie and Veale, 2015).  

Parmi les nombreux modulateurs de ces canaux dont l’étirement et la température, 

l’acidification joue le rôle de régulateur des canaux K2P. La plupart des canaux K2P sont sensibles aux 

protons et voient une réduction de l’efflux potassique constitutif lors d’une acidification. Ce blocage des 

K2P par les protons induit une dépolarisation de la membrane, participant ainsi à la nociception acide. 

Les canaux TASK1 et TASK3 sont particulièrement sensibles à la protonation et leur assemblage en 

hétéromère conduit à des propriétés de pH sensibilité intermédiaires (Duprat et al., 1997; Lopes et al., 

2001; Morton et al., 2003).  

Les canaux mécanosensibles TREK-1 et TRAAK voient eux aussi leur activité modulée en 

présence d’une acidose, et sont inhibés par le proton extracellulaire (Sandoz et al., 2009). Dans 

l'ensemble, la sensibilité aux protons des canaux K2P est commune à la plupart des sous-familles, 

impliquant des résidus histidine protonables dans le domaine extracellulaire, un trait conservé chez les 

différentes espèces de mammifères. 

Les canaux « transient receptor potential »  

Cette superfamille de canaux regroupe 28 gènes différents, classés en 6 sous familles chez les 

mammifères (Clapham et al., 2005). Beaucoup d’entre eux sont connus pour participer à la 

thermoperception chaude (TRP Vaniloïde 1-4) ou froide (TRP Mélastatine 8, TRP Canonique 5, TRP 

Ankyrine 1), et couvre la majorité du spectre de détection de la température. Il est intéressant de noter 

que beaucoup de canaux sont polymodaux et donc sensibles à des stimuli de différentes natures, et les 

canaux TRP n’y font pas exception. On notera alors que les TRPV1, TRPV4, TRPC4 et TRPC5 sont 

particulièrement sensibles à l'acidose.  
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TRPV1 est le canal TRP exprimé le plus abondamment dans les nocicepteurs. Comme nous allons 

l’aborder par la suite, la sensibilité au pH de TRPV1 est bien différente de celle des canaux ASIC. Son 

ouverture par les protons extracellulaires n’est possible que pour des pH inférieurs à 6,6, et génère un 

courant soutenu en forme de créneaux (Jordt et al., 2000; Tominaga et al., 1998). 

Une acidose légère (pH76,6), peut toutefois, sans provoquer son ouverture induire une 

sensibilisation du canal pour d’autres stimuli tel que la chaleur ou la capsaïcine (Holzer, 2008; Tominaga 

et al., 1998). En condition d’acidose le canal peut ainsi être activé pour une température équivalente à 

la température corporelle (Tominaga et al., 1998). L’importance de ce canal est d’autant plus forte qu’il 

est particulièrement présent dans les afférences nociceptives, lui permettant de jouer un rôle central 

dans les mécanismes nociceptifs. TRPV4 possède une sensibilité au pH encore plus faible, ne s’activant 

que pour des pH inférieurs à 6 (Suzuki et al., 2003). Les canaux TRPC4 & 5 semblent avoir leurs courants 

potentialisés lors d’une acidose légère à pH7,0 (Semtner et al., 2007). Cependant contrairement à 

TRPV1 leur rôle dans la détection de l’acide reste peu étudié. 

Les canaux ioniques sensibles à l’acide (ASIC) 

Les canaux ASIC portent leur fonction en leur nom et sont donc sensibles à l’acidose. Ils sont 

présents dans un large éventail d’espèces et jouent un rôle prépondérant dans la nociception et la 

douleur. Ces canaux étant le sujet principal de ma thèse nous les verrons plus en détails dans le chapitre 

suivant. 
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II. Les canaux ASIC 

1. Découverte des canaux ASIC 

Au cours de ma thèse j’ai essentiellement étudié les canaux ASIC pour « Acid-Sensing Ion 

Channels ». Il s’agit de canaux ioniques activés par l’acidification extracellulaire. 

Au début des années 1980, l’équipe du Prof. Oleg Krishtal effectue une expérience de patch-

clamp de routine consistant à caractériser une dose réponse avec de la sérotonine sur des cellules de 

neuroblastomes. Oleg Krishtal et Vladimir Pidoplichko mirent en évidence des courants dépolarisants 

jusqu’alors inconnus. Il s’avéra que leur solution n’était pas tamponnée correctement et avait donc un 

pH acide. L’expérience fût reproduite sur des neurones sensoriels de ganglions spinaux de la racine 

dorsale de la moelle épinière (neurones DRG) et trijumeaux (TG) de rat, et ils aboutirent à la conclusion 

de la présence d’un récepteur aux protons (Figure 3) (Krishtal and Pidoplichko, 1980).  

L’année suivante la même équipe met en évidence que ce canal est majoritairement perméable 

au sodium (Krishtal and Pidoplichko, 1981a), et neuf ans plus tard que ce canal possède aussi une 

certaine perméabilité au calcium (Kovalchuk et al., 1990). Rapidement l’implication du canal dans la 

nociception est mise en avant, de par sa localisation dans les neurones DRG et TG (Krishtal and 

Pidoplichko, 1981b, 1981a). 

Cependant l’identité de ces fameux récepteurs aux protons resta nébuleuse jusque dans les 

années 1990. Cette époque riche de nouvelles techniques de clonage moléculaire, permit au groupe du 

Pr Michel Lazdunski d’identifier la nature moléculaire de bon nombre de canaux ioniques, dont 

différents canaux sodiques de la famille ENaC/DEG (« epithelial sodium channel/degenerin »). Sont 

notamment identifiés le canal ENaC, un canal sodique épithélial, le canal FaNaC (« FMRFamide-gated 

Sodium Channel ») (Lingueglia et al., 1995), un canal activé directement par le peptide FMRFamide (Phe-

Met-Arg-Phe-NH2), ainsi que le canal MDEG (« Mammalian Degenerin ») découvert en même temps par 

le groupes du Pr Michael Welsh sous le nom de BNC1 (« Brain Sodium Channel 1 ») (Price et al., 1996; 

Waldmann et al., 1996).  
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Cependant la nature de l’activateur restait inconnue, et sa découverte fût, comme pour sa 

première description fonctionnelle par l’équipe du Prof. Krishtal, due au hasard lorsqu’un composé 

dissous dans une solution acide fût testé sur un canal homologue. Le courant enregistré possédait des 

caractéristiques similaires à celui qui fût observé par Krishtal & al. en 1980. Ces expérimentations 

débouchèrent à l’identification moléculaire d’une nouvelle famille de canaux ioniques, les canaux ASIC 

activés par les protons (Acid-Sensing Ion Channels) (Waldmann et al., 1997a).  

 

Figure 3 : Enregistrement des premiers courants sodiques activés par l’acidification extracellulaire. 
A. Exemples illustrant les différents types de cinétiques de courants produits dans les neurones TG, à la 
suite d’un saut de pH de pH7,4 à pH6,2 (Potentiel imposé fixe à -100mV, 21°C). B. Inhibition des courants 
ASIC1 produit par acidification extracellulaire à pH6,0 par l’amiloride à 100mM (D’après Krishtal and 
Pidoplichko, 1981c; Waldmann et al., 1999). 
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Le premier canal identifié dans la littérature sous ce nom fût ASIC1a, par l’équipe du Pr Michel 

Lazdunski (Waldmann et al., 1997a), rapidement suivi de l’identification des autres membres de cette 

famille tel qu’ASIC2a, qui n’est autre que BNC1/MDEG qui est aussi activable par l’acidité, identifié un 

an au préalable et présentant 67% d’homologie avec le canal ASIC1a (Waldmann et al., 1999). 

Le troisième membre de la famille ASIC, fût lui aussi observé fonctionnellement la première fois 

en 1991 (Bevan and Yeats, 1991). Enregistré dans des neurones DRG en culture en réponse à une 

acidification extracellulaire, ce canal fût par la suite cloné et caractérisé en 1997 par l’équipe du Pr 

Michel Lazdunski sous le nom de DRASIC (Dorsal Root ASIC) ensuite renommé ASIC3 (Waldmann and 

Lazdunski, 1998; Waldmann et al., 1997b). Ce canal partageant plus de 50% d’homologie avec le canal 

ASIC1a, produit un courant biphasique caractéristique que je détaillerai plus avant dans la partie 

« Mécanistiques et propriétés biophysiques des canaux ASIC ». 

Plus récemment, en l’an 2000 un quatrième membre de la famille ASIC est identifié, présentant 

plus de 45% d’homologie avec les autres sous unités. Anciennement appelé SPASIC (Spinal Cord ASIC), 

ASIC4 est grandement exprimé dans le système nerveux central et particulièrement dans l’hypophyse. 

La particularité de ce dernier membre de la famille ASIC est qu’il n’est pas sensible à l’acidification 

extracellulaire. En conséquence de la nature inconnue de son activateur, le canal ASIC4 reste très peu 

étudié et ses propriétés encore très méconnues (Akopian et al., 2000; Chen et al., 2021b; Gründer et 

al., 2000) 

2. Phylogénie des canaux ASIC 

Comme évoqué précédemment, les canaux ASIC font partie de la superfamille ENaC/DEG/ASIC 

(epithelial sodium channel/degenerin/acid-sensing ion channel). Tous les membres de cette famille 

partagent des caractéristiques communes. Au sein de cette superfamille les canaux sont tous 

cationiques et majoritairement sodiques, ils sont tous inhibés en présence d’amiloride (Korkushko and 

Kryshtal’, 1984; Waldmann et al., 1997a) et présentent tous une topologie similaire de leurs sous unités : 

des extrémités amino- et carboxy-terminales (N- terminal et C-terminal) intracellulaires, une large 

boucle extracellulaire reliant deux segments transmembranaires. 

Cependant même si ces canaux partagent des caractéristiques communes, leurs activateurs et 

leurs rôles n’en sont pas moins variés. Les canaux MEC-4 (mechano-electrical transduction channel 4) 

et DEG-1 (degenerin 1) par exemple sont activés par stimulation mécanique et certaines mutations 

entrainent la dégénérescence des neurones qui les expriment chez le nématode, caractéristique d’où 

les canaux DEG tirent leur nom. 
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D’autres encore comme les canaux épithéliaux ENaC sont activés constitutivement, jouant un 

rôle prépondérant dans la réabsorption du sodium chez les mammifères, et grandement impliqués dans 

l’homéostasie sodique dans le colon, les reins et les poumons.  

Enfin les derniers membres de cette superfamille, les canaux FaNaC, HyNaC et ASIC sont activés 

en présence d’un ligand. Les canaux FaNaC sont activés par le peptide FMRFamide dans les neurones 

de l’escargot (Helix aspera) (Lingueglia et al., 1995), les canaux HyNaC par le peptide RFamide de l’hydre 

(Hydra magnipapillata) (Assmann et al., 2014; Golubovic et al., 2007) et les canaux ASIC par les protons 

dans le neuraxe de la douleur. 

L’homologie des séquences entre les mammifères varie entre 45% et 60% pour les sous unités 

ASIC, si l’on exclue le canal BASIC (Bile ASIC). Même si quelques travaux le dénomment ASIC5, il n’est 

pas à proprement parlé un canal ASIC car il présente moins de 30% d’homologie avec les séquences des 

autres membres de la famille. De plus il est sensible aux acides biliaires mais insensible aux protons.  

L'homologie entre les orthologues de l'homme et du rat est proche de 100 % pour les sous 

unités ASIC1, -2 et -4, 83 % pour ASIC3 et 85 % pour les sous-unités ENaC (Figure 4). Une première 

équipe avait situé l’apparition de la sensibilité aux protons chez des analogues des canaux ASIC il y a 420 

millions d’années (Coric et al., 2005). Récemment une équipe a pu mettre en évidence que la sensibilité 

aux protons chez des analogues des canaux ASIC était plus ancienne, et serait apparue il y a 600 millions 

d’années chez des Chordés (Tunicier) (Lynagh et al., 2018).  
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Figure 4 : Arbre phylogénique de la superfamille des canaux ioniques ENaC/DEG/ASIC.  
Les différents membres de cette superfamille peuvent être associés en sous-groupes. D’une part en bleu 
pour les Cnidaires, en rouge pour les Chordés, en vert pour les arthropodes, en brun pour les nématodes 
et en rose pour les mollusques. Les abréviations des noms d'espèces sont les suivantes : c, poulet (Gallus 
gallus) ; h, humain (Homo sapiens) ; Ha, Helix aspersa ; Ht, Helisoma trivolvis ; l, lamproie (Lampetra 
fluviatilis), Ls, Lymnaea stagnalis ; m, souris (Mus musculus) ; r, rat (Rattus norvegicus). Les autres 
protéines proviennent de C. elegans, Drosophila melanogaster ou Hydra magnipapillata (D’après 
Assmann et al. 2014). 
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3. Structure des canaux ASIC  

3.1  Gènes et sous unités 

Les canaux ASIC1-4 sont codés par les gènes ACCN1-4 (Amiloride-sensitive cation channel 

neuronal 1-4). La sous unité ASIC1 est codée par le gène ACCN2 et le canal ASIC2 par le gène ACCN1, 

différence expliquée par la chronologie de leur découverte. Les gènes codant pour ces sous unités ASIC 

enrichissent le nombre de sous unités disponibles au sein du vivant en subissant des épissages 

alternatifs ou en utilisant des promoteurs différents dans le cas d’ASIC1a/1b et ASIC2a/2b (García-

Añoveros et al., 1997; Hoagland et al., 2010). Cela produit ainsi de nouvelles sous unités aux propriétés 

bien différentes.  

De plus, les canaux ASIC sont issus de l’assemblage trimérique de sous unités (Carnally et al., 

2008), sous forme d’homomère ou hétéromère, offrant d’avantage de diversité de combinaisons des 

sous unités ASIC, et donc d’autant plus de diversité fonctionnelle. 

- ACCN2 codant pour deux sous unités chez le rongeur comme chez l’homme ASIC1 : ASIC1a 

anciennement dénommée ASICα ou BNaC2α, et ASIC1b auparavant nommée ASICβ ou BNaC2β. 

L’homologie de séquence protéique entre ces deux sous unités est d’environ 80%, la différence se 

situe au niveau du premier tiers de la sous unité, correspondant à l’extrémité N-terminale 

intracellulaire, le premier segment transmembranaire et une partie de la boucle extracellulaire.   

- ACCN1 codant pour deux sous unités ASIC2 : ASIC2a anciennement dénommée MDEG1, BNC1 ou 

BNaC1α, et ASIC2b auparavant nommée MDEG2 ou BNaC1β. Ces sous-unités différentes au niveau 

de l’extrémité N-terminale intracellulaire, du premier segment transmembranaire et d’une partie 

de la boucle extracellulaire. Cependant la sous unité ASIC2b n’est pas capable de former de canal 

homomérique fonctionnel si elle est exprimée seule. Cependant il peut s’associer à d’autres sous 

unités ASIC pour former des canaux hétéromériques fonctionnels en apportant de nouvelles 

propriétés et/ou régulations (Hesselager et al., 2004). 

- ACCN3 codant pour la sous unité ASIC3 : ASIC3 anciennement dénommée DRASIC ou TNaC1. Chez 

l’homme il existe trois variants d’épissage alternatif nommés ASIC3a, ASIC3b et ASIC3c, possédant 

chacun plus de 80% d’homologie avec les variants présents chez le rat ou la souris. Seule l’extrémité 

carboxy-terminale est différente chez ces variants. Ces extrémités C-terminales produisent des 

motifs d’adressage cellulaire différents selon le variant (Babinski et al., 1999; Ishibashi and Marumo, 

1998; de Weille et al., 1998).  

- ACCN4 codant pour la sous unité ASIC4 : ASIC4 anciennement dénommée SPASIC ou BNaC4. Chez 

l’homme il existe deux variants d’épissage alternatif appelés hASIC4a et hASIC4b, qui possèdent 
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97% d’homologie avec le canal ASIC4 de rat (Gründer et al., 2000). Ce qui caractérise le canal ASIC4 

comme un membre à part entière de la famille des canaux ASIC, outre son homologie avec les autres 

canaux de cette famille, c’est que même si ce dernier n’est pas activé par les protons chez les 

mammifères il est sensible à l’acidité chez d’autres animaux. En effet, chez d’autres vertébrés 

comme le zebra fish, le cœlacanthe, la grenouille ou encore le poulet, le canal ASIC4 est sensible au 

protons (Chen et al., 2007; Lynagh et al., 2018). Une étude menée sur cette sous unité a permis de 

rendre le variant de rat à nouveau sensible aux protons en créant un canal chimérique ASIC4/1a 

(Lynagh et al., 2018). Dans ce cas, les auteurs ont remplacé les domaines de la sous unité ASIC4, sur 

lesquelles seraient situés les sites clé de la sensibilité aux protons, par ceux du canal ASIC1a. 

3.2  Structure 

C’est en 2007 grâce au travail du groupe d’Eric Gouaux que la cristallographie a pu mettre à jour 

la structure des canaux ASIC (Figure 5, panel du haut) (Jasti et al., 2007). Pour former le cristal nécessaire 

à la cristallographie au rayon X, ils ont eu l’astuce d’utiliser le canal ASIC1a de poulet tronqué d’une 

partie de leurs domaines amino (N) et carboxy (C) terminaux intracellulaires. 

Par le passé, il avait été suggéré, sur la base de données fonctionnelles et biochimiques sur les 

canaux ENaC et FaNaC proposant la formation de tétramères, que les canaux ASIC étaient formés de 4 

sous unités (Waldmann et al., 1999). Cette hypothèse pris fin grâce à la structure par cristallographie 

révélant l’assemblage des sous unités ASIC sous forme de trimère pour former un canal fonctionnel. 

Résultat qui fût reconfirmé par microscopie à force atomique en 2008 (Carnally et al., 2008).  

Chaque sous-unité ASIC possède une large boucle extracellulaire constituée de 7 hélices α ainsi 

que de 2 feuillets β, représentant environ 70% de la protéine. Cette boucle est reliée aux deux régions 

hydrophobes transmembranaires (TM1 et TM2), formées chacune d’une hélice α. Ces deux régions 

transmembranaires sont chacune reliée à une extrémité intracellulaire N- ou C-terminale (Jasti et al., 

2007).  
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Chaque sous unité peut être subdivisée en sous domaines nommés par analogie à une main se 

refermant sur une balle (Figure 5, panels du bas). Ainsi en schématisant on aura l’articulation en bleu, 

la paume en jaune, le pouce en vert, le doigt en violet, la β balle en orange et le domaine 

transmembranaire en rouge. La structure finale du canal en forme de calice, fait apparaitre des 

vestibules dans la structure, qui sont très important pour la sélectivité ionique. On en dénombre quatre 

au total : 

- Le vestibule intracellulaire au niveau de l’hémi-feuillet interne des segments 

transmembranaires 

- Le vestibule extracellulaire responsable de l’entrée de sodium au niveau de la jonction entre les 

domaines transmembranaires et les domaines extracellulaires  

- Le vestibule central au niveau du domaine de la paume et du pouce 

- Le vestibule supérieur présent sur le haut de la structure au niveau du domaine du doigt et de 

l’articulation 



39 
 

 

Figure 5 : Structure du canal ΔASIC1a homomérique de poulet.  
Vue de la structure du canal ΔASIC1a de côté enchâssé dans la membrane (panel en haut à gauche), et 
par le dessus (panel en haut à droite). Chaque sous-unité indépendante est représentée par une couleur 
différente. Un seul ion chlorure par sous-unité est représenté par une sphère verte et l'hydrate de carbone 
lié à l'azote est représenté par un bâtonnet. Sous unité ASIC colorée et schématisée selon ses sous 
domaines (panel du bas) (D’après Jasti et al., 2007).   
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Les ions et les petites molécules accèdent au pore du canal par trois fenestrations menant 

directement au vestibule extracellulaire. Ces fenestrations sont au niveau de l’interface entre les 

domaines transmembranaires et la partie extracellulaire du canal, et sont responsables du passage des 

ions sodium lors de l’ouverture du canal. Sous ce vestibule extracellulaire se trouve le domaine porte 

possédant un motif de trois acides aminés, en position 443-445, hautement conservé même chez les 

canaux ENaC appelé motif GAS (Glycine-Alanine-Sérine). Ce motif se trouve sur le coude du segment 

TM2 et il est responsable de la sélectivité ionique du canal (Gonzales et al., 2009; Jasti et al., 2007).  

De plus, il a récemment été montré qu’un autre motif de deux acides aminés, eux aussi 

conservés dans la famille ENaC/DEG, participe à la sélectivité ionique. Le motif HG (Histidine-Glycine) 

en position 29-30, soit plus de 400 acides aminés plus loin que le motif GAS, est situé sur la partie N-

terminale du canal. Cette extrémité forme alors une boucle réentrante, avec le motif HG au niveau du 

coude, venant interagir avec le motif GAS présent alors sur le TM2 (Yoder and Gouaux, 2020; Yoder et 

al., 2018). 

Comme abordé précédemment, les sous unités ASIC sont capables de s’assembler en trimère 

pour former un canal fonctionnel. Toutes les sous unités peuvent donc former des assemblages homo 

ou hétéromériques pour former un canal ASIC fonctionnel. A l’exception de la sous unité ASIC2b qui 

forme exclusivement des canaux hétéromériques fonctionnels et ASIC4 qui ne semble pas former de 

canaux homo ou hétéromériques fonctionnels. Cette grande variété d’assemblage est à l’origine de la 

grande diversité de courants ASIC existant, avec pour chacun des assemblages des propriétés qui lui 

sont propres, comme notamment la sélectivité ionique, la sensibilité au pH, les cinétiques de courant 

ou encore la sensibilité aux agents pharmacologiques (partie développée plus loin).  

Le rôle des segments intracellulaires serait quelque peu réducteur si l’on n’y regardait pas plus 

en détail. Comme évoqué précédemment, la plupart des canaux ASIC ont une extrémité N- et C-

terminales de taille variable. Ces extrémités sont particulièrement importantes pour la régulation des 

canaux par des signaux intracellulaires, des interactions protéine-protéine ou encore des modifications 

post-traductionnelles (partie développée plus loin). 
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3.3  Activation/inactivation des canaux ASIC 

Les mécanismes d’activation et d’inactivation des canaux ASIC a longtemps intrigué les 

scientifiques. C’est très largement grâce aux expériences de cristallographie, de mutagénèse et 

d’électrophysiologie qu’il a pu être possible de comprendre tous les mécanismes sous-jacents. 

Les canaux ASIC possèdent différentes régions impliquées dans la détection des protons, 

notamment une région extracellulaire présente au niveau du pouce et du doigt appelée poche acide. Il 

s’agit d’une région particulièrement riche en résidus acides formant des paires caboxyl-carboxylate. A 

pH physiologique cette poche acide est étendue, c’est lors de l’exposition des résidus à un faible pH que 

cette poche acide va s’effondrer sur elle-même, induite par le rapprochement des résidus acides entre 

eux.  

Pour permettre ce mouvement, c’est l’hélice α5 du pouce qui pivote au cœur du canal et va 

permettre au domaine pouce et doigt de rentrer en contact. Cet effondrement de la poche acide initie 

dans le même temps une rotation des sous unités individuelles autour du domaine palme, déplaçant 

ainsi les brins β1-β12 vers la membrane (Figure 6-Activation). Ce mouvement provoque l’expansion de 

la fenestration extracellulaire, laissant ainsi entrer le sodium. Le canal se retrouve alors dans un état 

ouvert.  

Cet état n’est pas permanent même si l’exposition à une solution acide perdure, le canal bascule 

vite dans un état désensibilisé qui devient insensible aux protons. Au niveau mécanistique, cela se 

traduit par le retournement des résidus faisant la liaison entre les structures β11-β12, permettant au 

domaine paume de retourner à son état fermé. Cela permet aux hélices transmembranaires de se 

détendre à nouveau dans une conformation de repos, fermant ainsi la fenestration extracellulaire 

bloquant toute entrée de sodium (Figure 6-Désensibilisation).  

Le retour à un état activable nécessite l’élimination des protons présents dans la poche acide. 

Lors d’un retour du pH à des valeurs plus physiologiques la déprotonation des résidus acides induit une 

répulsion électrostatique chassant les protons. Cette action va permettre à la poche acide de s’étendre 

à nouveau et aux résidus faisant la liaison entre les structures β11-β12 de permuter dans état de repos. 

Ces derniers mécanismes permettent de retrouver un canal au repos et à nouveau sensible au protons 

(Figure 6-Récupération) (Jasti et al., 2007; Yoder and Gouaux, 2020; Yoder et al., 2018). 
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Figure 6 : Schéma du mécanisme d’activation et d’inactivation du canal ASIC1a.  
Représentation cartoon du gating du canal ASIC1a. DTM ; Domaine transmembranaire (D’après Yoder 
et al., 2018). 
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4. Propriétés physico-chimiques 

4.1 Perméabilité ionique 

Comme nous l’avons vu précédemment la sélectivité des canaux ASIC est due à certaines parties 

de sa structure (voir partie structure). Les canaux ASIC sont majoritairement perméables au sodium, il 

s’agit là d’une caractéristique commune des membres de la superfamille des canaux ENaC/DEG/ASIC. 

Cette perméabilité au sodium des canaux ASIC, les place comme canaux ioniques 

dépolarisants/excitateurs. Toutefois, cette sélectivité n’est pas exclusive au sodium, et certains 

membres de la famille des ASIC possèdent une perméabilité relative à d’autres cations. 

Cette perméabilité pour un ion s’exprime généralement en ratio par rapport à la perméabilité 

pour le sodium (Na+). Dans le cas des canaux homomériques, par exemple, le ratio de perméabilité vis 

à vis du potassium (PNa+/PK+) est proche de 10, avec ASIC1a : 13, ASIC1b : 14, ASIC2a : 10, ASIC3 : 11,5 

(Tableau 2) (Bassilana et al., 1997; Bässler et al., 2001; Waldmann et al., 1997a). Parmi les canaux ASIC 

seul le canal ASIC1a homomérique et le canal ASIC1a/2b semblent présenter une conductance pour le 

calcium (Ca2+) avec un ratio PNa+/PCa2+ de 2,5 et 4,1 respectivement, contre 25 pour le ASIC1a/2a 

(Sherwood et al., 2011).  

Cette entrée de calcium ASIC1a dépendante est aussi responsable d’une réponse calcique 

secondaire qui est particulièrement importante comme nous le verrons par la suite en conditions 

physiologiques et physiopathologiques (cf. Chapitre 2.5) (Chu et al., 2002; Waldmann et al., 1997a; 

Yermolaieva et al., 2004). 

4.2 Sensibilité au pH  

Comme évoqué précédemment la grande variété d’assemblage des sous-unités va offrir une 

richesse de propriétés spécifiques à chaque assemblage, notamment en ce qui concerne la sensibilité 

au proton et les cinétiques de courants (Figure 7.C). Les canaux ASIC1a et ASIC3 homomériques 

possèdent tous deux des pH seuils d’activation très proche du pH physiologique. Ces deux canaux 

nécessitent donc qu’une acidification modérée pour les activer, à partir de pH 7,0 et 7,2 respectivement 

(Deval et al., 2008; Sutherland et al., 2001; Waldmann et al., 1997a; Yagi et al., 2006). L’activation des 

canaux ASIC1b et ASIC2a nécessitent une acidification plus prononcée, avec un pH seuil d’activation de 

6,5 (Bässler et al., 2001; Hesselager et al., 2004) et 6,0 respectivement (Lingueglia, 2007) (Tableau 2). 
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La grande variété de combinaisons des sous unités des canaux ASIC va permettre d’obtenir des 

canaux avec des propriétés intermédiaires aux canaux homomériques, permettant ainsi de couvrir un 

très large panel de détection d’acidification avec une gamme de pH allant de pH7,2 à 4,0. Une autre 

mesure permettant de caractériser les canaux ASIC entre eux est le pH de demi-activation ou pH50 

(Figure 7.A). Cette dernière mesure permet d’obtenir des valeurs allant de 6,7 à 4,0 pour le canal ASIC3 

et ASIC2a respectivement (Tableau 2). 

De plus il existe quelques subtilités selon l’espèce exprimant les canaux ASIC. Nous avons abordé 

précédemment le cas d’ASIC4 qui est insensible au proton uniquement chez les mammifères (Chen et 

al., 2007; Lynagh et al., 2018). Le cas d’ASIC3 est un exemple encore plus frappant. Ce dernier possède 

deux arginines propres au canal humain (R68 & R83), proférant à ce dernier une sensibilité à 

l’alcalinisation. Ces dernières rendent le canal très instable, ce qui a pour conséquence de le rendre 

particulièrement sensible à la moindre variation de pH (Delaunay et al., 2012).  

Alors qu’à contrario, ce même canal ASIC3 exprimé cette fois-ci chez le rat taupe nu 

(Heterocephalus glaber) possède trois mutations (Δ1, A62E, R102H) rendant la sous unité ASIC3 non 

fonctionnelle sous forme d’homomère (Schuhmacher et al., 2018). Ces mutations sont tout à fait 

pertinentes pour cet animal qui vit en milieu hypercapnique/hypoxique, protégeant ainsi ses neurones 

d’une mort par acidose (Husson and Smith, 2018). 

 

Tableau 2 : Propriétés biophysiques et électrophysiologiques des canaux ASIC homomériques. 
Principales caractéristiques pour les canaux homomériques de rat exprimés en système hétérologues. 
(Benson et al., 2002; Gründer and Pusch, 2015; Hesselager et al., 2004; Kellenberger and Schild, 2015; 
Lingueglia, 2007; Sutherland et al., 2001; Waldmann et al., 1999) 

  

Isoforme (rat)
pH seuil 

d’activation
pH demi-
activation

τ inactivation 
à pH50 (ms)

Réactivation
(s) PNa+/PK+

ASIC1a 7,0 - 6,8 6,6 - 6,2 ≈640 11 - 13 13
ASIC1b 6,5 - 6,2 6,2 - 5,8 ≈890 3 - 6,1 14
ASIC2a 6,0 - 5,8 5,0 – 4,0 ≈1400 0,9 10
ASIC3 7,2 - 7,0 6,7 - 6,2 ≈290 0,4 - 0,6 11,5
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4.3 Cinétiques et courants associés 

Une mesure de cinétiques est une mesure permettant de caractériser au mieux les courants 

produits par les canaux ASIC lors d’une acidification. Si la cinétique d’activation est quant à elle 

quasiment instantanée, l’inactivation est plus ou moins rapide selon les isoformes, générant un courant 

transitoire (Figure 7.B).  

Une fois activés par un saut de pH, les canaux basculent dans un état désensibilisé dans lequel 

ils deviennent insensibles au proton. Pour comparer les cinétiques d’inactivation des canaux ASIC entre 

elles (τ inactivation), j’ai choisi de me référer aux cinétiques d’inactivation mesurées pour le courant 

induit au pH de demi-activation (pH50) (Tableau 2 & Figure 7.A). Si on regarde de plus près ces cinétiques 

d’inactivation on constate que les canaux ASIC2a sont les plus lents de la famille ASIC avec un τ 

inactivation à pH50 de 1400ms. Les canaux ASIC1a, ASIC1b et ASIC3 s’inactive plus rapidement avec un τ 

inactivation à pH50 de 640, 890 et 290ms respectivement (Tableau 2).  

Bien que le canal ASIC3 possède le τ inactivation le plus faible des canaux ASIC homomériques, 

celui-ci présente une particularité qui lui est propre. Contrairement aux autres canaux ASIC il ne 

s’inactive pas complétement (Figure 7.B). Ce dernier présente un courant biphasique typique, avec un 

courant transitoire et une phase de courant soutenu qui perdure tant que l’acidification est présente. 

Cette particularité s’explique par deux mécanismes distincts.  

Le premier résulte en la superposition des courbes d’activation et d’inactivation, pour des 

valeurs d’acidification modérée (entre pH7,3 et 6,5), c’est ce que l’on appelle le courant de fenêtre. 

Dans cette gamme de pH un courant persistant est observé tant que l’acidose est maintenue (Figure 7.A 

& B) (Deval et al., 2008; Yagi et al., 2006). Cette gamme de pH induisant un courant soutenu 

représentent de petites acidifications par rapport au pH physiologique (i.e. pH7,4), et elles sont 

retrouvées dans des situations physiopathologiques, comme l’asthme, l’ostéoarthrite, l’arthrite 

rhumatoïde, la goutte et bien d ‘autres encore (Dulai et al., 2021).  

Le second est la conséquence d’une acidification importante (inférieure à pH6,0). Les 

expériences sur les canaux chimériques entre ASIC1a et ASIC3 ont mis en évidence qu’il fallait au moins 

la présence du premier segment transmembranaire (TM1), et de la partie N-terminale du canal ASIC3 

pour observer cette propriété.   
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Ces valeurs de pH sont éloignées des valeurs de pH physiologiques classiques mais on peut les 

retrouver en situations pathologiques comme dans certains cancers particulièrement virulent comme 

les cancers osseux (Tian et al., 2017; Zhou et al., 2017), dans certains cas de lésions pulmonaires sévères 

(Dulai et al., 2021), dans les gastrites, les ulcères de l'estomac ou les cystites. 

Bien que la composante transitoire des courants ASIC natifs semble capable de générer des 

potentiels d’action, ce n’est généralement pas le cas du courant soutenu d’ASIC3. Cependant son impact 

sur l’excitabilité des neurones n’est pas négligeable, et suffit bien souvent à sensibiliser les neurones de 

rat et de souris en les dépolarisant (Deval et al., 2003, 2008; Yagi et al., 2006). 

Cet impact du courant soutenu est encore plus flagrant pour le canal ASIC3 humain. Comme 

décrit précédemment ce dernier s’active en réponse à l’alcalinisation et à l’acidose de faible amplitude 

en plus de pouvoir générer un courant transitoire en cas d’acidose importante. Ce canal, 

constitutivement activé en situation physiologique, jouerait un rôle essentiel comme canal de fond en 

sensibilisant les neurones. Il participerait donc à la fine régulation du potentiel de repos des neurones, 

et son rôle dans la nociception est d’autant plus important qu’il est fortement exprimé dans les 

neurones DRG (Tableau 3) (Delaunay et al., 2012).  
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Figure 7 : Caractéristiques biophysiques et électrophysiologiques des courants ASIC. 
A. Courbe de pH dépendance de l’activation (en trait plein) et de l’inactivation (en pointillés) des canaux 
ASIC3 (en noir) et ASIC1a (en bleu). La courbe d’activation est obtenue en comparant le pic de courant 
induit par un saut de pH acide en partant d’un pH de repos à pH8,0 (où tous les canaux sont à l’état 
fermé) normalisé par le courant maximal obtenu à pH5,0. La courbe d’inactivation est obtenue quant à 
elle en mesurant l’amplitude du pic de courant en fonction du pH de conditionnement, normalisé par le 
courant maximal de référence (pH5,0 avec un conditionnement à pH8,0) (Deval et al., 2010). B. Cinétique 
d’inactivation (en bleu) d’un courant ASIC3 homomérique induit par  une acidification rapide et modérée 
de pH7,4 à pH7,0. C. Cinétiques des courants ASIC homomériques typiques suite à de fortes acidifications 
extracellulaires de pH7,4 à pH4,0 (D'après Hesselager et al., 2004).  

  



48 
 

5. Rôles et distribution tissulaire (SNC, SNP et autres tissus) 

Les canaux ASIC sont majoritairement exprimés dans le système nerveux, et très présents dans 

le neuraxe de la douleur. Cependant ils sont aussi exprimés dans de nombreux autres tissus non 

neuronaux et ils sont impliqués dans nombre de processus physiologiques et physiopathologiques 

autres que la nociception. 

 

Tableau 3 : Profile transcriptomique humain et murin des canaux ASIC1-4 dans les DRG contrasté avec 
d’autre tissus.  
Valeurs exprimées en transcrit par million (TPM) (Mesures extraites du Pain center de Dallas 
https://paincenter.utdallas.edu/sensoryomics/). 
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5.1 Système nerveux périphérique 

La première description de courants ioniques sensibles à l’acidification ont été décrit en 1980, 

dans des cultures primaires de neurones DRG et trijumeaux de rat (Krishtal and Pidoplichko, 1980). Très 

rapidement la localisation de ces canaux dans ces neurones périphériques a laissé supposer un rôle dans 

la nociception (Krishtal and Pidoplichko, 1981c, 1981b). 

La totalité des canaux ASIC sont exprimés de manière hétéroclite dans le SNP (Tableau 3), y 

compris dans les neurones de gros diamètre, impliqués dans la proprioception, et dans les neurones de 

petits diamètres, spécifiques de la nociception (Price et al., 2000, 2001; Voilley et al., 2001). Il est 

intéressant de noter que les canaux ASIC3 et 1b sont très majoritairement exprimés dans le SNP chez le 

rongeur et de façon plus minoritaire dans certaines régions cérébrales (Tableau 3 & 4) (Chen et al., 1998; 

Schuhmacher and Smith, 2016; Waldmann et al., 1997a). Ces afférences périphériques permettent 

d’alerter via des messages douloureux d’un dommage quelconque qui peut être associé à une 

acidification tissulaire par exemple pendant l'ischémie, l'inflammation, la douleur cancéreuse ou dans 

les muscles pendant l'exercice (voir Tableau 4 pour synthèse). 

Un grand nombre de travaux mettent en avant l’importance des canaux ASIC présent dans les 

afférences sensorielles, dans la nociception induite par l’acidification (Deval and Lingueglia, 2015). La 

suppression d’ASIC3 chez l’animal (souris knockout) a été décrit comme réduisant la douleur 

inflammatoire et la douleur induite par l’acidification chronique dans le muscle (Sluka et al., 2003, 2007; 

Walder et al., 2010).  

L’injection intrathécale de siARN contre ASIC3 chez le rat (knockdown) diminue le 

comportement douloureux induit par l’inflammation cutanée ou dans un modèle de douleur 

postopératoire par incision de la patte arrière (Deval et al., 2008, 2011). L’injection locale de GMQ, un 

agoniste du canal ASIC3 a confirmé le rôle de ce dernier dans le comportement douloureux (Yu et al., 

2010). A contrario l’injection d’APETx2 (Diochot et al., 2004), un peptide inhibiteur d’ASIC3, produit un 

effet analgésique dans différents modèles de douleur (Deval et al., 2008, 2011; Jacquot et al., 2022; 

Jurczak et al., 2022; Karczewski et al., 2010).  

De la même manière, l’utilisation de toxines a pu aussi mettre au jour le rôle des canaux ASIC1 

présent dans le SNP dans le comportement douloureux. L’injection de la MitTx, un peptide agoniste des 

canaux ASIC et plus particulièrement du canal ASIC1a, est capable de créer une douleur spécifique 

d’ASIC1a (Bohlen et al., 2011). A contrario, l’injection périphérique de mambalgine, un peptide 

inhibiteur de plusieurs sous-types de canaux ASIC, provoque un effet analgésique via son action 

inhibitrice sur ces canaux dont ASIC1b en périphérie (Diochot et al., 2012).  
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Une solution radicale consisterait à invalider les canaux ASIC pour bannir le comportement 

douloureux qu’ils médient via leur activation. C’est dans cet esprit qu’un modèle de souris triple KO 

ASIC1a/ASIC2/ASIC3 a été créé, cependant contrairement au résultat attendu, leur invalidation 

collective et constitutive produit une mécanosensibilité accrue. Les hypothèses proposées par les 

auteurs seraient que les canaux ASIC interagiraient avec des canaux mécanosensibles ou qu’ils 

participeraient à la modulation des signaux nociceptifs au niveau central. Ceci apporte une preuve 

supplémentaire que tous les aspects et implications des canaux ASIC ne sont pas encore compris (Kang 

et al., 2012).  

En 2015, des travaux ont aussi mis en évidence l’implication d’ASIC3 dans le comportement de 

démangeaison (Peng et al., 2015). En effet, une particularité du canal ASIC3 est d’être très sensible à 

des ligands non protoniques, et donc de voir son activité altérée par d’autres composés lors de 

situations physiopathologiques, faisant de lui un détecteur de coïncidence (Deval et al., 2008) intégrant 

différents signaux dont l’acidification.  

L’émission concomitante de peptides pruritogèniques, qui augmente le τ inactivation du canal 

ASIC3, et de protons produisent ensemble une démangeaison qui est réduite chez les animaux invalidés 

pour le canal ASIC3 (Peng et al., 2015). Il a été proposé qu’ASIC1, ASIC2 et particulièrement ASIC3 

puissent être up-régulés par la situation inflammatoire présente dans les cas de capsulite (ou syndrome 

d’épaule gelée) au niveau de la capsule de l’épaule et dans les liquides synoviaux de patients (Cho et al., 

2015).  

De plus, le canal ASIC3 a été incriminé comme modulateur de la douleur et de l’hyperalgie 

associée dans un modèle murin d’ostéoarthrite (Izumi et al., 2012). En 2016, Marra et al. publiaient une 

étude sur l’activation d’ASIC3 sans acidification via des lipides endogènes, la lysophosphatydilcholine 

(LPC) et l’acide arachidonique (AA). Ces lipides ont été mesuré en forte concentration dans les liquides 

synoviaux de genoux chez des patients atteints de pathologies articulaires associées à des douleurs 

chroniques. L’injection sous cutanée de LPC et d’AA provoquent une douleur aiguë chez l’animal, et 

cette douleur est atténuée lors de co-injection avec de l’APETx2 ou de l’amiloride, un bloqueur non-

sélectif des canaux ASIC (Marra et al., 2016) (Partie plus détaillée dans le chapitre III).  
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Les canaux ASIC sont liés à la nociception, mais sont aussi exprimés dans certains neurones 

impliqués dans des rôles différents (Papalampropoulou-Tsiridou et al., 2020). En effet, les neurones de 

grand diamètre sont impliqués dans la perception de stimuli non nociceptifs, ce qui correspond à des 

neurones de bas seuil, répondant aux stimulations mécaniques (Price et al., 2000, 2001). Il a par ailleurs 

été montré qu’ASIC3 participe à la sensation de touché chez la souris en plus de répondre aux stimuli 

acide (Price et al., 2001).  

De plus, la perte d’ASIC3 dans les neurones DRG parvalbumine positifs innervant le muscle 

(propriocepteurs), supprime la capacité de ces neurones à émettre des potentiels d’action en réponse 

à la déformation. Cela a pour conséquence chez ces souris de générer des pertes d’équilibre (Lin et al., 

2016). De plus des travaux ont montré qu’ASIC3 est responsable de la douleur lors de fatigue musculaire 

(Gregory et al., 2015, 2016), et jouerait un rôle avec la testostérone pour protéger contre ce type de 

fatigue (Burnes et al., 2008).  

Les canaux ASIC présent dans le muscle sont requis pour la douleur immédiate après exercice 

et sont régulés négativement par l’entrainement (Khataei et al., 2020). Il a aussi été décrit chez les souris 

femelles un rôle central d’ASIC1a présynaptique au niveau de la jonction neuromusculaire, permettant 

de réguler la transmission, la contraction musculaire et la fatigue (Urbano et al., 2014). Au niveau de la 

douleur musculaire, ASIC3 semble jouer un rôle central dans l’hyperalgie musculaire inflammatoire, et 

son inhibition permet d’enrayer le développement de l’hyperalgie mécanique secondaire mais ne serait 

pas impliqué dans l’hyperalgie thermique (Sluka et al., 2007; Walder et al., 2010).  

Le canal ASIC3 semble impliqué, avec les canaux TRPV1 et Nav1.8, dans la transition de la 

douleur aiguë à l’état chronique dans un modèle murin de fibromyalgie (Chen et al., 2014). De plus 

ASIC1b semble impliqué dans l’établissement de la chronicité de la douleur musculaire induite par 

l’acide, et son absence permettrait de réduire la durée de l’hyperalgie (Chang et al., 2019).  

La situation sur la mécanosensibilité des canaux ASIC reste floue, et rien n’indique actuellement 

que ces canaux soient intrinsèquement mécanosensibles. Différents travaux montrent que les canaux 

ASIC2 & 3 ne sont pas nécessaires pour générer des courants en réponse à des stimuli mécaniques dans 

les neurones DRG en culture (Drew et al., 2004). Des canaux mécanosensibles tel que Piezo1 répondent 

à la déformation de la membrane correspondant au modèle de « force from lipids » (Syeda et al., 2016), 

tandis que l’application de Trinitrophénol (TNP) sur des cellules transfectées avec ASIC3 ne génère 

aucun courant (Marra et al., 2016).  
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Un mécanisme proposé pour la méchanosensibilité de la famille de canaux DEG/ENaC, dont 

ASIC3 fait partie, s'appuierait sur le modèle de « force from filaments » nécessitant la liaison du canal 

au cytosquelette intracellulaire ou à la matrice extracellulaire. Les canaux s’activent spécifiquement en 

réponse à la déformation dynamique du substrat et non à une stimulation mécanique directe du corps 

cellulaire (Chen and Wong, 2013; Lin et al., 2016).  

De plus, la stomatine (STOM) et stomatine-like 3 (STOML3) sont des protéines partenaires des 

canaux ASIC (Brand et al., 2012; Lapatsina et al.; Price et al., 2004), et sont les homologues chez les 

mammifères de la protéine MEC-2 exprimée chez C.elegans, elle-même nécessaire dans la fonction des 

canaux mécanosensibles. Elle a elle-même été décrite comme participant à la mécanosensibilité chez le 

nématode, et la délétion de STOML3 chez les souris induit une perte de mécanosensibilité dans de 

nombreuses afférences cutanées, associée à une perte de signaux nerveux dans les neurones DRG en 

réponses au stimuli mécaniques (Wetzel et al., 2007). 

ASIC1a, 2 & 3 sont exprimés dans les neurones DRG et des ganglions plexiformes innervant les 

intestins (Page et al., 2004, 2005). L’absence d’une des différentes sous unités des canaux ASIC dans les 

neurones innervant les intestins, entraîne des répercussions sur la sensibilité mécanique de ces tissus. 

La perte d’ASIC1a augmente cette mécanosensibilité de la partie supérieure du tractus digestif 

(œsophage et estomac) et ralentit la vidange gastrique.  

Tandis que l’absence d’ASIC2 réduit la mécanosensibilité de la partie supérieure du tractus 

digestif et augmente la mécanosensibilité des afférences du côlon. Finalement, la délétion d’ASIC3 

réduit la mécanosensibilité de l’ensemble des afférences du tractus gastrique (Brierley et al., 2010; Page 

et al., 2004, 2005). En restant dans le cadre du tractus digestif, il a été montré qu’ASIC3, contrairement 

à ASIC2, contribue au développement de l’hyperréactivité à l’acide gastrique, chez un modèle murin de 

gastrite (Wultsch et al., 2008).  

Dans les neurones innervant la vessie et 25% expriment des courants ASIC-like (Montalbetti et 

al., 2018). La perte d’ASIC3 ne fait que ralentir le τ inactivation des courants évoqués, mais néanmoins 

empêche ces neurones de générer des potentiels d’action suite à une stimulation à pH acide. De plus, 

une autre publication a mis en avant une up-régulation des sous unités ASIC2a et 3 lors d’une cystite 

(Corrow et al., 2010). D’autres résultats viennent compléter cette étude, avec un de test de miction où 

les souris KO pour ASIC3 ont un seuil de miction plus faible et un volume de miction plus élevé 

(Montalbetti et al., 2018). 
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5.2 Système nerveux central 

Les canaux ASIC1a, 2a, 2b et 4 sont exprimés dans le SNC non seulement au niveau du cerveau 

(bulbe olfactif, hippocampe, cervelet, cortex, tronc cérébral) (Hoshikawa et al., 2017; Price et al., 1996; 

Waldmann et al., 1997a; Wemmie et al., 2002) mais aussi dans la moelle épinière (Baron et al., 2008; 

Duan et al., 2007; Wu et al., 2004). Ils sont impliqués dans de nombreux rôles physiologiques comme 

physiopathologiques que nous allons détailler ci-après.  

Même au niveau central, les canaux ASIC restent associés à la nociception et à la douleur. 

Comme nous l’avons évoqué dans la partie précédente, l’injection de mambalgine, un bloqueur des 

ASIC dont tous ceux exprimés dans le SNC (sauf ASIC4), en périphérie produit des effets analgésiques. 

Les effets centraux de son injection dans le SNC produit des effets analgésiques forts de la même 

amplitude que la morphine avec des effets secondaires moindre. Cet effet au niveau central serait porté 

par les canaux ASIC1a et ASIC2a (Diochot et al., 2012). De même dans une moindre mesure la 

psalmotoxine 1 (PcTx1), un autre peptide inhibiteur du canal ASIC1a (Escoubas et al., 2000), produit des 

effets analgésiques puissants lors de son injection dans le SNC (Mazzuca et al., 2007). 

Dans un même temps, les canaux ASIC exprimés dans le cerveau ont très vite attiré l’attention, 

et ont rapidement été associé aux fonctions de plasticité, d’apprentissage et de mémorisation (Wemmie 

et al., 2002). Les canaux ASIC1a et ASIC2a ont été mis en évidence dans la structure hippocampique, 

comme participant aux processus de plasticité (Askwith et al., 2004). ASIC1a a été décrit dans les 

terminaisons post synaptique, et jouant un rôle dans l’homéostasie du calcium. Cette fonction lui 

permet de réguler la protéine kinase calmoduline-dépendante II (CaMKII) et de gérer la densité d’épines 

dendritiques (Zha et al., 2006). Une étude supplémentaire a pu mettre en évidence la présence d’ASIC1 

dans les régions denses en épines dendritiques, suggérant un rôle des canaux ASIC dans les mécanismes 

de plasticité.  

En effet dans l’amygdale, celui-ci contribuerais au conditionnement à la peur sans que cela ne 

touche le comportement de peur innée (Taugher et al., 2017; Wemmie et al., 2002, 2003). Cependant 

chez les souris ASIC1a KO, la restauration d’ASIC1a dans l’amygdale, et plus précisément les synapses  

cortico-basolatérales et les synapses intra-amygdaliennes (Chiang et al., 2015), permettrait de 

récupérer l’apprentissage de la peur (Coryell et al., 2008). ASIC4, dont le fonctionnement reste flou mais 

qui reste néanmoins connu pour down-réguler les autres sous unités ASIC, semble participer à réguler 

ce comportement de peur inné en exacerbant le comportement anxieux chez les souris ASIC4 KO (Lin 

et al., 2015).  
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Très récemment, des travaux ont démontré que ASIC4, régulé par la follistatine dans 

l’hippocampe, est impliqué dans l’apprentissage et la potentialisation à long terme (LTP) chez les souris, 

suggérant un rôle central du canal ASIC4 dans la cognition et son déclin lié à l’âge (Chen et al., 2021b). 

De manière plus générale ASIC1 & 2 sont impliqués dans les mécanismes de défense face aux stimuli 

aversifs. La perte de ces canaux chez la souris entraine une baisse du freezing lors de conditionnement 

contextuel et auditif de la peur, mais aussi en réponse à une odeur de prédateur ou inhalation de CO2 

(Coryell et al., 2007; Price et al., 2014; Ziemann et al., 2009).  

De plus des travaux récents ont démontré que l’exposition au CO2 améliore la consolidation 

mémorielle chez la souris via ASIC1 présent dans l’amygdale (Lin et al., 2021). De façon intéressante, la 

création de souris transgéniques exprimant ASIC3 dans les mêmes structures cérébrales qu’ASIC1a, 

modifie les assemblages des sous unités ASIC et forme des hétéromères ASIC1a/3. Cette formation 

d’hétéromères va altérer les propriétés biophysiques des canaux ASIC natifs (dont la perméabilité 

calcique), inhibant ainsi le conditionnement à la peur (Vralsted et al., 2011). 

Le comportement de panique et la dépression trouve eux aussi leur source dans l’amygdale et 

mettent en jeu ASIC1a de façon prépondérante et ASIC2. Dans ces études la perte d’ASIC1a 

augmenterait l’activité dans le test de nage forcée (Coryell et al., 2009; Price et al., 2014) et permettrait 

d’empêcher la baisse des niveaux de facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) dans 

l’hippocampe, signe biochimique de la dépression (Coryell et al., 2009).  

De plus, la perte d’ASIC1a aurait des effets antidépresseurs indépendants et additifs à des 

antidépresseurs pharmacologiques utilisés couramment (Coryell et al., 2009). Une autre étude suggère 

qu’ASIC1a participe à la transmission synaptique dans le noyau accumbens (NAc) et joue un rôle dans 

le comportement addictif associé à la cocaïne. ASIC1a dans le NAc aurait pour rôle de réduire la plasticité 

induite par la cocaïne et les comportements associés (Kreple et al., 2014).  

L’expression des canaux ASIC et spécifiquement ASIC1 et/ou ASIC2, sont présent dans des 

structures cérébrales associées au traitement de l’information douloureuse, comme la substance grise 

périaqueducale (PAG), le cortex angulaire supérieur (ACC) (Gobetto et al., 2021) et l’amygdale.  

Comme nous venons de le voir l’amygdale est particulièrement importante au niveau de la 

plasticité, mais elle est aussi très lié à la composante émotionnelle de la douleur (Corder et al., 2019). 

Le blocage des canaux ASIC dans l’amygdale va, comme nous l’avons évoqué, avoir des répercutions 

bénéfiques pour certaines comorbidités associées à la douleur (Aissouni et al., 2017). 
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Au sein de la moelle épinière, les canaux ASIC sont présents, notamment dans les structures 

associées à la transmission et la plasticité synaptique. Pour être précis c’est surtout les sous unités 

ASIC1a, 2a & 2b qui sont exprimés dans les neurones sensoriels de second ordre, recevant des inputs 

des afférences périphériques, et qui sont impliqués dans les mécanismes de  modulation et de 

transmission des signaux douloureux (Baron et al., 2008; Duan et al., 2007; Wu et al., 2004).  

De plus, ASIC1a a été décrit comme occupant un rôle important dans un mécanisme de 

sensibilisation/facilitation spinale appelé « Wind-up » (induit par stimulation périphérique répétée des 

fibres C et provoquant une augmentation progressive de la fréquence de décharge des potentiels 

d’action des neurones DRG), et dans l’hypersensibilité des  neurones DRG en situation inflammatoire 

(Duan et al., 2007). 

Les canaux ASIC semblent aussi impliqués dans les dégâts secondaires dus à une ischémie 

cérébrale, où l’activation d’ASIC1a induit une entrée de calcium et une nécroptose acide, en recrutant 

via son domaine C-terminal la protéine RIPK1 (Protéine kinase 1 interagissant avec les récepteurs). 

L’inhibition d’ASIC1a via PcTx1 réduirait la mort neuronale et les dommages tissulaires (Wang et al., 

2020, 2015; Xiong et al., 2004). Les canaux ASIC1 semblent aussi impliqués dans le fonctionnement 

normal de l’olfaction chez la souris, où l’on observe un déficit de l’odorat chez les souris ASIC1 KO (Vann 

and Xiong, 2018). 

Les canaux ASIC semblent impliqués dans de grandes pathologies cérébrales, telles que 

l’épilepsie où l’acidose qui résulte après les crises semble être un signe de fin des crises. Chez les 

animaux où les crises sont provoquées par chimio-convulsivants, l’absence d’ASIC1a provoque des crises 

plus sévères tandis que la surexpression induit l’effet inverse. ASIC1a, ne réduisant ni le seuil de 

déclanchement, ni le début des crises, semble pourtant limiter leur durée (Ziemann et al., 2008). 

L’activation des canaux ASIC1a par inhalation de CO2 semble un moyen détourné de raccourcir 

les crises en abaissant le pH au niveau cérébral. Cette baisse de pH réversible permet de maintenir une 

activation d’ASIC1a dans les neurones inhibiteurs durant la crise. D’un autre côté, la baisse du 

métabolisme du glucose dans l’hippocampe des patients épileptiques induit une up-régulation de la 

sous unité ASIC2a en supprimant l’expression du facteur de transcription CP2 (TFCP2), ce qui renforce 

l'excitabilité intrinsèque des neurones pyramidaux du CA1 (Cornus amonis). Ceci a pour conséquence 

d’augmenter la sensibilité aux crises des patients qui présentent une épilepsie du lobe temporal (Zhang 

et al., 2017). 
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5.3 Autres tissus 

Toutes les sous unités des canaux ASIC sont exprimés hors des tissus neuronaux, et sont 

retrouvés dans beaucoup de tissus dans des situations pathologiques ou physiopathologiques. Ils vont 

être retrouvés dans au niveau gustatif où les canaux ASIC2 participent à la détection du goût acide chez 

le rat (Ugawa et al., 2003), mais ne semblent pas nécessaire chez la souris (Richter et al., 2004).  

Chez l’homme il existe un type de « délétions naturelles » des canaux ASIC dans les cellules 

gustatives, aboutissant à une agueusie acide (absence de perception du goût acide). Il est intéressant 

de noter que ce défaut de perception n’affecte pas les autres modalités du goût, comme le sucré, salé 

et l’amertume (Huque et al., 2009). Ces résultats suggèrent que la modalité de la perception du goût 

acide est indépendante des autres modalités.  

On retrouve aussi ASIC2 & 3 au niveau de la rétine, où ils sont impliqués dans la protection 

contre la dégénérescence (Ettaiche et al., 2004, 2009). Le canal ASIC3 est aussi présent dans les cellules 

ciliées de la cochlée (Hildebrand et al., 2004), où la délétion chez les souris provoque un déficit 

d’audition. Ce déficit d’audition se retrouve à la fois chez la mère qui n’entends plus les cris des 

souriceaux dans les ultrasons et basse fréquences (4-32KHz), et chez les souriceaux qui subissent une 

altération de leur développement social (Wu et al., 2009). 

Les canaux ASIC sont présents dans les cellules du système immunitaires où ils vont réguler 

différentes fonctions selon le type cellulaire ; ASIC1-3 vont être impliqué dans l’activation des 

lymphocytes T par les cellules dendritiques (Tong et al., 2011), ASIC1 & 3 dans la phagocytose des 

macrophages (Kong et al., 2013), ASIC1a dans la communication des astrocytes dans la barrière hémato 

encéphalique (Yang et al., 2016), ASIC1 & 2a dans la modulation de la myéline et la clairance des débris 

par la microglie (Yu et al., 2015), ou encore ASIC1 dans la myélinisation et la communication microgliale 

(Foster et al., 2021; Yu et al., 2015).  

Les canaux ASIC sont notamment exprimés, sans distinction dans certaines cellules cancéreuses 

particulièrement virulentes et sont impliqués dans la prolifération et la migration de ces cellules (Tian 

et al., 2017; Wang et al., 2021; Zhou et al., 2017). De façon générale ils semblent aussi impliqués dans 

les dégâts secondaires dus à une ischémie, où l’activation d’ASIC1a induit un influx calcique, et provoque 

l’apoptose cellulaire dans le rein (Song et al., 2019) ou le cœur (Redd et al., 2021). L’inhibition d’ASIC1a 

par la toxine PcTx1 permet de réduire les dégâts tissulaires induits par ces situations ischémiques. 
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De plus, les canaux ASIC1-3 sont présents dans les cellules musculaires lisses des artères 

cérébrales, pulmonaires et carotidiennes. Tandis qu’ASIC2 semble jouer un rôle dans le tonus 

myogénique en association avec les β- et γ-ENaC, en agissant comme mécanosenseur (Gannon et al., 

2008), ASIC1a grâce à sa perméabilité calcique (cf. Chapitre 4.1), a été décrit comme acteur de la 

vasoconstriction, du remodelage vasculaire et de l’hypertrophie ventriculaire associés à l'hypertension 

pulmonaire induit par hypoxie chronique (Jernigan, 2015).  
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Tableau 4 : Expression tissulaire et rôles physiologiques et physiopathologiques des canaux ASIC chez les 
mammifères.  
(Adapté et complété d’après Foster et al., 2021; Sheng et al., 2021; Tian et al., 2017; Wu et al., 2017; 
Zhou et al., 2017)  
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6. Pharmacologie et régulateurs des canaux ASIC 

6.1 Protéines partenaires 

Les canaux ASIC présentent des extrémités N- et C-terminales intracellulaires, dont les 

séquences possèdent des sites d’interactions avec d’autres protéines. Ces interactions ont pour 

certaines déjà été décrites, avec de multiples effets allant de la maturation de la protéine, sa 

dégradation, son expression et sa localisation jusqu’à son gating (Cullinan et al., 2021; Zha, 2013). 

Ces interactions protéine-protéine peuvent se faire de manière directe avec les extrémités du 

canal, ou bien indirecte via d’autres partenaires protéiques pour former des complexes multi 

protéiques, intégrant parfois d’autres canaux ioniques. En bref, les canaux ASIC, comme beaucoup de 

canaux ioniques, ne sont jamais seuls et leurs interactions avec d’autres protéines produisent de 

nombreux effets qui sont résumés dans le Tableau 5.  

Les protéines intracellulaires agissant de pair avec les canaux ASIC, sont majoritairement des 

protéines accessoires. La majorité interagissent directement avec les canaux ASIC via le motif PDZ 

présent dans l’extrémité C-terminale, comme PSD-95, CIPP, NHERF1 & 2, Lin7-B ou encore PICK1 (Anzai 

et al., 2002; Baron et al., 2002; Cullinan et al., 2021; Deval et al., 2004, 2006). 

Les domaines PDZ présents sur les canaux ASIC sont identiques pour ASIC1 et ASIC2, mais 

différents de celui d’ASIC3 ce qui expliquerait les différences de modulation entre les différentes sous 

unités ASIC par la même protéine. Les canaux ASIC natifs sont rarement des homomères, ajoutant plus 

de possibilités de modulation par les protéines partenaires.  

En effet, ASIC3 n’est pas capable d’interagir seul avec PICK1, mais l’hétéromérisation avec 

ASIC2b que l’on retrouve dans les neurones sensoriels, confère la possibilité à la sous unité ASIC3 d’être 

modulée par PICK1 associée à ASIC2b, procurant une sensibilité à la PKC au canal hétéromérique (Deval 

et al., 2004). Ce mécanisme est retrouvé pour d’autres protéines évoquées dans le Tableau 5. 

Comme abordé précédemment certaines protéines comme la stomatine, et les STOML1 & 3, 

semblent contribuer au rôle possible des canaux ASIC dans la mécano sensibilité (Brand et al., 2012; 

Lapatsina et al.; Price et al., 2004). Les protéines du cytosquelette semblent être elles aussi de bons 

candidats dans la participation à la mécanosensibilité des canaux ASIC (Cheng et al., 2018).  
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A l’heure actuelle les modalités nécessaires à l’activation directe ou indirecte des canaux ASIC 

par des stimuli mécaniques restent floues, et des travaux restent encore à venir sur le sujet. Néanmoins, 

il parait indéniable que l’implication des canaux ASIC dans la mécanosensitivité est présente. 

Certains travaux portant sur les interactions des canaux ASIC avec des partenaires protéiques, 

se sont orientés sur l’association avec d’autre canaux ioniques. Ces travaux ont suggéré des interactions 

avec différents canaux possibles comme les canaux GABA-A (Zhao et al., 2014), 5HT3-R (Su et al., 2018), 

P2X (P2X3 & 5) (Birdsong et al., 2010; Stephan et al., 2018), ENaCα (Trac et al., 2017), BKCa (Petroff et al., 

2008), Kv1.3 (Petroff et al., 2012) et CFTR (Su et al., 2006). Bien que ces travaux méritent d’être 

approfondis, ils offrent des perspectives pour de nouveaux rôles et régulations des canaux ASIC en 

association avec d’autres canaux ioniques. 
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Tableau 5 : Modulation des canaux ASIC par des protéines partenaires.  
Résumé des effets sur les canaux ASIC (Adapté et complété d’après Cullinan et al., 2021; Zha, 2013; Zhao 
et al., 2014; Su et al., 2006, 2018; Trac et al., 2017; Birdsong et al., 2010; Petroff et al., 2008, 2012; 
Stephan et al., 2018). 

6.2 Modulateurs exogènes  

Depuis la découverte des canaux ASIC dans la superfamille des canaux ENaC/DEG, par 

homologie nous l’avons vu, l’amiloride est le premier inhibiteur identifié de ces canaux. Depuis la 

première publication décrivant les canaux ASIC, la recherche pharmacologique a eu le temps de 

progresser au fil des ans. Depuis de nombreuses molécules ont pu être découvertes et décrites. Il 

apparait que les modulateurs des canaux ASIC sont de nature variée, de l’ion pour le plus petit 

modulateur, jusqu’aux toxines d’animaux, en passant par des petites molécules synthétiques ou 

naturelles, et les lipides.  

Dans cette partie je brosserai un portrait des principaux modulateurs des canaux ASIC, et 

notamment des molécules auxquelles j’ai eu recours lors de ma thèse. La liste des principaux 

modulateurs couramment retrouvés dans la littérature est répertoriée dans le tableau 6, et le lecteur 

peut s’il le désire se référer à la revue de Baron and Lingueglia, 2015. 

Amiloride 

 L’amiloride est un médicament prescrit en cas d’hypertension artérielle et 

d’insuffisance cardiaque. Il s’agit d’un diurétique épargneur de potassium, qui agit de manière 

aspécifique sur la superfamille des canaux ENaC/DEG/ASIC, de façon réversible et avec une affinité assez 

faible. En effet, son action inhibitrice sur les canaux ASIC s’exerce aux concentrations de l’ordre du 

micro-molaire, avec une IC50 de 5 à 100µM selon les assemblages des canaux ASIC.  

De façon intéressante, la composante soutenue du courant ASIC3 n’est pas inhibée par 

l’amiloride (Besson et al., 2017). De plus ce composé à forte concentration (560µM) provoque une 

potentialisation des courants ASIC induit par acidification, et active les canaux ASIC3 homomériques et 

les hétéromères ASIC3+1b (Li et al., 2011).  
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Il a été montré par co-cristallisation que l’amiloride module les canaux ASIC en obstruant 

partiellement le pore du canal dans le vestibule extracellulaire (Baconguis et al., 2014). Cependant la 

découverte d’amiloride cristallisé dans la poche acide d’ASIC1a pourrait expliquer l’effet activateur de 

l’amiloride sur les canaux ASIC (Baconguis et al., 2014; Yu et al., 2011). De plus, il a été montré que cet 

effet activateur serait dépendant de l’intégrité du domaine de détection de ligands non protoniques, 

situé au niveau du domaine palme du canal ASIC3 (Li et al., 2011).  

GMQ 

Le 2-guanidine-4-méthylquinazoline (GMQ) est une molécule synthétique, possédant un groupe 

guanidinium et un noyau hétérocyclique. Il a été décrit comme activateur du canal ASIC3 à pH 

physiologique (i.e., 7,4) avec une EC50 de 1mM, et notamment capable de générer un courant soutenu 

non inactivant. Son effet serait porté par le domaine de détection de ligands non protoniques du canal, 

situé au niveau du domaine palme, également impliqué dans l’effet d’activation des canaux ASIC par 

l’amiloride à forte concentration (Besson et al., 2017; Yu et al., 2010, 2011).  

De manière générale le GMQ va provoquer un décalage acide de la courbe d’inactivation pH-

dépendante des canaux ASIC1a, 1b, 2a, et 3. Et dans le même temps va provoquer un décalage alcalin 

pour ASIC3 et acide pour ASIC1a et 1b, de la courbe d’activation pH dépendante du canal. Ainsi à pH 

physiologique le GMQ va provoquer un courant de fenêtre spécifique d’ASIC3. Ces effets spécifiques du 

GMQ selon les sous unités ASIC suggère un autre site d’interaction possible (Alijevic and Kellenberger, 

2012; Besson et al., 2017). 
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6.3 Toxines 

Les peptides de manière générale et particulièrement les toxines issues des venins, ont toujours 

été des sources riches de composés pharmacologiques agissant sur les canaux ioniques. A ce titre les 

canaux ASIC ne font pas exception à la règle. 

Psalmotoxine (PcTx1) 

La PcTx1 est un peptide de 40 acides aminés isolé du venin de la mygale sud-américaine 

Psalmopoeus cambridgei (Escoubas et al., 2000). A pH physiologique cette toxine est capable d’inhiber 

le canal ASIC1a et l’hétéromère ASIC1a+2b à une concentration de l’ordre du nanomolaire (Escoubas et 

al., 2000; Sherwood et al., 2011).  

Il provoque à l’inverse une activation du canal ASIC1b et ASIC1a+2a à plus forte concentration 

(100nM) (Joeres et al., 2016; Liu et al., 2018). Ces effets seraient dus au mode d’action de la toxine sur 

les canaux ASIC. Il a été montré que la PcTx1 se fixe au niveau de la poche acide du canal et ainsi stabilise 

son état fermé, ce résultat a été confirmé par co-cristallisation d’un complexe cASIC1a-PcTx1 (Salinas et 

al., 2006; Baconguis and Gouaux, 2012).  

Mambalgines 

Le groupe des mambalgines rassemblent 3 peptides, sobrement appelés mambalgine 1, 2 et 3, 

tous identifiés dans les fractions de venin du mamba noir Dendroaspis polylepis et la mambalgine 3 chez 

le mamba vert Dendroaspis angusticeps avec une abondance de moins d’1% dans la totalité du venin 

(Diochot et al., 2012; Baron et al., 2013). Ces trois mambalgines sont composés de 57 acides aminés 

dont seul un résidu diffère entre les trois peptides. Chacun d’eux ayant les mêmes propriétés on parlera 

dorénavant de la mambalgine sans distinction entre les trois peptides.  

La mambalgine est un inhibiteur des canaux ASIC1 homomériques (ASIC1a ou 1b) et des 

hétéromères contenant ASIC1+2, avec une affinité allant de 11 à 250nM. L’effet de la mambalgine serait 

dû à sa fixation dans la poche acide du canal, provoquant un shift de la courbe d’activation pH 

dépendante rendant le canal beaucoup moins sensible à l’acidification (Diochot et al., 2012). Son 

application dans les modèles de douleurs impliquant ASIC1a et/ou ASIC1b produit un effet analgésique 

fort (pour revue voir Baron and Lingueglia, 2015; Heusser and Pless, 2021). 
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APETx2 

Cette toxine de 42 acides aminés est issue de venin d’anémone de mer Anthopleura 

elegantissima (Diochot et al., 2004). APETx2 est capable d’inhiber les canaux ASIC3 homomériques avec 

une affinité de l’ordre de 50nM et plusieurs canaux hétéromériques contenant ASIC3 avec une affinité 

oscillant entre IC50117nM pour ASIC3+2b et IC502µM pour ASIC3+1a. Cette toxine est capable à la fois 

d’inhiber le courant transitoire d’ASIC3 mais aussi la composante soutenue à pH7,0 (Deval et al., 2011). 

Cependant la composante soutenue du courant ASIC3 à pH5,0 qui dépendent d’un mécanisme différent 

(vu dans la partie 4.3) n’est pas affectée par APETx2 (Diochot et al., 2004).  

Cette toxine n’est pas exclusivement spécifique à ASIC3, elle affecte d’autres canaux ioniques 

comme le Nav1.2 et Nav1.6 (Peigneur et al., 2012), et le canal potassique hERG (Kv11.1) (Jensen et al., 

2014). L’application d’APETx2 chez l’animal produit un effet analgésique réversible dans beaucoup de 

modèles de douleur (pour revue voir Dulai et al., 2021).  

MitTx 

Cette toxine a été identifiée et isolée à partir de venin de serpent corail du Texas Micrurus tener 

tener connu pour sa morsure provoquant une douleur violente. Cette toxine hétérodimérique est 

composée de deux sous unités associées de façon non covalente, MitTx-α de 60 acides aminés et MitTx-

β de 120 acides aminés. Ce peptide contrairement aux autres toxines décrites ici, induit un effet 

activateur sur les canaux ASIC et plus particulièrement les canaux homomériques ASIC1a et ASIC1b avec 

une forte affinité (EC50 9 et 23nM respectivement) et ASIC3 à plus forte concentration (EC50 830nM).  

La MitTx est aussi capable d’activer les canaux hétéromériques contenant ASIC1a (EC50 75nM) 

et de potentialiser les courants ASIC2a à la même concentration. Cette activation des canaux ASIC par 

la MitTx est particulièrement longue à laver (Bohlen et al., 2011). Ses domaines d’interaction avec le 

canal ASIC ont pu être mis au jour grâce aux expériences de co-cristallisation cASIC1a-MitTx (Baconguis 

et al., 2014).  

Il apparait que cette toxine interagit avec chacune des sous unités du canal ASIC, formant un 

contact depuis le poignet jusqu’au domaine de l’articulation et pouce. Ces travaux ont aussi permis 

d’avoir une structure cristallisée du canal à l’état ouvert, étant donné que cette toxine bloque les canaux 

ASIC dans cet état (Baconguis et al., 2014). Une injection de MitTx en intra plantaire in vivo chez la souris 

induit une douleur spontanée. Ce comportement douloureux est abolie chez les souris ASIC1a KO 

(Bohlen et al., 2011). 
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6.4 Modulateurs endogènes 

De nombreuses molécules endogènes associées à la douleur et à l’inflammation ont été décrites 

comme modulateurs des canaux ASIC. Parmi ces composés on retrouve des polyamines, des 

neuropeptides, des médiateurs inflammatoires et, plus récemment, des lipides. 

Amines et polyamines 

La découverte du GMQ, précédemment décrit, a donné lieu à un criblage des molécules 

associées pouvant agir sur le domaine de détection de ligands non protoniques des canaux ASIC. Il en 

est ressorti que dans ces modulateurs possibles certaines amines et polyamines étaient capables de 

moduler les canaux ASIC. L’agmatine et l’arcaïne son analogue, sont des polyamines endogènes 

initialement décrites comme inhibiteurs des récepteurs NMDA, qui sont capables d’activer les canaux 

ASIC3 et ASIC3+1b à pH physiologique à des concentrations assez élevées de 1-10mM (Yu et al., 2010).  

La spermine, un agoniste des récepteurs NMDA est capable quant à elle de potentialiser les 

canaux ASIC1 et ASIC1a+2a avec une concentration de l’ordre de 500µM (Babini et al., 2002; Duan et 

al., 2011). Enfin la sérotonine serait capable de potentialiser la composante soutenue des courants 

ASIC3 et ASIC3+1 (EC50 40µM). Bien qu’elles soient plus décrites comme modulateurs endogènes 

qu’activateur, du fait que la plupart du temps ces amines et polyamines ne sont pas retrouvés dans de 

telles concentrations in situ. Cependant il a été montré que les actions combinées de différents 

modulateurs peuvent avoir un effet synergique sur les canaux ASIC et nécessiterait donc une 

concentration moindre de chacun de ces composés dans un mélange. Ces observations renforcent l’idée 

que le canal ASIC3 serait un détecteur de coïncidence (Deval et al., 2008; Peng et al., 2015). 

ATP et lactate 

Ces composés sont retrouvés dans l’organisme à la suite d’une ischémie ou à un effort violent 

notamment dans le muscle. Lors de ces conditions nous l’avons vu le pH devient plus acide, il 

s’accompagne souvent de la production de ces deux médiateurs (Immke and McCleskey, 2001a, 2001b). 

L’acide lactique à un effet potentialisateur sur les canaux ASIC1a et 3, dont la potentialisation du courant 

soutenu d’ASIC3 pourrait être impliqué dans les phénomènes d’angine de poitrine (Immke and 

McCleskey, 2001b; Sutherland et al., 2001; Yagi et al., 2006). Cet acide lactique n’interagit pas 

directement avec les canaux ASIC qu’il module, il agit en chélatant les ions cationiques bivalents 

extracellulaires levant ainsi le blocage des canaux ASIC par le calcium. 
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Le cas de l’ATP est assez intéressant, du fait de son effet sur les complexes ASIC/P2X. Il aurait 

des effets dichotomiques selon le canal P2X avec lequel les canaux ASIC sont associés. Via l’interaction 

des canaux ASIC1a et 3 avec P2X5, l’ATP est capable de potentialiser les courants ASIC natifs en 

provoquant un décalage de la courbe d’activation vers des pH plus basiques (Birdsong et al., 2010; Light 

et al., 2008).  

En revanche, l’association des canaux ASIC1a, 2a et surtout ASIC3 avec P2X3 réduit fortement 

la sensibilité des deux canaux du complexe pour leur agoniste (protons et ATP respectivement). Ainsi 

les canaux ASIC3 associés à P2X3 produisent des courants plus faibles lors d’acidification, et P2X3 aussi 

en réponse à l’ATP. Dans ce cas, l’application d’ATP avec un pH acide réduit la réponse des canaux P2X3 

uniquement en présence d’ASIC3, alors que la réciproque n’est pas observée. Toutefois, l’application 

d’ATP en pH acide semble produire une hyperalgie cutanée chez le rat plus forte qu’à pH physiologique, 

suggérant une interaction additive des deux canaux produisant un effet algogène plus fort (Stephan et 

al., 2018). 

Activateurs lipidiques  

Comme je viens de l’évoquer dans la partie précédente, certains composés sont retrouvés en 

forte concentration dans l’inflammation. Parmi eux, certains lipides comme l’acide arachidonique (AA), 

et la lysophosphatidylcholine (LPC), qui sont des métabolites de l’homéostasie membranaire et sont 

produit lors de la dégradation de phosphocholine membranaire notamment. 

L’AA est capable de potentialiser les courants ASIC1a, 2a, 3 et les courants ASIC natifs à une 

concentration de 1-10µM (Smith et al., 2007). Cet effet est retrouvé pour un lipide proche de l’AA, 

l’anandamide, un composé cannabinoïde possédant la même chaine carbonée. Ces lipides agissent 

vraisemblablement de la même manière directement via le canal et non pas par une déformation de la 

membrane. Ils induisent un décalage de la courbe d’activation vers un pH plus alcalin et décalent le 

courant de fenêtre d’ASIC3 jusqu’à un pH proche du pH physiologique (Deval et al., 2008).  

La LPC, un lipide retrouvé en forte concentration dans les liquides synoviaux de patients 

souffrant de douleurs articulaires chroniques, a été décrit comme activateur direct du canal ASIC3 à pH 

physiologique dans le même ordre de concentration que l’AA. La LPC induit donc une potentialisation 

des courants ASIC3 induit par acidification (1-10µM) et produit un courant non inactivant à pH7,4 (5-

10µM). De plus sa co-injection intraplantaire chez l’animal avec de l’AA, induit une douleur spontanée 

en aiguë, réduite en présence d’amiloride ou APETx2, et chez les souris ASIC3 KO (Marra et al., 2016). 

Les effets des activateurs lipidiques seront plus détaillés dans le chapitre suivant qui leur est 

entièrement consacré. 
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Tableau 6 : Principaux modulateurs des canaux ASIC.  
(Adapté et complété d’après Baron and Lingueglia, 2015). 
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III. Les activateurs lipidiques des canaux ASIC  

1. Structure et caractérisation 

Les différents activateurs lipidiques des canaux ASIC sont des médiateurs issus de la dégradation 

des lipides constituant la membrane lipidique des cellules. Parmi ceux que je détaillerai, nous retrouvons 

l’acide arachidonique (AA), la lysophosphatidylcholine (LPC), le facteur d’activation plaquettaire (PAF), 

et son précurseur le LysoPAF. Parmi ces lipides nous pouvons les classer en 3 sous types : les acides gras 

polyinsaturés (PUFA), les ester-lipides ou plus précisément les acyl-lipides, et les éther-lipides ou plus 

précisément encore les alkyl-lipides. 

1.1 Découverte et caractérisation  

C’est en 1847 que Théodore Nicolas Gobley décrit une matière phosphorée issue de tissus 

cérébraux et d’œufs de carpe. Il décrit ainsi la structure chimique de cette substance et l’appellera alors 

lécithine, dérivé à l’origine du mot grec « lekithos » (λεκιθος, jaune d’œuf). C’est en 1862 qu’Adolph 

Strecker, travaillant sur la caractérisation de la bile de porc et de bœuf, découvrit que la lécithine de la 

bile une fois bouillie générait un nouveau produit chimique azoté. Il nomma cette substance choline 

dérivé du mot grec « chole » (χολή, bile). C’est en 1874 par Gobley lui-même que cette substance initiale 

de lécithine fut caractérisée chimiquement comme étant de la phosphatidylcholine (PC) (Zeisel, 2012). 

Les PC font partie des glycérophospholipides (GPL) membranaires les plus abondant des cellules 

animales et végétales, et forment un réservoir important de seconds messagers lipidiques. La LPC, 

autrefois appelé lysolécithine, est le dérivé de ces PC par clivage de l’acide gras présent en position sn2 

du noyau glycérol via la PLA2 et/ou du transfert des AG au cholestérol libre par la lécithine-cholestérol 

acyltransférase (LCAT).  

La première étude qui décrit la présence de LPC en 1946 fait état de taux plasmatiques élevés 

dans des conditions pathologiques telles que l’arthrite rhumatoïde et la jaunisse, mais aussi en cas de 

grossesse (Kuzell and Davison, 1946). En 1960, la LPC est identifiée comme produit métabolique de PC 

hydrolysé par la phospholipase A de venin de serpents Crotalus adamanteus (Marinetti et al., 1960).  

  



70 
 

Les alkyl-lipides ont été eux découverts en 1909 par Charles Dorée, dans une extraction lipidique 

d’étoile de mer. Il s’est avéré qu’une partie des lipides extraits étaient non seulement non saponifiables, 

mais qu’en plus de cela ils se comportaient comme des alcools (Dorée, 1909). C’est en 1924 que Robert 

Feulgen et K. Voit découvrent des éther-lipides particuliers, les plasmalogènes (alkényl lipides 

présentant une liaison vinyl-éther) (Feulgen and Voit, 1924). Résultat repris quelques années plus tard 

en 1957 par Guido V Marinetti et Joseph Erbland, qui parviennent à isoler et caractériser des 

plasmalogènes à partir de cœur de porc (Marinetti and Erbland, 1957).  

Ces résultats ont permis de certifier que les éther-lipides n’étaient pas spécifiques seulement 

des animaux marins, ce qui a laissé le champ libre à de nouvelles études depuis lors dans la physiologie 

et la physiopathologie de ces lipides chez l’homme, et sur les mécanismes sous-jacents.  

C’est notamment en 1966, que J.F. Barbaro et N.J. Zvaifler décrivent une substance provoquant 

une libération d’histamine induite par l’antigène, via les plaquettes productrices d’anticorps chez le 

lapin dans le cadre d’anaphylaxie cutanée passive (Barbaro and Zvaifler, 1966). Par la suite en 1971 

Reuben P. Siraganian et Abraham G. Osler démontrent l’existence d’un « facteur soluble » capable 

d’activer les plaquettes (Siraganian and Osler, 1971).  

C’est enfin un an plus tard que le groupe de Jacques Benveniste pousse l’étude un peu plus loin, 

et met en évidence ce fameux facteur induisant l’agrégation plaquettaire et la sécrétion d’histamine par 

ces dernières chez le lapin. C’est grâce à ce rôle que cette molécule obtiendra son nom de facteur 

d’agrégation plaquettaire (PAF) (Benveniste et al., 1972). Ce sera 2 ans plus tard que le même groupe 

mettra en lumière la nature lipidique du PAF (Benveniste, 1974), et déterminera par la suite par 

différentes digestions que le PAF est un lipide assimilé à la LPC, et que leurs propriétés structurales 

étaient très similaires. 

Comme nous le verrons par la suite, le nom de PAF est finalement assez réducteur, car ses effets 

et ses actions au niveau physiologique et physiopathologique vont bien au-delà de ce rôle 

premièrement décrit. 
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1.2 Structure des lipides  

Pendant longtemps, il a rarement été fait de distinction entre les acyl-lipides et les alkyl-lipides 

alors que leurs rôles, fonctions et biodisponibilités sont bien différents. Les acyl- et alkyl-lipides 

partagent des caractéristiques communes. Leur structure est composée autour d’un squelette glycérol 

que ce soit pour les acyl-lipides ou les alkyl-lipides. Ils vont être présents sous forme de GPL et aussi 

dans le cas qui nous intéresse de lyso-phospholipide.  

Leur structure particulière va donner aux lyso-phospholipides (alkyl, acyl ou alkényl), une forme 

conique (contrairement aux phospholipides possédant deux chaines d’acide gras qui ont une forme 

cylindrique) présentant une « queue » non polaire et un groupement de « tête » en position sn3 

(Figure 8). Cette « tête » est principalement de la choline ou de l’éthanolamine, et dans une moindre 

mesure l’inositol, la sérine ou encore plus rarement la thréonine. Pour les lyso-lipides qui nous 

intéressent il s’agit d’une tête polaire choline. Cela les dote de propriétés semblables à celles des 

détergents. 

 

Figure 8 : Schéma des formes effectives des phospholipides.  
A gauche la phosphatydilcholine présentant une forme de cylindre. Au centre la lysophosphatydilcholine 
possédant un seul acide gras présentant une forme de cône. A droite la structure de l’acide arachidonique 
possédant quatre insaturations présentant une forme d’épingle à cheveux. 

  



72 
 

La LPC qui a pour précurseur métabolique les PC, n’a donc qu’un seul AG (en position sn1) sur 

son squelette glycérol via une liaison ester. Alors que pour le cas du PAF ou du lysoPAF qui ont pour 

précurseurs les alkyl-lipides, ils vont présenter la particularité de posséder une liaison éther en position 

sn1 du glycérol, en lieu et place d’une liaison ester dans le cas des acyl-lipides présentés plus loin. Ce 

qui induit par la même, la présence d’un alcool gras chez les alkyl-lipides à la place d’un acide gras pour 

les acyl-lipides.  

La géométrie du lyso-lipide est aussi en grande partie due aux propriétés de cette « queue » 

présente dans sa structure. La combinaison de la longueur et de la saturation de cette « queue » peut 

modifier les propriétés biophysiques ainsi que l’activité du lyso-lipide. Le PAF présente l’exacte même 

structure que son précurseur le lysoPAF, a la seule différence qu’il présente un groupe acétyle en 

position sn2, introduit par la PAF acétyle transférase et l’acétyle CoA. 

Les PC ou les alkyl-PC (comprenant alors les plasmanyl-PC contenant une liaison éther et les 

plasmenyl-PC possédant une liaison vinyl-éther) sont des constituants majoritaires des membranes 

cellulaires. A ce titre ils servent de précurseurs et vont avoir un rôle dans le stockage de second 

messagers lipidiques, car s’ils possèdent majoritairement en position sn1 du glycérol, des AG C16:0, 

C18:0 ou C18:1 (ou alcool gras dans le cas des alkyl-lipides) (Ford and Gross, 1989; Wallner and Schmitz, 

2011), ils présentent en position sn2 toutefois une composition riche en PUFA, et particulièrement en 

AA (C20:4 ; -6) ou en acide docosahexaénoïque (DHA ; C22:6 ; -3) (Braverman and Moser, 2012).  

L’AA et le DHA sont relargués lors du clivage des PC via la PLA2 (Yang et al., 1996). L’AA est un 

médiateur lipidique et il est lui-même précurseur des eicosanoïdes via les cyclooxygénases ou les 

lipoxygénases-5 & -15 (Sharma and McHowat, 2011; Johnson et al., 2020). Sa structure présente 4 

insaturations sous forme cis lui donnant une forme d’épingle à cheveux (Figure 8). Le DHA est lui aussi 

un précurseur, celui des docosanoïdes via les lipoxygénases-5 & -15 ou le cytochrome p450 (Pham and 

Bazan, 2021). 
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Figure 9 : Représentation 2D des structures des différents lipides activateurs des canaux ASIC.  
A. Représentation de l’AA, un PUFA (20:4). B. Représentation de la LPC, un acyl lyso-phospholipide avec 
une liaison ester entre le sn1 du glycérol et l’acide gras (ici du de l’acide palmitique (C16:0)), et une tête 
polaire phosphocholine en position sn3. C. Représentation du lysoPAF, un alkyl lyso-phospholipide 
analogue de la LPC avec une liaison éther entre le sn1 du glycérol et le palmitate. D. Représentation du 
PAF, un alkyl lyso-phospholipide résultant de l’acétylation du lysoPAF en position sn2 du glycérol. 
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2. Métabolisme et répartition 

2.1 Biosynthèse 

Les voies métaboliques des lipides qui nous intéressent, qu’il s’agisse d’acyl-GPL ou d’alkyl-GPL, 

trouvent leur origine en un précurseur commun, le glycérol-3-phosphate (G3P) (Figure 10 & 14). Cette 

voie commune débute donc par cette molécule présente dans le peroxysome, servant de base aux 

différents lipides possédant un squelette glycérol.  

La première étape est de retirer un hydrogène présent en sn2 du G3P pour générer du 

dihydroacétone phosphate (DHAP) via la G3P déshydrogénase. L’acétylation du DHAP en position sn1 

avec un acyl-CoA, sous l’action de la glycérone phosphate O-acyl transférase (GNPAT) va produire un 

acyl-DHAP. L’acyl-DHAP possédant à cette étape un AG va être le dernier précurseur commun aux voies 

métaboliques des acyl/alkyl-GPL (Figure 10 & 14).  

Concernant les acyl-GPL, la sortie de l’acyl-DHAP du peroxysome s’accompagne d’une 

réduction. Elle se produit via l’acyl/alkyl DHAP réductase produisant du 1-acyl-G3P, autrement connu 

sous le nom d’acide lysophosphatidique (LPA). La voie des alkyl-GPL, dont les étapes sont communes 

avec la voie des acyl-GPL jusqu’à l’acyl-DHAP, va subir une étape supplémentaire avant de sortir du 

péroxysome. En effet, l’acyl-DHAP va transférer son AG par un alcool gras, via l’alkyl glycérone 

phosphate synthase (AGPS), formant ainsi de l’alkyl-DHAP. Sa sortie du péroxysome va s’accompagner 

d’une réduction par la PexRAP pour former de l’alkyl-G3P (ou 1-O-alkyl-sn-G3P) (Figure 10 & 14). 

 

Figure 10 : La biosynthèse des éther- et ester-lipides dans le péroxysome.  
G3P, Glycérol-3-Phosphate ; G3PDH, G3P O-acyl transférase ; DHAP, Dihydroxyacétone-phosphate ; 
GNPAT, Glycérone phosphate O-acyl transférase ; AGPS, Alkyl glycérone phosphate synthase ; PexRAP, 
Alkyl/Acyl DHAP réductase ; LPA, Acide lysophosphatidique ; AG, Acide gras (D’après Dean and Lodhi, 
2018) 
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La suite de la biosynthèse des ester-lipides se poursuit par une insertion d’un AG en position 

sn2 du LPA, avec un acyl-CoA par l’intermédiaire de la 1-acyl-sn-glycérol-3-phosphate acyl transférase 

(AGPAT), produisant ainsi de l’acide phosphatidique. De cet acide phosphatidique, l’acide 

phosphatidique phosphatase va cliver le groupement phosphate présent en sn3 pour ainsi produire du 

diacylglycérol (DAG).  

Cette étape est réversible grâce à l’intervention d’une DAG kinase. A la suite de la formation du 

DAG, la choline phosphotransférase va venir greffer une tête phosphocholine en position sn3, formant 

ainsi de la phosphatidylcholine et plus précisément de la diacyl-phosphatidylcholine (1-O-Acyl-2-Acyl-

sn-PC), un lipide membranaire très abondant. Cette réaction peut être reversée par l’intervention d’une 

phospholipase C ou d’une phosphodiestérase afin de reformer du DAG, libérant ainsi un groupement 

phosphocholine (Figure 11 & 14). 

 

Figure 11 : Voie de biosynthèse et de dégradation de la LPC et de l’acyl-PAF.  
LPA, Acide lysophosphatidique ; AGPAT, Acyl glycérol-3-phosphate acyl transférase ; DAG, 
Diacylglycérol ; AG, Acide gras ; ROS, Espèces réactive de l’oxygène ; LCAT, Lécithine acyl transférase ; 
PLA2, Phospholipase A2 ; LPC, Lysophosphatidylcholine ; LPCAT, LPC acyl transférase ; PAF-AH, PAF 
acétylhydrolase ; LysoPLC, D, A1, Lyso phospholipase C, D, A1 ; ATX, Autotaxine ; MAG, Monoacylglycérol. 
(D’après Dean and Lodhi, 2018; Harayama and Riezman, 2018; Law et al., 2019). 

A partir de l’acyl-PC il va être possible de former de la LPC par l’action de différents acteurs. Le 

premier de ces acteurs est la PLA2, clivant l’AG gras présent en position sn2 de l’acyl-PC. Le second de 

ces acteurs est la lécithine acyl transférase (LCAT), qui va littéralement transférer l’AG présent en sn2 

sur un cholestérol libre dans le plasma, qui résulte en la formation de LPC et d’ester de cholestérol 

(Calabresi et al., 2012; Subbaiah et al., 1985).  

Le troisième acteur possible de cette étape métabolique n’est autre que les espèces réactives 

de l’oxygène (ROS) générées en situations pathologiques. Parmi ces ROS dérivés de l’H2O2, une espèce 

semble prépondérante dans le cas qui nous intéresse, l’acide hydrochlorique (HOCl). Cet acide a été 

décrit in vitro comme capable de générer de la LPC à partir de PC isolé (Arnhold et al., 2002).  
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Il semble également que dans les conditions testées les AG insaturés présent en position sn2 de 

l’acyl-PC, majoritairement de l’AA et du DHA in vivo, sont particulièrement sensibles à l’action des ROS. 

Ce qui suggère que cette voie de formation de la LPC par le HOCl et les ROS de manière plus générale, 

serait importante en situation d’inflammation (Figure 11 & 14) (Arnhold et al., 2002; Choi et al., 2011). 

À la suite de la formation de LPC, une dernière étape est effectuée via l’acétyltransférase, 

greffant un groupe acétyle en position sn2 de la LPC, formant de l’acyl-PAF. Cette réaction peut être 

reversée par la PAF-AH reformant alors de la LPC et libérant un groupe acétyle. Le pool de LPC est aussi 

la cible de différentes enzymes de dégradation, et chacune d’elle va produire des composés différents.  

Il existe la voie de la lyso-phospholipase D (lyso-PLD) et de l’autotaxine (ATX), qui dégradent la 

LPC en clivant sa tête choline pour reformer du LPA. La voie de la lyso-phospholipase C (lyso-PLC) va 

cliver directement la tête phosphocholine et produire du mono acyl glycérol (MAG). La 3ème voie fait 

intervenir une lyso-PLA1, produisant de la glycéro-phosphocholine et libérant de ce fait un AG (Figure 

11 & 14). 

A la sortie du péroxysome, la biosynthèse des éther-lipides prends place à partir de l’alkyl-G3P, 

une acyl transférase greffe un AG en position sn2 pour former de l’alkyl-acyl-G3P (ou 1-O-alkyl-2-acyl-

sn-G3P). Ensuite la voie enzymatique afin de produire de l’alkyl-acyl-PC (ou 1-O-alkyl-2-acyl-sn-PC) est 

sensiblement la même et emprunte les mêmes enzymes que pour produire de l’acyl-acyl-PC. A la 

différence près qu’un alcool gras est présent en position sn1 en lieu et place d’un AG (Figure 13 & 14). 

C’est ainsi que l’on se retrouve avec l’alkyl-acyl-PC, qui va subir l’action des PLA2 ou des ROS afin de 

produire du lysoPAF en retirant l’AG gras présent en sn2.  

Un autre procédé appelé transacylation peut avoir lieu à cette étape afin de produire du 

lysoPAF. En effet il est possible de faire intervenir une phospholipase/acytransférase (P/AT), qui va 

pouvoir transférer l’AG présent en sn2 du l’alkyl-acyl-PC, sur un lyso-GPL accepteur (Figure 12, 13 & 14). 

Ce lyso-GPL peut être de différentes natures, acyl-, alkyl- ou alkényl-lyso-GPL (dans le cas des alkényl-

lyso-GPL il s’agit souvent de plasmenyl éthanolamine), qui à la suite de cette étape métabolique 

reformera un GPL (Figure 12) (Blank et al., 1995; Harayama and Riezman, 2018; Kell et al., 2003; 

McHowat et al., 2001; Svetlov et al., 1997).  
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Figure 12. Biosynthèse du lysoPAF par transacylation.  
AG, Acide gras ; PLA2, Phospholipase A2 ; P/AT, phospholipase/acyltransférase (Adaptée d'après 
McHowat et al., 2001).  

Cette étape métabolique est réversible par la participation d’une acyl-transférase, venant lier 

un groupement acyl en sn2 du lysoPAF. Une fois le lysoPAF produit, il ne reste qu’une étape finale avant 

d’obtenir du PAF par l’action de l’acétyltransférase et plus précisément de la lysoPAF acétyltransférase, 

c’est ce que l’on appelle la voie par remodelage (Figure 13 & 14). La reformation du stock de lysoPAF à 

partir du PAF est possible via l’intervention d’une PAF acétylhydrolase (PAF-AH), inactivant ainsi le PAF 

et reformant un stock de son précurseur.  

Par cette voie il est possible aussi de produire de l’alkényl-PAF (ou plasmenyl-PAF). En faisant 

intervenir une Δ1 désaturase sur l’akyl-acyl-PC, cela génère de l’alkényl-acyl-PC (1-O-Alkényl-2-Acyl-sn-

PC). A partir de cette molécule, il est alors possible de continuer en suivant les mêmes étapes 

métaboliques de la biosynthèse du PAF, produisant alors de l’alkényl-lysoPAF, puis de l’alkényl-PAF 

(Gallego-García et al., 2019; Wallner and Schmitz, 2011; Werner et al., 2020). Une voie de dégradation 

spécifique des plasmenyl-lipides existe via le cytochrome c, qui possède une activité plasmalogénase 

lors de stress oxydatif, clivant spécifiquement la liaison vinyl-éther en position sn1 (Jenkins et al., 2018).    
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Figure 13 : Biosynthèse du PAF par la voie de novo et la voie de remodelage.  
AG, Acide gras ; ROS, Espèces réactive de l’oxygène ; PLA2, Phospholipase A2 ; PAF-AH, PAF 
acétylhydrolase ; P/AT, phospholipase/acyltransférase. (D’après Dean and Lodhi, 2018; Harayama and 
Riezman, 2018; Law et al., 2019; Lordan et al., 2019a; Rangholia et al., 2021). 

Il existe une seconde voie de biosynthèse appelée synthèse de novo, qui prends comme origine 

la molécule d’alkyl-G3P. A partir de cette molécule, via l’action d’une acétyltransférase la cellule forme 

de l’alkyl-acétyl-G3P (ou 1-O-alkyl-2-acétyl-sn-G3P), qui peut être reversé par l’action d’une 

acétylhydrolase. L’étape suivante consiste à retirer le groupement phosphate présent sur l’alkyl-acétyl-

G3P par l’intervention d’une phosphatase, formant ainsi de l’alkyl-acétyl-glycérol (ou 1-O-alkyl-2-acétyl-

sn-Glyérol).  

La dernière étape avant de former du PAF est d’ajouter un groupement de tête phosphocholine 

via la choline phosphotransférase. Le PAF ainsi formé entre dans la voie du remodelage permettant à la 

cellule de réguler la balance PAF/lysoPAF, et de conserver en permanence un stock de lysoPAF (Figure 

13 & 14). 
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Figure 14 : Ensemble des voies métaboliques simplifiées de l’acyl-PAF et de l’alkyl-PAF chez les 
mammifères.  
Voies métaboliques de synthèse, remodelage et dégradation de l’alkyl-PAF et acyl-PAF. Les cofacteurs 
ont été omis pour plus de simplicité. G3P, Glycérol-3-Phosphate ; G3PDH, G3P O-acyl transférase ; DHAP, 
Dihydroxyacétone-phosphate ; GNPAT, Glycérone phosphate O-acyl transférase ; AGPS, Alkyl glycérone 
phosphate synthase ; PexRAP, Alkyl/Acyl DHAP réductase ; LPA, Acide lysophosphatidique ; AGPAT, Acyl 
glycérol-3-phosphate acyl transférase ; DAG, Diacylglycérol ; AG, Acide gras ; ROS, Espèces réactive de 
l’oxygène ; LCAT, Lécithine acyl transférase ; PLA2, Phospholipase A2 ; LPC, Lysophosphatidylcholine ; 
LPCAT, LPC acyl transférase ; PAF-AH, PAF acétylhydrolase ; P/AT, phospholipase/acyltransférase ; 
LysoPLC, D, A1, Lyso phospholipase C, D, A1 ; ATX, Autotaxine ; MAG, Monoacylglycérol. (D’après Dean 
and Lodhi, 2018; Harayama and Riezman, 2018; Lordan et al., 2019; Rangholia et al., 2021). 
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2.2 Régulation de la biosynthèse 

Il est important de noter que la voie de synthèse par remodelage est considérée comme la voie 

de production pro-inflammatoire du PAF dans les cas d’inflammation aiguë et chronique. Et à contrario 

la voie de synthèse de novo du PAF est une voie activée de façon constitutive, responsable du maintien 

du taux basal du PAF (Venable et al., 1993). La dernière étape de chaque voie de biosynthèse du PAF 

est limitée par la disponibilité et l’activité des enzymes mais aussi de la disponibilité de leurs substrats.  

Dans le cas de la voie de synthèse de novo (Figure 13 & 14), le substrat est la cytidine-

diphosphate-choline (CDP-choline) qui apporte le groupement phosphocholine, afin qu’il soit transféré, 

comme nous l’avons vu, sur l’alkyl-acétyl-glycérol lors de l’étape finale de la biosynthèse du PAF. Cette 

CDP-choline est produite par la CTP : choline cytidylyltransférase à partir de la phosphocholine et de la 

cytidine-triphosphate (CTP) et est considérée comme l’étape limitante. 

 L’étape finale de la voie de synthèse de novo du PAF, mais aussi de la formation de PC, est donc 

sous le contrôle direct de la CTP:choline cytidylyltransférase, ce qui souligne d’autant plus l’importance 

de cette étape limitant la vitesse de biosynthèse du PAF et du PC (Blank et al., 1988). De plus il a été 

reporté que la choline phosphotransférase, la dernière enzyme de la voie de novo, semble avoir son 

activité régulée positivement dans des conditions inflammatoires chroniques. Ce qui par conséquent 

produit une hausse des niveaux basaux de PAF (Detopoulou et al., 2009; Tsoupras et al., 2007, 2012).  

En ce qui concerne la voie du remodelage du PAF, la réaction est catalysée par la lysoPAF 

acétyltransférase, à partir de lysoPAF avec de l’acétyl-CoA. Cette acétyltransférase semble être régulée 

par phosphorylation par la protéine kinase C dans le tissus nerveux et les leucocytes (Hayashi et al., 

1991). Cependant dans les autres tissus, d’autres kinases pourraient être impliquées à leur tour, comme 

la protéine kinase A (Nieto et al., 1988), la Ca2+-calmoduline protéine kinase (Domenech et al., 1987), et 

la p38 MAPK (Nixon et al., 1999; Shindou et al., 2007).  

De plus il est maintenant reconnu que l’acétyltransférase est capable non seulement de 

métaboliser le lysoPAF en PAF mais aussi la LPC en acyl-PAF (Lee, 1985; Wang and Tontonoz, 2019). Une 

voie alternative de genèse du lysoPAF est possible par trans-acylation. Cette alternative fait intervenir 

le lyso-alkényl-éthanolamine, précédemment produit à partir de plasmalogènes éthanolamine par la 

PLA2, et agit comme accepteur de groupement acyl de l’alkyl-acyl-PC. La production de facteurs 

inflammatoires va augmenter la quantité de plasményl-éthanolamine, et par conséquent de lyso-

plasményl-éthanolamine.  
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Ces réactions mènent à une production accrue de lysoPAF, promouvant ainsi la voie de 

remodelage du PAF (Blank et al., 1995; Collado et al., 2003; Kell et al., 2003; McHowat et al., 2001) 

Dans un autre cas pathologique, lors d’une infection, la lysoPAF acétyltransférase va à nouveau 

jouer un rôle de régulation. En effet, cette enzyme à la particularité d’avoir le lysoPAF et de l’acétyl-CoA 

ou arachidonoyl-CoA comme substrat, et donc de posséder à la fois une activité acyl-transférase et 

acétyltransférase (Shindou et al., 2007). En condition de repos l’enzyme va favoriser l’arachidonoyl-CoA 

afin de produire de l’alkyl-acyl-PC, un lipide membranaire qui va servir de précurseur de lysoPAF en cas 

d’inflammation.  

C’est justement en cas d’inflammation aiguë, par activation du toll like receptor 4 (récepteurs 

des lipopolysaccharides) puis des voies p38 MAPK et JNK, que la lysoPAF acétyltransférase va préférer 

l’acétyl-CoA comme substrat, et ainsi augmenter la production de PAF (Shindou et al., 2007). Dans ces 

conditions les cellules vont produire du PAF mais aussi de l’acyl-PAF, moins affin pour le PAFR. Pour 

contrôler ce ratio les cellules vont produire une lysophospholipase de type A1 intracellulaire afin que la 

LPC soit dégradé en épargnant le lysoPAF qui possède alors une liaison éther en sn1 (Nakagawa et al., 

1992; Sturk et al., 1989). 

La concentration calcique intracellulaire est aussi un facteur important dans la régulation de la 

biosynthèse du PAF. Une concentration calcique intracellulaire de l’ordre du micro molaire permet à 

l’acétyltransférase, à la PLA2 cytoplasmique (cPLA2) et à la PLA2 sécrétée (sPLA2) d’être plus actives et 

de fournir une contribution plus importante dans la biosynthèse du PAF mais aussi de la LPC 

(Francescangeli et al., 2000).  

Une autre importance majeure entre les deux voies de biosynthèse du PAF est le coût 

énergétique. La voie de novo a elle besoin d’ATP et de CTP, alors qu’à contrario la lysoPAF 

acétyltransférase est inhibée en présence d’ATP (Baker and Chang, 1994; Francescangeli et al., 2000). 

Ces résultats suggèrent que dans des conditions de faible énergie cellulaire, comme dans le cas d’une 

ischémie, la raréfaction de l’ATP et l’augmentation de la concentration de calcium intracellulaire favorise 

la voie de biosynthèse par remodelage du PAF plutôt que la voie de novo (Francescangeli et al., 2000). 

La PAF-AH est semble-t-il une enzyme primordiale dans le contrôle de la concentration de PAF. 

Il en existe trois isoformes, la PAF-AH (I), la PAF-AH (II) et la PAF-AH plasmatique autrement appelé PLA2 

associée aux lipoprotéines (lp-PLA2). La PAF-AH (II) et la PAF-AH plasmatique sont capables de cliver le 

groupe acétyle présent en sn2 du PAF mais aussi de l’acyl-PAF (Kono and Arai, 2019).  
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Les PAF-AH (I) et (II) sont intracellulaires et sont nécessaires au contrôle de la concentration en 

PAF en contrebalançant la production continue de ce dernier. La forme plasmatique est responsable 

quant à elle du contrôle des niveaux de PAF extracellulaire (Kono and Arai, 2019). Cela permet le 

maintien de la concentration en PAF nécessaire aux fonctions physiologiques tout en évitant son 

accumulation qui serait quant à elle délétère. 

2.3 Répartition dans l’organisme 

Pour comprendre l’importance des médiateurs lipidiques, il est important de comprendre d’où 

ils viennent et comment ils sont générés. Tout commence par la biodisponibilité des lipides eux-mêmes 

au sein des cellules. D’après le long répertoire lipidomique, les cellules eucaryotes investissent 

beaucoup de leurs ressources dans la genèse de cette diversité lipidique. Selon la maxime de biologie 

fondamentale « la structure sert la fonction », cela expliquerait pourquoi la répartition de ces nombreux 

lipides n’est pas homogène dans l’entièreté de l’organisme. Leur grande diversité va différer d’un 

organe à l’autre et va conférer une spécialisation et un rôle spécifique selon chacune de leur 

composition. 

Les principaux constituants des membranes sont des acyl-GPL, ils diffèrent entre eux par le 

groupement de tête comme nous l’avons explicité dans la partie sur la structure. Les lipides qui nous 

intéressent descendent en majorité des PC, et dans le cas des PAF et lysoPAF ils peuvent en partie 

provenir de la métabolisation des plasmenyl-éthanolamines (ou plasmalogènes éthanolamines). Ces 

derniers représentent à eux seuls plus de 50% des lipides de la membrane des cellules eucaryotes (van 

Meer et al., 2008).  

En plus de leur grande diversité de groupement de tête, les acyl-GPL présentent entre eux une 

diversité d’assemblage d’AG. Par exemple, a répartition de ces AG dans le groupe des PC n’est pas 

homogène, et on retrouvera des profils lipidiques différents selon la structure étudiée. Ainsi, on 

retrouvera majoritairement du PC(C16:0-18:1) dans le cerveau, du PC(16:0-16:0) dans les poumons, du 

PC(16:0-18:2) dans le foie, ou encore une majorité de PC(C16:0-22:6) dans le cœur (Figure 15) 

(Harayama and Riezman, 2018). 
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Figure 15 : Diversité de composition et répartition des différentes espèces de phosphatydilcholine. 
(Figure modifiée d’après Harayama and Riezman, 2018). 

Les alkyl-GPL possèdent la même richesse d’assemblage que leur homologue acyl-GPL, avec 

toutefois une répartition et des rôles différents. En effet, on considère de manière générale que les 

éther-GPL ne représentent que 20% des phospholipides totaux. Les taux les plus importants de ces 

lipides sont retrouvé dans le cœur, le cerveau, la rate, les muscles squelettiques, les reins et les globules 

blancs (Braverman and Moser, 2012; Dean and Lodhi, 2018). 

L’hydrolyse des GPL et particulièrement des PC, induite par la signalisation produit des 

messagers lipidiques. Parmi ces messagers nous retrouvons la LPC et le lysoPAF, qui du fait de leur perte 

de leur AG en sn2, vont facilement quitter la membrane et générer de l’AA ou du DHA majoritairement. 

L’AA est lui-même un médiateur avant même sa métabolisation, et induit des effets biologiques à une 

concentration de l’ordre de 1-10µM. Cependant en conditions pathologiques sa concentration peut très 

vite augmenter à 50-100µM, et jusqu’à 500µM dans certaines conditions (Pompeia et al., 2003).  

Les profils de la LPC et du lysoPAF sont quelque peu différents de leurs précurseurs. La LPC par 

exemple est présent dans le plasma humain à une concentration de 140-150µM en condition 

physiologique (Subbaiah et al., 1985; Rabini et al., 1994; Kim et al., 2007). La LPC est principalement lié 

à l’albumine et la partie restante est liée aux lipoprotéines (Gillett and Besterman, 1975; Taylor et al., 

2007). Toutefois la balance LPC libre/LPC liée peut-être altérée en situation physiopathologique, comme 

dans des cas d’inflammation ou de mort cellulaire, soit en augmentant la production de LPC ou bien en 

diminuant les concentrations des séquestrants de la LPC (Andreoli et al., 1973; Joles et al., 1997; Vuong 

et al., 1999, 2001, 2003; Lauber et al., 2003).  
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C’est le cas notamment dans de nombreuses pathologies comme la maladie l’Alzheimer, les 

pathologies cardiaques et vasculaires (crise cardiaque, AVC), les pathologies inflammatoires 

(ostéoarthrite, hépatite, jaunisse et cirrhose du foie, obésité), le diabète ou encore certains cancers 

(Engel et al., 2021; Knuplez and Marsche, 2020; Liu et al., 2020; Law et al., 2019). La perturbation de 

cette balance de LPC libre/LPC lié semble associée à un risque accru de mortalité.  

Le PAF quant à lui ne semble être présent qu’à faible concentration et de manière ponctuelle. 

En effet, dans une étude récente sur l’urticaire, la concentration de PAF plasmatique a été mesurée 

chez des patients sains à une concentration moyenne de 6,22nM (3256.4pg/ml) (Ulambayar et al., 

2019). 

Une autre étude a quant à elle mesuré le temps de demi-vie de 10nM de [3H]PAF dans le plasma 

ou le sang de sujets sains, qui serait d’environ 5 minutes. Cependant il est intéressant de noter que ce 

temps de demi-vie ne prend en compte que la disparition de [3H]PAF dans l’échantillon. Par conséquent 

on ne sait pas si cette disparition rapide de PAF est due à son catabolisme ou de sa redistribution dans 

les tissus environnant. 

Le PAF agissant comme messager intercellulaire il peut facilement disparaitre de la circulation 

sanguine sans pour autant être dégradé. De plus concernant la dégradation, en supplément de la 

déacétylation du PAF par la PAF-acétylhydrolase (PAF-AH) pour reformer un pool de son précurseur le 

lysoPAF, il existe d’autres voies de catabolisme impliquant les phospholipases C, D et A1 (Law et al., 

2019).  

Cependant un bémol est à souligner, il faut prendre en considération que les effets observés 

sont grandement dépendants de la présence ou l’absence de séquestrant des médiateurs lipidiques. De 

plus dans certains cas de préparations commerciales il a été reporté des contaminations d’échantillons 

de la LPC et de lysoPAF avec du PAF (Marathe et al., 2001).  

Enfin il est nécessaire d’aborder les travaux réalisés avec pragmatisme, il n’est pas rare que ces 

différents lipides très proches les uns des autres au niveau structural soient rassemblés sous la même 

bannière. De ce fait certains travaux associent des effets à un de ces lipides alors qu’il s’agit d’un 

ensemble de lipides n’ayant pas tous la même fonction et/ou action. 
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3. Fonctions cellulaires 

3.1  PAF 

Le PAF est premièrement et majoritairement décrit comme médiateur inflammatoire produit 

par de nombreuses cellules du système immunitaires, les neutrophiles, les éosinophiles, les 

macrophages mais aussi les cellules endothéliales et les plaquettes (Triggiani et al., 1991). La 

signalisation du PAF débute par la liaison du PAF à son récepteur (PAFR). Ce récepteur joue un rôle 

central dans les réponses physiologiques et physiopathologiques du PAF (Figure 16) (Honda et al., 2002; 

Ishii et al., 2002; Prescott et al., 2000).  

Il s’agit d’un récepteur à sept domaines transmembranaires couplé à des protéines G, fortement 

exprimé par les cellules du système immunitaire inné et du système cardiovasculaire (Montrucchio et 

al., 2000). L’initiation de la voie de signalisation du PAF par liaison à son récepteur va activer la protéine 

Gq associée, et produire par quelques intermédiaires du DAG, de l’IP3 et une augmentation de calcium 

intracellulaire (Figure 16).  

Cette hausse de calcium va à activer la PLA2 cytosolique, et produire des lyso-lipides précurseurs 

du PAF, libérant du même coup de l’AA et du DHA, eux même substrats des eicosanoïdes et des 

docosanoïdes. De plus juxtaposée à cette protéine Gq, une protéine Gi liée au PAFR vient inhiber 

l’adénylate cyclase et donc la conversion d’ATP en AMPc (Figure 16). Cela a pour conséquence de 

prévenir l’activation de la PKA et des effets anti-inflammatoires associés.  

Il résulte de cette voie du PAF/PAFR une amplification de la réponse inflammatoire initiale et 

une augmentation de la production de PAF ainsi que l’expression de gènes pro-inflammatoires. Plus 

concrètement au niveau cellulaire cela va induire l'activation et l'agrégation des plaquettes et des 

leucocytes et favorise l'adhésion, la motilité, la chimiotaxie, l'invasion, la migration des leucocytes et 

des plaquettes, la génération de ROS et la formation de PAF. 
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Figure 16 : Schéma simplifié illustrant les principales voies de signalisation pro-inflammatoires induite 
par la liaison du PAF à son récepteur (PAFR).  
Ces voies sont initiées par la liaison du PAF au PAFR sous certains stress ou stimuli. Ces cascades 
moléculaires sont impliquées dans le développement de troubles inflammatoires chroniques (Figure 
modifiée d’après Lordan et al., 2019a). 

Outre son rôle majeur dans l’inflammation, le PAF possède d’autres rôles assez inattendus, 

notamment dans la biologie de la reproduction. Il intervient dans la reproduction chez les femelles où il 

participe à l'ovulation, la fécondation, la préimplantation, l'implantation et la parturition. Dans le 

pendant masculin on retrouve du PAF dans les spermatozoïdes où il interviendrait dans la mobilité de 

ces derniers (Angle et al., 1993; Kumar and Sharma, 2005; Minhas et al., 1989; O’Neill, 2005). 

Dans le SNC, on retrouve à la fois la présence du PAF sécrété par les cellules neuronales et de 

son récepteur (Domingo et al., 1988; Sogos et al., 1990). L’activité cérébrale du PAF ne se cantonne pas 

à son effet inflammatoire, apoptotique et neurotoxique, il lui est imputé d’autres rôles dont certains 

effets neurotrophiques (Goracci et al., 2009; Liu et al., 2017). Dans la transmission synaptique par 

exemple, il est impliqué dans la genèse de la potentialisation à long terme (LTP) où il a été montré qu’en 

présence d’antagoniste du PAFR, cette dernière était bloquée ou grandement réduite (Arai and Lynch, 

1992).  
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De plus le nombre de PA générés lors de la stimulation haute fréquence (HFS) se retrouve 

augmenté par deux en présence de 100nM de PAF (Wieraszko et al., 1993). L’effet du PAF sur la HFS est 

causé par l’augmentation de calcium qu’il induit lors de son relargage. Cette augmentation de calcium 

à son tour va augmenter la voie de remodelage du PAF et produire encore plus de PAF. 

Même si très peu de travaux ont été mené sur le PAF en électrophysiologie, quelques-uns 

semblent attribuer au PAF la capacité de moduler l’activité cellulaire en interagissant directement ou 

indirectement avec des canaux ioniques. C’est notamment le cas des canaux TREK-1 et TRAAK qui sont 

activés par la LPC18:1, le PAF16:0 et le lysoPAF16:0, en imitant l'effet de l'étirement membranaire, ce 

qui en font des activateurs des canaux K2P TREK-1 et TRAAK (Maingret et al., 2000).  

C’est encore le cas du canal chlore calcium dépendant ClC-3 qui est exprimé dans les cellules de 

l’épithélium intestinal, qui une fois activé par le PAF va induire une acidose intracellulaire. Cette acidose 

intracellulaire va à son tour provoquer l’activation de la caspase 3 conduisant à une apoptose cellulaire 

(Claud et al., 2008).  

De façon indirecte, le PAF par son interaction avec son récepteur serait capable d’induire un 

relargage calcique intracellulaire. Cela a pour conséquence de réguler l’activation des canaux 

potassiques calcium dépendant des cellules lymphoblastoïdes B humaine (Di Berardino et al., 1993). Par 

une action similaire, le PAF est capable de moduler l’excitabilité des myocytes par l’inhibition d'un canal 

K+ à deux domaines de pores, et plus exactement le canal potassique de fond sensible à l'acide (TASK-

1). Ce canal une fois inhibé par une voie intracellulaire dépendante de la PKC, va rendre les myocytes 

hyperexcitables et provoquer une activité arythmogène dans le cœur sein (Barbuti et al., 2002).  

Dans les neurones toutefois, le PAF à un rôle neurotrophique particulier. En effet, dans le cas 

de neurones en cultures ou de cultures primaires de neurones de rat, il induirait la différenciation 

morphologique neuronale et l’extension des neurites (Kornecki and Ehrlich, 1988; Ved et al., 1991). 

De façon intéressante le PAF induit une sécrétion dose dépendante de NGF dans les cultures 

d’astrocytes corticaux, et cet effet semble amplifié en présence de TNFα. Cette étude suggère donc que 

le rôle neurotrophique du PAF passerait par les astrocytes en augmentant la production de NGF (Brodie, 

1995). Dans la cascade de la voie de signalisation du PAF, ses effets se répercutent aussi sur l’expression 

génique.  
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Il a été reporté qu’il était à la fois capable d’activer c-fos et c-jun dans une lignée de 

neuroblastomes humains, ou encore c-fos et zif/268 (facteur de transcription à doigt de zinc) dans les 

cellules astrogliales de rat (Dell’ Albani et al., 1993; Squinto et al., 1989). De plus le PAF et l’acide 

rétinoïque activent en synergie l’expression de la prostaglandine synthase 2 dans d’autres lignages 

cellulaires (Bazan et al., 1994).  

L’induction de l’expression de ces gènes par le PAF prouve encore une fois, son importance sur 

les changements à long terme qu’il est capable d’induire en tant que médiateur. Un exemple récent est 

une étude parue en 2019 qui décrit le PAF sécrété par les macrophages du tissu adipeux de manière 

autocrine, afin de stimuler la production d’interleukine-6. Cette cascade d’effets induit le brunissement 

des adipocytes par la voie JAK/STAT3 (Yu et al., 2019). 

Comme nous venons de le voir, le PAF est un facteur clé au niveau de la jonction de plusieurs 

voies inflammatoires (cytokines, stress oxydatif, eicosanoïdes, docosanoïdes, etc…). C’est sa position à 

la jonction critique de ces différentes voies que le PAF intervient dans les processus 

physiopathologiques. C’est le cas notamment pour de nombreuses maladies où il est produit par 

différentes lignées cellulaires stimulées par différents médiateurs, comme l’IL-1β, l’IL-6, le TNFα ou le 

PAF lui-même de façon autocrine.  

C’est dans ce contexte d’inflammation systémique que le PAF et le PAFR interviennent dans de 

nombreuses pathologies, comme cause sous-jacente ou comme moteur de la maladie. C’est 

notamment le cas pour une pléthore de maladies inflammatoires comme les allergies et l’anaphylaxie, 

les infections virales et bactériennes (septicémie, parodontite, VIH, etc…), les pathologies pulmonaires 

et respiratoires (asthme, bronchopneumopathie chronique obstructive, comorbidités pulmonaires liées 

au tabagisme), et les pathologies rénales (Ashraf and Nookala, 2022; Lordan et al., 2019).  

De plus le PAF semble impliqué dans de nombreux cancers, pour lesquels plusieurs études 

indiquent qu’ils sont des composants critiques des processus moléculaires dans le développement et la 

progression du cancer du sein, colorectal, de l'œsophage, du poumon, du foie, du pancréas, de la peau, 

et de divers autres (Lordan et al., 2019; Tsoupras et al., 2009). Comme nous venons de le voir, le PAF 

participe aux processus physiologiques du SNC, il n’est donc pas surprenant de le retrouver dans les 

pathologies associées, comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, ou encore l’épilepsie 

(Goracci et al., 2009).  
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Dû à sa présence dans le système vasculaire, on retrouve aussi le PAF et le PAFR impliqués dans 

les pathologies cardiaques et vasculaires, comme l’athérosclérose, et de manière plus générale 

l’ischémie et l’hypoxie (Montrucchio et al., 2000). C’est dans le contexte de lésions nerveuses qu’un rôle 

indirect du PAF a été proposé dans la douleur et plus particulièrement dans la douleur neuropathique 

(Hasegawa et al., 2010; Shindou et al., 2017) ainsi qu'à la douleur viscérale et à l'hyperalgésie pelvienne 

(Hellman et al., 2018) chez les rongeurs.  

En effet, le mécanisme proposé stipule que la production et la sécrétion de PAF à la suite de 

telles lésions vont activer les macrophages, qui vont à leur tour, comme nous l’avons vu, sécréter de 

l’IL-1β et du TNFα. Cette sécrétion de cytokines va produire une hyperexcitabilité des neurones DRG, 

qui expriment les récepteurs au PAF, associée à une allodynie mécanique (Tsuda et al., 2011). 

3.2  LysoPAF 

Le lysoPAF est le précurseur inactif du PAF dans la voie du remodelage n’interagissant pas sur 

le PAFR, et c’est souvent dans ces termes qu’il est décrit. Pourtant certains travaux ne sont pas aussi 

catégoriques sur l’activité du lysoPAF. Dans une étude de 2009, Welch et al. auraient décrit le lysoPAF 

comme ayant des activités opposées au PAF. Notamment la capacité du lysoPAF à inhiber de manière 

dose dépendante la NADPH oxydase et augmenter la concentration en AMPc dans les neutrophiles et 

les plaquettes, inhibant ainsi la dégranulation et l’agrégation respectivement sans passer par le PAFR 

(Welch et al., 2009).  

Ces travaux mettent en avant la fine et complexe régulation des voies métaboliques du PAF et 

l’importance de son précurseur. Cependant très peu d’étude sont portées sur le lysoPAF hors du cadre 

de la biosynthèse du PAF. A ce jour seul le cas des canaux TREK-1 et TRAAK activés par la LPC18:1, le 

PAF16:0 et le lysoPAF16:0 a été reporté. Ils agiraient sur ces canaux mécanosensibles en imitant l'effet 

de l'étirement membranaire (Maingret et al., 2000). 

3.3  Acide arachidonique 

L’AA, comme cela a été abordé plus haut est le précurseur des eicosanoïdes et participe 

grandement aux réactions inflammatoires. Cependant il possède des rôles avant même sa 

transformation métabolique et peut agir en tant que PUFA (Tallima and El Ridi, 2018). Du fait que l’AA 

possède quatre doubles liaisons cis dans sa structure lui donnant une forme particulière, cela le dote 

d’un rôle dans les membranes, leur flexibilité et leur fluidité (Brash, 2001; Pompéia et al., 2000). La 

présence d’AA dans les membranes influence la fonction de protéines membranaires spécifiques (Brash, 

2001; Pompéia et al., 2000) et joue un rôle fondamental dans le maintien de l’intégrité des cellules, des 

organites et de la perméabilité vasculaire (Beck et al., 1998). 
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L’AA libre possède aussi des rôles quant à la régulation des canaux ioniques, comme pour la 

plupart des canaux ioniques dépendant du voltage, responsables de la régulation de l’activité électrique 

des tissus excitables tels que les neurones, le cœur et autres muscles (Börjesson et al., 2008; Elinder 

and Liin, 2017; Villarroel and Schwarz, 1996; Yazdi et al., 2016). L’AA est décrit comme capable d’activer 

différents canaux potassiques, comme les canaux potassiques calcium dépendant (BK) à large 

conductance, impliqués dans certaines fonctions du SNC comme le sommeil, et la régulation neuronale 

du cœur (Denson et al., 2000; Kirber et al., 1992). Les canaux potassiques à deux domaines pores (K2P) 

voltage indépendant, jouant un rôle clé dans la création et le maintien du potentiel de membrane en 

tant que canaux de fond, sont eux aussi activés par l’AA (Kim, 2003; Patel et al., 2001).  

Toutefois l’AA a été décrit comme capable d’activer les canaux potassiques cardiaques 

insensibles à l’ATP, mais aussi dans un même temps, d’inhiber les canaux potassiques sensibles à l’ATP 

(Kim and Duff, 1990). D’autres canaux potassiques sont inhibés par l’AA, les canaux potassiques voltage 

dépendant 4 (Kv4) présent dans le cerveau et le cœur, sont fortement réprimés en présence d’AA 

(Villarroel and Schwarz, 1996). Il en va de même pour le canal potassique calcium dépendant à 

conductance intermédiaire (hIK1), jouant un rôle important de la sécrétion de chlore dans les 

épithéliums des voies intestinales et respiratoires (Devor and Frizzell, 1998; Tallima and El Ridi, 2018). 

Les canaux potassiques ne sont pas les seuls canaux ioniques modulés par l’AA. Ainsi nous le 

retrouvons impliqué dans la régulation des canaux sodiques dépendant du voltage cardiaques, 

responsables de l’excitabilité des myocytes, où la présence d’AA induit une hypoexcitabilité des cellules 

cardiaques, les protégeant en conditions ischémiques (Kang and Leaf, 2000). Le canal sodique rNav1.4 

présent dans les muscles squelettiques de rat est aussi modulé par l’AA, mais son action activatrice ou 

inhibitrice sur le canal va dépendre du potentiel membranaire (Gu et al., 2009). 

L’AA est décrit comme modulateur de la conductance des ions chlore, où il exerce un effet 

activateur sur le canal ClC-2, ou inhibiteur sur le canal CFTR, présent dans les tissus épithéliaux 

(Cuppoletti et al., 2001; Tewari et al., 2000; Zhou and Linsdell, 2007). Les canaux protoniques voltage 

dépendant (Hv), jouent un rôle prépondérant dans la production de ROS dans les phagocytes en régulant 

le pH et le potentiel membranaire. La présence d’AA va augmenter les courant Hv et favoriser la 

production de ROS via l’activation de la NADPH oxydase (Elinder and Liin, 2017; Henderson et al., 1997; 

Kawanabe and Okamura, 2016; Shiose and Sumimoto, 2000).  
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En plus des rôles précédemment décris, l’AA est aussi capable de moduler l’interaction entre 

les ligands et leurs récepteurs. C’est notamment le cas du récepteur à l’acide γ-amino butyrique (GABA 

–R), où la présence d’AA favorise l’interaction du GABA avec son récepteur (Antollini and Barrantes, 

2016; Witt et al., 1996, 1999). Au contraire le récepteur nicotinique à l’acétylcholine (nAChR) est inhibé 

une fois exposé à l’AA (Antollini and Barrantes, 2002, 2016; Fernández Nievas et al., 2007; Nievas et al., 

2008).  

L’AA est impliqué dans un dernier processus physiologique, celui de la mort cellulaire par 

apoptose. Cette apoptose induite par l’AA serait associée à un stress oxydatif et/ou un changement de 

fluidité membranaire (Beck et al., 1998; Cao et al., 2000; Chilton et al., 1996; Pompeia et al., 2003; 

Surette et al., 1999).  

Les canaux potassiques à deux domaines pores (K2P) comme les canaux mécanosensibles TREK-

1 & 2 et TRAAK, et les canaux à potentiel de récepteur transitoire ou TRP, sont des senseurs physico-

chimiques de l’environnement et sont pour la plupart modulés par l’AA. C’est le cas notamment des 

canaux TREK-1 & 2 et TRAAK qui sont activés en présence d’AA mais aussi de LPC (Lesage et al., 2000; 

Maingret et al., 2000). Ce cas est valable aussi pour les canaux TRP vanilloïde 1-4 (TRPV 1-4) (Tallima 

and El Ridi, 2018), impliqués dans la perception de la chaleur, y compris la chaleur nocive, qui semblent 

être activés en présence d’AA.  

D’autres membres de différentes sous familles des canaux TRP sont activés par l’AA tels que les 

canaux TRPA1 (Bandell et al., 2004), senseur du froid nocif et de certains agents chimiques, et le canal 

TRP cationique de la sous-famille des mélastatine-like membre 2 (TRPM2) (Togashi et al., 2006), jouant 

un rôle dans la sécrétion d’insuline et de la réponse inflammatoire au TNF-α.  

D’autre part, le canal senseur du froid activé par le menthol TRPM8, semble quant à lui inhibé 

par l’AA (Andersson et al., 2007). Enfin, l’AA associé à la LPC16:0, a été décrit comme capable d’activer 

les canaux ASIC3 in vitro et in vivo, un canal fortement exprimé dans les nocicepteurs (voir chapitre II.5.). 

La co-injection de LPC et d’AA est capable produire un comportement douloureux spontané chez les 

animaux, qui est fortement atténué chez les animaux ASIC3KO, en présence d’APETx2, un inhibiteur du 

canal ASIC3, ou en présence d’amiloride, un inhibiteur non sélectif des canaux ASIC (Figure 17) (Marra 

et al., 2016). Toutes ces modulations apportées par l’AA sur les senseurs de l’environnement peuvent 

conduire à une perte de sensibilité, ou au contraire à une hypersensibilité à un ou différents stimuli. 
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Figure 17 : L’injection de LPC16:0 et d’AA produit un comportement douloureux spontané chez les 
animaux, via un mécanisme ASIC3 dépendant.  
A gauche, mesure du comportement douloureux chez les animaux co-injectés dans la patte avec de la 
LPC16:0 et de l’AA, en présence ou en absence d’APETx2, un inhibiteur spécifique d’ASIC3, et d’amiloride 
un inhibiteur non sélectif des canaux ASIC. A droite, mesure du comportement douloureux chez les 
animaux WT ou ASIC3KO co-injectés dans la patte avec de la LPC16:0 et de l’AA (Figure modifiée de 
Marra et al., 2016). 

3.4  Lysophosphatidylcholine 

Lysophosphatidylcholine et physiopathologie 

La LPC possède avant tout des rôles physiopathologiques et les taux circulant de LPC sont 

modulés dans plusieurs maladies (Law et al., 2019). Bien que de nombreuses études ont décrit la LPC 

comme ayant des activités pro-inflammatoires, voir même comme marqueur clé de pathologies 

cardiovasculaires et neurodégénératives, certains travaux lui attribuent pourtant des effets anti-

inflammatoires, poussant les conclusions à controverse (Knuplez and Marsche, 2020). Cette ambiguïté 

peut trouver ses sources dans les expérimentations in vivo, car dans ces conditions la génération de la 

LPC par la PLA2 induit de concert la génération d’AG libre, majoritairement de l’AA.  

Comme nous venons de le voir dans la partie précédente, l’AA possède des effets 

inflammatoires, et il est aussi précurseur de myriade de composés immuno-modulateurs. De plus, la 

LPC peut être métabolisé par l’autotaxine en LPA, un lipide décrit dans la littérature comme médiateur 

lipidique important. Tout ceci pourrait expliquer la controverse dont la LPC fait preuve concernant ses 

actions intrinsèques ou association, et concernant ses implications anti- ou pro-inflammatoires. 

Cependant un nombre de plus en plus important de travaux sont au fait de ces ambiguïtés et font le 

nécessaire pour écarter toutes autres éventualités. 
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Certaines études soutiennent un rôle direct de la LPC, l’associant à différentes pathologies, 

comme notamment les maladies cardiovasculaires. Sous cette dénomination se rassemble différentes 

pathologies comme l’athérosclérose, l’angine de poitrine, l’infarctus du myocarde, le diabète et le 

syndrome métabolique. L’athérosclérose est une pathologie caractérisée par l’accumulation de plaques 

dans la paroi des artères, rétrécissant ainsi le lumen et provoquant de nombreuses complications 

comme de l’hypertension, un risque accru d’infarctus et de l’arythmie cardiaque.  

L’augmentation des taux de LPC circulant sont associés à l’altération du fonctionnement des 

cellules endothéliales et à la formation des plaques d’athérome (Gonçalves et al., 2012; Lavi et al., 2007; 

Li et al., 2016; Mannheim et al., 2008). De plus la LPC aurait un puissant effet chimio-attractant pour les 

cellules immunitaires comme les lymphocytes T (Radu et al., 2004), les monocytes (Quinn et al., 1988), 

les cellules natural killer (Jin et al., 2005). Cela contribuerait à l’expansion des plaques d’athéromes et à 

la progression de la maladie. Dans le cas de l’infarctus du myocarde, certaines espèces de LPC servent 

de marqueurs de risque, sont concernées plus particulièrement la LPC18:2 (Ward-Caviness et al., 2017).  

Dans le cas du diabète et d’hyperlipidémie familiale, les taux de LPC et de lipoprotéines de basse 

densité (LDL) sont en hausse dans le plasma des patients (Han et al., 2011; Sonoki et al., 2009; Stübiger 

et al., 2012). Cependant ces résultats sont encore controversés, la corrélation entre les taux de LPC et 

ces pathologies étant contredite par d’autres travaux (Barber et al., 2012; Wang-Sattler et al., 2012; 

Ward-Caviness et al., 2017). 

La LPC parait jouer un rôle majeur dans les maladies neurodégénératives, où elle semble induire 

la perte de péricytes, une démyélinisation, et impacte l’intégrité de l’endothélium vasculaire 

(Muramatsu et al., 2015; Qiao et al., 2006). Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer sa présence, 

montrée par une colocalisation via spectrométrie de masse, induit une hausse de la production des 

oligomères Aβ1-42, induisant de fait une hausse de la neurotoxicité associée (Kaya et al., 2017; Sheikh 

et al., 2015). Cependant, comme pour la plupart des études concernant la LPC, les résultats ne sont pas 

confirmés par d’autres travaux. Certains observent une réduction du taux plasmatique de LPC chez des 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Lin et al., 2017). D’autres encore, mesurant le ratio LPC/PC 

montrent une réduction de cette balance à la fois dans le plasma des patients, mais aussi dans le liquide 

cérébrospinal (Klavins et al., 2015; Mulder et al., 2003).  

  



94 
 

Dans le cadre des pathologies hépatiques, de plus faibles concentrations plasmatiques en 

LPC16:0 semblent corrélées à un profil de stéatose hépatique bégnine, associée avec une insulino-

sensibilité sauvegardée chez les patients (Lehmann et al., 2013). Il semble en être de même en ce qui 

concerne la stéatohépatite non alcoolique, où une réduction importante de LPC16:0, 18:0 et 18:1 a été 

mesuré dans le sérum chez un modèle murin, associée à une up-régulation des enzymes de dégradation 

de la LPC (Tanaka et al., 2012).  

Dans le cadre de la cirrhose, le constat semble similaire, les espèces saturées de LPC16:0 et 18:0 

sont corrélées négativement avec un modèle d’insuffisance hépatique terminale. De faibles taux de ces 

espèces de LPC semblent être un bon marqueur de la sévérité des pathologies hépatiques (Krautbauer 

et al., 2016).  

Dans le contexte du vieillissement, l’étude longitudinale du vieillissement de Baltimore inclut un 

criblage plasmatique de 148 métabolites chez un panel de 385 participants. Dans cette étude de 2019, 

Semba et al., mettent en évidence un profil lipidique plasmatique où une majorité des espèces de LPC 

sont présentes dans des concentrations plus faibles (LPC16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 20:3). Cette étude 

parvient à corréler ce profil lipidique à une capacité oxydative mitochondriale altérée, affectant la force 

musculaire et les performances physiques chez les personnes âgées (Semba et al., 2019). 

De plus, au sein de la même étude, les auteurs associent la baisse des taux plasmatiques de 

LPC18:2 comme facteur prédictif du déclin de la vitesse de marche chez les personnes âgées (Gonzalez-

Freire et al., 2019). Ces résultats sont confortés par une autre étude portant sur le vieillissement et la 

sarcopénie chez le rat. Dans cette étude, les auteurs montrent que la diminution des taux de LPC20:5 

et 20:3 sont corrélés à la baisse d’amplitude des courants en réponse à la stimulation électrique du nerf 

sciatique. La LPC20:3 est aussi corrélé avec la perte musculaire. Cette diminution est par ailleurs corrélée 

avec une augmentation des taux de PC à longues chaines, mettant en avant une altération du 

métabolisme lipidique dans le développement du phénotype sarcopénique chez le rat (Siddharth et al., 

2017).  

Lysophosphatidylcholine et douleur 

La présence de LPC semble corrélée à des pathologies douloureuses, associée à sa capacité à 

activer/potentialiser certains canaux ioniques impliqués dans la douleur (Figure 17) (Andersson et al., 

2007; Flemming et al., 2006; Gentry et al., 2010; Maingret et al., 2000; Marra et al., 2016; Rimola et al., 

2020; Sadler et al., 2021). 

  



95 
 

La LPC a été décrit comme capable d’activer le canal TRPC5 et TRPM8 des canaux sensibles au 

stimulation par le froid non nocif, indépendamment de son effet détergeant (Bernal et al., 2021; 

Flemming et al., 2006; Zimmermann et al., 2011). Plus récemment des travaux ont décrit TRPC5 comme 

contributeur clé de la douleur tactile persistante, l’activation du canal TRPC5 humain et de souris par 

l’application exogène de LPC. induisant une hausse de l’excitabilité des neurones nocicepteurs dans 

lesquels le canal TRPC5 est exprimé (Sadler et al., 2021).  

Concernant le canal TRPM8, ce dernier est sensibilisé par la LPC en élevant le seuil de 

température vers la température corporelle normale, induisant son activation. Alors même que l’AA 

produit l’effet inverse, l’effet sensibilisant de la LPC est tel qu’à concentration équimolaire, le canal 

TRPM8 est tout de même activé. Ainsi la LPC jouerait un rôle de régulateur de la sensibilité au froid au 

niveau de la peau et des autres tissus exposés à l’extérieur, mais aussi de réguler l’activité des neurones 

TRPM8+ innervant les tissus plus profond comme les intestins et la vessie (Andersson et al., 2007; Gentry 

et al., 2010).  

Comme je l’ai évoqué précédemment les canaux TREK-1 et TRAAK sont activés par la LPC en 

imitant l'effet de l'étirement membranaire (Lesage et al., 2000; Maingret et al., 2000). Plus récemment 

une étude a identifié la LPC18:1 comme nouvel agent pruritogène choléstatique. De façon approfondie, 

les auteurs ont mis en évidence l’activation des canaux TRPV4 présent dans les kératinocytes de la peau 

par la LPC18:1. Cette activation induit la libération rapide de microARN-146a, capable d’activer à son 

tour les neurones sensoriels pruricepteurs TRPV1+, ayant pour conséquence de provoquer des 

démangeaisons chez les primates non humains (Chen et al., 2021a) 

La LPC a récemment été montré comme jouant un rôle important dans la douleur des tissus 

profonds tels que les muscles ou les articulations (Hung et al., 2020; Jacquot et al., 2022; Marra et al., 

2016; Zhai et al., 2019). Récemment, dans un modèle de stress psychologique induit chez la souris, les 

auteurs ont constaté une hausse du stress oxydatif et des taux de LPC16:0 concomitante. Une hyperalgie 

chronique a été induite chez ces animaux par la présence de LPC16:0, et elle a pu être atténuée en 

inhibant la production de LPC. Les auteurs ont réussi au niveau clinique à montrer que le stress oxydatif 

et les taux de LPC16:0 excessif étaient présent chez les patients atteints de fibromyalgie. Les taux de 

LPC16:0 ont été corrélé aux symptômes douloureux chez ces patients présentant un stress oxydatif 

élevé et la sévérité de la maladie (Hung et al., 2020).  

En 2022, l’équipe travaillant sur la polyarthrite rhumatoïde (PR) a constaté une déconnexion 

entre l'inflammation, l'érosion osseuse et la douleur, cette dernière pouvant apparaitre des années 

avant l’apparition des autres symptômes. Leur démarche fût d’isoler les anticorps monoclonaux issus 

des cellules B de patients atteints de PR, et de les injecter chez la souris.  
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Ils ont constaté une activation des ostéoclastes qui a induit la production de sPLA2 et de 

LPC16:0. La LPC16:0 fût alors décrit comme capable d’activer les canaux ASIC3 présent dans les 

terminaisons nerveuses innervant les os et les articulations, et de provoquer une hypersensibilité 

mécanique ASIC3 dépendante (Jurczak et al., 2022).  

Une autre étude portant sur les patients atteints de l’arthrose, a souligné la corrélation entre la 

hausse du rapport de la LPC18:2/PC44:3 via une augmentation métabolique de la voie de conversion du 

PC en LPC via la PLA2 et la LPCAT, et la baisse du volume du cartilage. L’hypothèse mise en avant est 

que l’association des effets détergents de la LPC, combinés au signaux pro-inflammatoires qu’il induit 

en plus de la genèse d’AA conduisant à la production d’eicosanoïdes, semblent conduire à la 

dégénérescence de la structure articulaire (Zhai et al., 2019). Des ratios PC/LPC plasmatiques semblent 

être un indicateurs de la sévérité de l’arthrite rhumatoïde (Fuchs et al., 2005).  

Dans d’autres études, les taux de LPC et plus particulièrement de la LPC16:0, ont été mesuré en 

forte concentration dans les liquides synoviaux de patients atteints de différentes pathologies 

articulaires douloureuses (Jacquot et al., 2022; Marra et al., 2016). Dans cette étude de 2022, d’un point 

de vue clinique il a été possible de mettre en évidence une corrélation entre les scores de douleur des 

patients et les taux de LPC16:0. De plus la LPC et l’AA induisent une douleur spontanée lors de leur co-

injection sous cutanée chez l’animal, comportement douloureux qui est fortement réduit en présence 

d’un inhibiteur du canal ASIC3, ou chez les animaux ASIC3 KO (Marra et al., 2016).  

La LPC16:0 est un activateur des canaux ASIC3, comme je l’ai évoqué précédemment (Jacquot 

et al., 2022; Jurczak et al., 2022; Marra et al., 2016), et ils ont été plusieurs fois été incriminé dans le 

contexte de l’arthrose (Hsieh et al., 2017; Jurczak et al., 2022). A partir de ses observations, ces travaux 

ont pu mettre au point un modèle animal de douleurs articulaires chroniques via une double injection 

intra-articulaire de LPC16:0 (Jacquot et al., 2022). La caractérisation de ce modèle a pu mettre en 

évidence les comorbidités anxieuses associées à l’état douloureux chronique. De plus ses travaux ont 

démontré que la présence de LPC16:0 n’induit pas de bourgeonnement nerveux, d’inflammation ou de 

remodelage osseux (Jacquot et al., 2022). L’application de LPC16:0 active ASIC3 induisant de concert 

une sensibilisation des neurones DRG nociceptif, jouant ainsi un rôle important dans l’établissement de 

l’état douloureux chronique. 
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Contexte et Objectifs de la thèse 

Les canaux ASIC sont impliqués dans les mécanismes de la douleur. Les différents membres de 

cette famille sont exprimés tout le long du neuraxe de la douleur. Au sein de cette famille des canaux 

ASIC, je me suis avant tout intéressé au canal ASIC3 spécifique du SNP. Ce dernier joue un rôle majeur 

dans la perception nociceptive et la genèse de signaux douloureux. En plus de ses rôles supposés dans 

la mécano-perception, ce canal est capable de détecter les variations de pH les plus infimes, mais aussi 

des molécules inflammatoires. On le retrouve impliqué dans de nombreux processus douloureux, et il 

pourrait contribuer à la transition de l’état douloureux aiguë à chronique.  

A mon arrivée au laboratoire, l’équipe venait de démontrer la présence de LPC dans des liquides 

synoviaux de patients souffrant des troubles articulaires douloureux, et que ce LPC était un nouvel 

activateur/modulateur des canaux ASIC3. Cependant le rôle de la LPC dans l’établissement d’un état 

douloureux chronique d’origine articulaire n’avait pas encore été explorée, et son mécanisme d’action 

sur le canal ASIC3 restait mal compris. 

Dans la première partie de ma thèse je me suis tout d’abord intéressé aux effets de la LPC sur 

le canal ASIC3 en réalisant des études électrophysiologique (patch clamp) sur des lignées cellulaires 

transfectées et sur des neurones sensoriels en culture primaire. J’ai pu non seulement quantifier les 

effets spécifiques de la LPC sur les canaux ASIC3 recombinants et natifs, mais également étudier les 

conséquences de ces effets sur l’excitabilité neuronale.  

Dans une seconde partie de ma thèse, j’ai pu grâce à des approches biochimiques et 

électrophysiologiques, étudier le mécanisme d’action de la LPC sur le canal ASIC3. J’ai pour cela essayé 

de comprendre dans quel état la LPC16:0 agissait sur le canal ASIC3. J’ai donc testé différentes natures 

de solvant pour solubiliser la LPC et mesurer son impact sur la force d’activation du canal ASIC3. J’ai de 

plus effectué des expériences visant à modifier l’environnement lipidique membranaire, et mesuré 

l’impact que cela avait sur l’activation du canal ASIC3 par la LPC.  

Par d’autres approches biochimiques, j’ai tenté sur la base de la structure du canal ASIC3 et de 

la LPC, d’identifier les segments nécessaires à l’activation du canal par cette dernière. Pour se faire j’ai 

eu recourt aux canaux chimériques entre le canal ASIC3 et ASIC1a, permettant de déterminer les 

domaines structuraux sont impliqués dans la sensibilité du canal ASIC3 à la LPC. Enfin dans une approche 

électrophysiologique, cela m’a mené à tester d’autres lipides endogènes analogues de la LPC, le lysoPAF 

et le PAF. J’ai pu caractériser leurs effets électrophysiologiques sur les canaux ASIC clonés et natifs 

comparativement à la LPC.  
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J’ai également mesuré l’implication du récepteur au PAF dans les effets électrophysiologiques 

observés sur les canaux ASIC. Ainsi l’implication du PAF et du lysoPAF dans l’activation du canal ASIC3 

ouvre de nouvelles perspectives des canaux ASIC dans l’inflammation et la douleur associée. 
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Résultats 

Modulation d’ASIC3 par les lipides 

Des résultats obtenus et publiés en 2016 (Marra et al., 2016) par l’équipe, montrent que des 

lipides endogènes tels que la LPC et l’AA étaient capables de moduler positivement l’activité des canaux 

ASIC3, avec une activation au pH physiologique de 7,4, sans acidification extracellulaire.  

Dans cette étude en collaboration le service de rhumatologie du CHU de Nice, il a été possible, 

grâce à une approche translationnelle inverse, de mettre en évidence de nouveaux activateurs 

endogènes des canaux ASIC3. Il s’agit de deux lipides, l’AA et la LPC, présents dans les liquides synoviaux 

d’une dizaine de patients souffrants de différentes pathologies articulaires douloureuses. Ces deux 

lipides sont capables d’activer les canaux ASIC3 à pH physiologique et de générer un comportement 

douloureux aigue chez les animaux via les canaux ASIC3. L’ensemble de ces résultats a été publié dans 

l’article « Non-acidic activation of pain-related Acid-Sensing Ion Channel 3 by lipids » en 2016. Mes 

travaux de thèse s’inscrivent dans la continuité de ces recherches. 

Lors de ma thèse j’ai participé à un projet impliquant plusieurs équipes de recherche en France 

et en Suède, visant à étudier le rôle de la LPC et du canal ASIC3 dans la douleur articulaire chronique 

associée aux maladies rhumatismales. Ce projet a donné lieu à une publication dans PAIN® intitulée 

« Lysophosphatidylcholine 16: 0 mediates chronic joint pain associated to rheumatic diseases through 

acid-sensing ion channel 3 » (Jacquot et al., 2022) dont je suis signataire.  

Dans ce travail, une approche translationnelle inverse a été développée à plus grande échelle, 

en débutant par l’analyse lipidomique des liquides synoviaux humains (HSF) issus de différentes 

cohortes de patients, obtenues grâce des collaborations avec le CHU de Nice et l’institut Karolinska en 

Suède. Une première cohorte comportant 35 patients souffrants d’ostéoarthrite (OA) présentait des 

concentrations de LPC significativement plus élevées que chez les témoins (sujets postmortem sans 

antécédents d’arthrose ou de pathologies s’en rapprochant) (77,4±5,0 µM et 40,0±3,4 µM, 

respectivement ; Figure 18.A).  
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La distribution des chaînes acyles au sein de cette classe de lipides a mis en évidence que la 

LPC16:0, portant du palmitate sur son squelette glycérol était l’espèce la plus représentée à la fois chez 

les témoins et chez les individus OA (Figure 18.B). De plus, seule la LPC16:0 présente des taux 

significativement plus élevés chez les patients OA que chez les individus témoins (35,2±1,5 µM contre 

16,3±1,5 µM ; Figure 18.B). Ces résultats indiquent que la hausse des taux de LPC dans les HSF des 

patients OA est principalement portée par une seule espèce de LPC, la LPC16:0. 

Comme cela a été abordé dans l’introduction, la production de LPC est connue pour être régulée 

par des processus inflammatoires (Sevastou et al., 2013). La suite logique était donc de savoir si 

l’augmentation des taux de LPC dans les HSF était spécifique des pathologies articulaires associées ou 

non à une véritable inflammation. Ainsi, le dosage de la LPC a été effectué sur une seconde cohorte 

hétérogène de patients, présentant diverses maladies articulaires inflammatoires ou non 

inflammatoires (Figure 18.C&D).  

Cette nouvelle cohorte regroupant 50 patients, a montré une augmentation de LPC similaire à 

la première cohorte de patients OA, comparativement aux contrôles postmortem. La concentration 

moyenne de LPC totaux de 93,6±6,7 µM (Figure 18.C, encart) est significativement plus élevée que dans 

le groupe témoin (Figure 18.A, p=0,0007, t-test non apparié). L’espèce majoritaire de LPC était 

également de la LPC16:0 dans cette cohorte de patients, avec une concentration moyenne de 41,9±3,1 

µM (Figure 18.C), résultats similaires à la première cohorte. Ces concentrations en LPC16:0 étaient 

significativement plus élevé que les échantillons contrôles (Figure 18.B, p=0,0006, t-test non apparié). 
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Figure 18 : Les niveaux de LPC16:0 sont augmentés dans les fluides synoviaux des patients souffrant de 
douleurs articulaires.  
Des quantifications des espèces de LPC ont été réalisées dans des échantillons de liquides synoviaux 
humains (HSF) de genoux. Les lipides totaux ont été extraits des échantillons de HSF et analysés par 
infusion directe en spectrométrie de masse (MS) à l'aide d'une source d'ionisation électrospray (ESI) en 
mode ion positif (voir la section "Méthodes" de l’article 1 en annexes pour plus de détails). A. 
Comparaison des concentrations totales de LPC (mM) entre une première cohorte de patients atteints 
d'arthrose (OA, n=35 patients) et des sujets témoins post-mortem (n=10), montrant des niveaux 
significativement plus élevés de LPC chez les patients par rapport aux témoins (***P=0,0003, t-test non 
apparié). B. Distribution des concentrations des différentes espèces de LPC (mM) dans les HSF des 
patients atteints d'arthrose et de spécimens témoins post-mortem. Bien que les concentrations 
moyennes de la plupart des espèces de LPC étaient plus élevées dans les HSF des patients atteints 
d'arthrose, la LPC16:0 était la plus abondante et la seule à être significativement élevée par rapport aux 
sujets témoins post-mortem (***P<0,0001, Two-way ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple 
de Sidak). C.  Distribution des concentrations des différentes espèces de LPC (mM) dans les HSF d'une 
deuxième cohorte de patients souffrant de différentes pathologies articulaires (n=50), montrant un 
niveau significativement plus élevé de LPC16:0 par rapport aux autres espèces (****P<0,0001, One-way 
ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de Dunnet). Encart : Concentration totale de LPC dans 
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les HSF de la deuxième cohorte de patients. D. Concentrations de LPC16:0 dans les différents sous-
groupes de patients de la deuxième cohorte : polyarthrite rhumatoïde (PR, n=6), goutte (n=5), ACC 
(n=12), rhumatisme psoriasique (n=4), SPA (n=5) et arthrose (n=18). Les concentrations de LPC16:0 dans 
tous les différents sous-groupes de patients sont comparables, à l'exception d'une différence entre l'ACC 
et l'APS (*P<0,05, test de Kruskal-Wallis suivi d'un test de comparaison multiple de Dunn). Encart : Les 
concentrations de LPC16:0 dans les HSF des patients atteints d'arthrose de la première et de la deuxième 
cohorte sont similaires et supérieures à celles des contrôles postmortem (***P<0,001 et ****P<0,0001, 
One-way ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de Tukey). ANOVA, analyse de la variance ; 
CCA, chondrocalcinose ; HSF, liquide synovial humain ; LPC, lysophosphatidylcholine ; OA, arthrose ; SPA, 
spondylarthrite (Jacquot et al., 2022).  

De façon importante, un analyse statistique réalisée au Karolinska Institute a montré que les 

taux synoviaux de LPC16:0 étaient corrélés aux scores de douleurs (VAS genou et VAS global ; VAS : 

Visual Analogue Scale) chez les patients ostéoarthritiques de la première cohorte, indépendamment de 

l’âge, du sexe, de l’indice de masse corporel (IMC) et du taux d’IL6 (Supplementary figure 2 de l’article 

1).  

Ces observations cliniques sur la LPC, et plus particulièrement la LPC16 :0, ont ensuite été 

modélisée in vivo chez la souris, en effectuant de injections intra-articulaires de LPC16:0 (Figures 2, 5 et 

6 de l’article 1 + supplementary figure 2, 5 et 6), et en mesurant les comportements douloureux et 

anxieux. Les résultats montrent que la LPC16:0 induit un état douloureux chronique associé à des 

comorbidités anxiodépressives chez les souris sauvages, sans dimorphisme sexuel.  

A l’inverse les souris invalidées pour le gène ASIC3 (ASIC3 KO ou ASIC3-/-) sont, au moins en 

partie protégées de ces effets (Figures 5 et 6 et supplementary figures 5 et 6 de l’article 1). Pour ma 

part, dans le cadre de ces recherches, j’ai effectué des expériences d’électrophysiologie in vitro, sur des 

cellules transfectées et des neurones DRG de souris en culture primaire, afin d’étudier respectivement 

les effets de la LPC16:0 sur les canaux ASIC3 recombinants et natifs.  

J’ai pu mettre en évidence que la perfusion de LPC16:0, dans la solution extracellulaire à pH7,4, 

sur des cellules HEK293 transfectées avec des canaux ASIC3 de rat ou humains, produisait un courant 

entrant progressif et non inactivant sans aucune modification du pH extracellulaire. Inversement, aucun 

courant significatif activé par la LPC16:0 n'a été observé dans les cellules transfectées avec ASIC1a, ni 

dans les cellules non transfectées (Figure 19). 
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Figure 19 : La LPC16:0 induit un courant ASIC3 non inactivant dans un système d'expression recombinant.  
A-C. Traces de courant ASIC typiques enregistrées en patch-clamp (HP -50mV) à partir de cellules HEK293 
transfectées avec l'ASIC3 de rat (rASIC3, A), l'ASIC1a de rat (rASIC1a, B) ou l'ASIC3 humain (hASIC3, C), 
stimulé par une acidification extracellulaire de pH 7,4 à pH 6,6. Les encarts montrent les effets de la 
LPC16:0 (5μM) appliqué pendant 30 secondes à pH 7,4. D. Analyse des densités de courant mesurées 
après des applications de 10, 20 et 30 secondes de LPC16:0 (5μM) sur des cellules HEK non transfectées 
(Ctrl GFP-, n=10) ou transfectées avec rASIC1a (n=7), hASIC3 (n=5) ou rASIC3 (n=8). Une Two-way ANOVA 
suivie d'un test de comparaison multiple de Tukey ont été utilisé (*p<0,05 et ** p<0,01 par rapport à Ctrl 
GFP-, # p<0,05 et ### p<0,001 par rapport à ASIC1a, & p<0,05 par rapport à hASIC3. L'encart montre 
l'aire sous la courbe (AUC) obtenue pour les différentes conditions de transfection (Ctrl GFP-, rASIC1a, 
hASIC3 et rASIC3). Les AUC ont été calculé à l'aide du logiciel GraphPad Prism sur des périodes de 30 
secondes à partir de la ligne de base fixée à 0 (n=5-10, * p<0,05, ** p<0,01 et **** p<0,0001, One-way 
ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de Tukey) (Jacquot et al., 2022). 
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Suite à ces résultats, j’ai voulu vérifier si l’application de LPC16:0 était capable d’induire le même 

effet sur ASIC3 dans un système natif. Ainsi, j’ai pu observer un courant induit par la LPC16:0 dans des 

neurones DRG de souris en culture primaire (Figure 20). Ce courant avait une densité significativement 

plus élevée dans les neurones de type sauvage qui exprimaient un courant ASIC natif induit à pH6,6 (WT 

ASIC+) par rapport aux neurones sans courant ASIC natif (WT ASIC-), et aux neurones isolés de souris 

knockout ASIC3, exprimant (KO ASIC+) ou n'exprimant pas (KO ASIC-) de courants ASIC à pH 6,6 (Figure 

20.A-C). ASIC3 contribue donc significativement aux courants induits par l’application de LPC16:0 dans 

les neurones DRG de souris.  

Un petit courant indépendant d’ASIC3 a tout de même été observé, suggérant un effet de la 

LPC16:0 sur d’autres canaux ioniques, comme cela a été rapporté dans la littérature (Andersson et al., 

2007; Flemming et al., 2006; Gentry et al., 2010). Quoi qu'il en soit, j’ai pu observer qu’une 

dépolarisation membranaire des neurones DRG était associée à l’application de LPC16:0. Cette 

dépolarisation induite par la LPC16:0 était significativement plus élevée dans les neurones WT ASIC+ 

que dans les neurones WT ASIC-, KO ASIC+ ou KO ASIC-, ce qui confirme le rôle prépondérant d'ASIC3 

dans l'effet excitateur de LPC16:0 des neurones DRG (Figure 20.D). 
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Figure 20 : La LPC16:0 induit un courant non inactivant, dépendant de l'ASIC3, associé à la dépolarisation 
de la membrane dans les neurones DRG de souris.  
Expériences de patch clamp en conformation cellule entière réalisées sur des neurones DRG WT et ASIC3 
knockout (A3KO) exprimant (ASIC+) ou n'exprimant pas (ASIC-) un courant ASIC provoqué par pH6,6. A-
B. Courants ASIC natifs induit à pH6,6 enregistrés à -80 mV dans des neurones DRG de souris de type 
sauvage (WT ASIC+, A) et de souris knock out ASIC3 (A3KO ASIC+, B). Les encarts montrent l'effet de la 
LPC16:0 (5 µM) appliqué pendant 30 secondes sur les mêmes neurones. C. Analyse des densités de 
courant mesurées après des applications de 10, 20 et 30 secondes de LPC16:0 sur des neurones WT 
ASIC+, WT ASIC-, A3KO ASIC+ et A3KO ASIC- (voir la section "Méthodes" de l’article 1 en annexes pour 
plus de détails, n = 7-16 ; ****P<0,0001 par rapport aux WT ASIC-, ####P<0,0001 par rapport aux A3KO 
ASIC+ et &&&&P<0,0001 par rapport à A3KO ASIC- ; Three-way ANOVA suivie d'un test de comparaison 
multiple de Tukey). L'encart montre l'AUC calculée à l'aide du logiciel GraphPad Prism sur une période de 
30 secondes à partir de la ligne de base fixée à 0 (n=7-16, **P<0,01, One-way ANOVA suivie d'un test de 
comparaison multiple de Tukey). D. Modifications du potentiel membranaire associées à une application 
de 30 secondes de LPC16:0 sur des neurones ASIC+ WT, ASIC- WT, ASIC+ A3KO et ASIC- A3KO (n=7-19 ; 
**P<0,01, ***P<0,001 et ****P<0,0001, One-way ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de 
Tukey). ANOVA, analyse de la variance ; ASIC3, canal ionique sensible à l'acide 3 ; DRG, ganglions de la 
racine dorsale ; LPC, lysophosphatidylcholine ; WT, type sauvage (Jacquot et al., 2022).  
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Le lyso platelet-activating factor (lysoPAF) et le platelet-activating factor (PAF) 

sont deux nouveaux modulateurs endogènes des canaux ASIC3 (Article 2) 

 

Contexte  

Pour donner suite aux études publiées par notre équipe en 2016 et en 2022 (Marra et al., 2016 ; 

Jacquot et al., 2022) je me suis intéressé aux effets potentiels d’autres lipides endogènes présentant 

des analogies structurales avec la LPC : le lysoPAF et le PAF. Le lysoPAF est l’analogue structural éther-

lipide de la LPC, avec une liaison alkyl à la place de la liaison acyl en sn1 du glycérol (Marathe et al., 

2020).  

Il est généralement considéré comme le précurseur inactif du PAF, qui est synthétisé suite à 

l’action d’une lysoPAF acétyle transférase (Chapitre III.2.1). Mais le PAF peut aussi conduire en retour à 

la formation de lysoPAF, par l’action d’une PAF acétyle hydrolase. Il existe donc dans les tissus un 

équilibre entre PAF et lysoPAF et, de façon intéressante, leurs précurseurs éther-lipides, incluant les 

plasmalogènes, sont prépondérants dans le dans le cœur, le cerveau, la rate, les muscles squelettiques, 

les reins et les globules blancs (Braverman and Moser, 2012; Dean and Lodhi, 2018).  

Mes travaux sur les effets de ces lipides, comparativement à ceux de la LPC, sur les canaux ASIC3 

natifs et recombinants sont décrits dans l’article qui suit. Il s’agit d’une publication sous forme de 

« draft » dont je suis le premier auteur.  
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Introduction 

Lysophosphatidyl-choline (LPC), and more specifically the LPC16:0 species, is an endogenous lipid that 

has recently emerged as a potential biomarker and a triggering factor of chronic pain associated to 

rheumatic diseases in humans (Hung et al., 2020; Jacquot et al., 2022). Indeed, LPC levels in human 

samples have been correlated with pain symptoms in patients suffering from fibromyalgia (Hung et al., 

2020) and osteoarthritis (Jacquot et al., 2022). LPC belongs to the family of lysolipids, which can be 

produced following hydrolysis of the different glycerophospholipids (GPL) species by phospholipase A2 

(PLA2) enzymes (Harayama and Riezman, 2018). The great diversity of GPL species not only lies on the 

different polar head that can be found at the sn-3 position of the glycerol backbone (e.g., choline, 

ethanolamine, inositol or serine), but also on the large variety of saturated/unsaturated fatty acids 

(FA) they can bear at the sn-1 and sn-2 positions, as well as on the chemical structure of the bonds by 

which these FA are linked to the glycerol (Braverman and Moser, 2012). Importantly, diacyl and ether 

GPL, which includes plasmalogens, can be distinguished upon these chemical bonds that can be either 

acyl ester, alkyl ether or vinyl ether (alkenyl) bonds. LPC derived from diacyl GPL with a choline head 

(GPLCho), but it also has ether lipid analogs bearing an alkyl bond (lysoplatelet activating factor, lyso-

PAF) or an alkenyl bond that are precursors of the well-known PAF or its alkenyl analog, respectively 

(for reviews, see (Dean and Lodhi, 2018; McManus and Pinckard, 2000).   

LPC has been reported to modulate pain-related ion channels, including the two-pore domain (K2P) 

potassium channel TREK1 (Maingret et al., 2000), the calcium channel TRPC5 (Flemming et al., 2006; 

Sadler et al., 2021), the cold sensor TRPM8 (Andersson et al., 2004; Gentry et al., 2010), the heat-

activated TRPV1 (Rimola et al., 2020) and the proton-gated acid-sensing ion channel 3 (ASIC3) (Jacquot 

et al., 2022; Marra et al., 2016; Pidoux et al., 2020). Different proalgic effects have been reported 

following LPC injections in rodents, including both acute (Gentry et al., 2010; Rimola et al., 2020; Sadler 

et al., 2021) and persistent (Hung et al., 2020; Jacquot et al., 2022) pain-like behaviors. Interestingly, 

ASIC3 is playing a determinant role in the development of LPC-induced chronic pain arising from deep 

tissues such as joints or muscles in mice, and potentially in humans (Hung et al., 2020; Jacquot et al., 

2022). 

If effects of LPC on pain-related channels have been documented, little is known about its ether lipid 

analogs that belong to the lyso-PAF/PAF family. Lyso-PAF, which is generally considered as the inactive 

precursor of PAF, has been shown to positively modulate the mechano-gated two-pore-domain 

potassium channels TREK1 and TRAAK (Maingret et al., 2000). PAF is a potent proinflammatory 

phospholipid mediator that elicits various cellular functions and promotes several pathological events 

(for reviews, see Dorninger et al., 2020; Liu et al., 2017; Travers et al., 2021), including neuropathic 



(Hasegawa et al., 2010; Shindou et al., 2017; Tsuda et al., 2011) and uterine pain (Hellman et al., 2018). 

Most, if not all, of the effects of PAF are associated to its receptor (PAF-R), which is a G protein-coupled 

receptor (Honda et al., 1991; Hwang, 1988; Ishii et al., 1996; Nakamura et al., 1991). In this work, we 

investigate the capacity of PAF and lyso-PAF to modulate pain-related ASIC3 channels. We show that 

the two lipids both have positive effects on ASIC3 activity, with the stimulation of a non-inactivating 

current at resting physiological pH 7.4, and the potentiation of acid-evoked currents. These effects are 

similar to those observed for LPC, and does not appear to depend on the PAF-R. Our data indicate that 

lyso-PAF, PAF and LPC most probably act directly on ASIC3 channels, or in its very close membrane 

vicinity. PAF and lyso-PAF thus appear as new potential endogenous pain-triggering factors acting 

through ASIC3 channels independently of PAF-R.  

 

  



Materials and methods 

HEK293 cells’ culture and transfection 

HEK293 cell line was grown in DMEM medium supplemented with 10% of heat-inactivated fetal bovine 

serum (BioWest) and 1% of antibiotics (penicillin + streptomycin, BioWhittaker). One day after plating, 

cells were transfected with either pIRES2-rASIC1a-EGFP (rat ASIC1a) or pIRES2-rASIC3-EGFP (rat ASIC3) 

vectors using the JetPEI reagent according to the supplier’s protocol (Polyplus transfection SA, Illkirch, 

France). Fluorescent cells were used for patch-clamp recordings 2–4 days after transfection. 

Animals 

Experiments were performed on adult male C57Bl6J wild-type mice (WT, Janvier labs) as well as ASIC3 

knockout (ASIC3-/-) and wild-type littermates (ASIC3+/+), breed in animal facilities of IPMC and UCA 

Medicine School with agreements n°C061525 and n°C63115.15, respectively. Animals were kept with 

a 12-h light/dark cycle with ad libitum access to food and water and were acclimated to housing and 

husbandry conditions for at least 1 week before experiments. All experiments followed guidelines of 

the International Association for the Study of Pain (Zimmermann, 1983). All the protocols used were 

approved by the local ethical committees (CIEPAL-Azur and CEMEA-Auvergne) and the French 

government (agreements APAFIS#13499, APAFIS#17387) in accordance with European Communities 

Council Directive for the care of laboratory animals (86/609/EEC).  

 

Primary culture of DRG neurons 

Lumbar dorsal root ganglia (DRG L1 to L6) were rapidly dissected out from euthanized adult male 

C57Bl6J (Janvier Lab, at least 8 weeks of age) and ASIC3-/- mice, and placed in cold Ca2+-free/Mg2+-free 

HBSS medium (Corning®) supplemented with 10mM glucose, and 5mM HEPES (pH7.5 with NaOH). 

After removing the roots, DRGs were enzymatically dissociated at 37°C for 2 x 20min in the HBSS 

solution supplemented with calcium (CaCl2 5 mM) and containing collagenase type II (Gibco, France) 

and dispase (Gibco, France). DRGs were then mechanically triturated and washed in a complete 

neurobasal A medium (NBA, Gibco® InvitrogenTM supplemented with 2% B27, 2mM L-glutamine and 

1% antibiotics: penicillin + streptomycin, Lonza™ BioWhittaker™), before being plated in 35-mm petri 

dishes. Neurons were then kept in culture at 37°C for one week with 1/3 of the culture medium 

renewed every 2 days (complete NBA supplemented with 10ng/ml NT3, 2ng/ml GDNF, 10ng/ml BDNF, 

100ng/ml NGF and 100nM retinoic acid), and were used for patch-clamp experiments at least 2 days 

after plating. 

 



Patch-clamp experiments 

Whole cell configuration of the patch clamp technique was used to record membrane currents at a 

holding potential of -80mV (voltage-clamp mode). Recordings were made at room temperature using 

an axopatch 200B amplifier (Axon Instruments) with a 2 kHz low-pass filter. Data were digitized by a 

Digidata 1550 A-D/D-A converter (Axon Instruments), sampled at 20 kHz and recorded on a hard disk 

using pClamp software (version 11; Axon Instruments). The patch pipettes (2–6 MΩ) were filled with 

an intracellular solution containing (in mM): 135 KCl, 2 MgCl2, 5 EGTA, and 10 HEPES (pH 7.3 with KOH). 

The extracellular solution bathing the cells contained (in mM) the following: 145 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 

2 CaCl2, 10 HEPES (pH 7.4 with N-methyl-D-glucamine); This extracellular medium was supplemented 

with 10mM glucose for DRG neurons. ASIC currents were induced by shifting one out of eight outlets 

of a homemade microperfusion system driven by solenoid valves, from a holding control solution (i.e., 

pH 7.4) to an acidic test solution (pH 7.0 or pH 6.6). Cells were considered as positively transfected 

when they exhibited a visible GFP fluorescence and a significant pH6.6-evoked current of at least 

200pA (IpH6.6 ≥ 200pA). Non-transfected (NT) cells were used as controls and they were selected in 

Petri dishes having undergone the transfection protocol described above, but with no visible GFP 

fluorescence and no significant pH-6.6-evoked current. DRG neurons were considered as ASIC+ when 

they exhibited a transient pH6.6-evoked current with a peak amplitude ≥ 20pA, otherwise they were 

considered as ASIC-. 

 

Intramuscular injections of lyso-PAF and von Frey experiments in mice   

Lyso-PAF (10 nmole) or its vehicle were diluted in NaCl 0.9% and two injections were performed in the 

gastrocnemius muscle of anesthetized mice (isoflurane). The two injections were made 5 days apart, 

and the first injection corresponded to day 1 of the protocol. Mechanical sensitivity was evaluated by 

performing von Frey test, using the classical up-down method of Dixon (Dixon, 1965) modified by 

Chaplan (Chaplan et al., 1994) with von Frey filaments (Bioseb, France), before and after intramuscular 

lyso-PAF injections. Freely moving animals were placed in individual plastic boxes on a wire mesh 

surface, so that von Frey mechanical stimuli could be applied to the plantar surfaces of their hindpaws. 

Animals followed an habituation period before a set of calibrated von Frey filaments ranging from 0.02 

to 1.4g was applied to the plantar surface of each hindpaw, alternatively or only on the ipsilateral 

hindpaw, until withdrawal or licking of the paw to the stimulus. The 50% paw mechanical threshold 

was evaluated before (Baseline) and at different time points after the first and second lysoPAF or 

vehicle intramuscular injections.  

 



Lipids 

Lyso-PAF, PAF and LPC16:0 were purchased from Avanti (Coger, France), prepared as stock solutions 

in either ethanol or methanol, and diluted at their final concentration on either medium or NaCl 0.9%. 

For patch-clamp experiments ethanol or methanol were diluted in extracellular pH7.4 medium (0.01 

to 0.02%) to serve as vehicle control solutions. For intramuscular lyso-PAF injections, vehicle 

corresponded to ethanol 2% in NaCl 0.9%. 

PAF-R-Inhibitor 

The ginkgolid B and the Apafant (or WEB2086) were purchased from Sigma (Merck KGaA, Allemagne) 

prepared as stock solutions in DMSO, and diluted at their final concentration in extracellular medium 

at pH7.4. 

Dynamic Light Scattering (DLS) 

Measurements were determined by dynamic light scattering using a ProteinsSolution DynaPro and a 

ProteinsSolution temperature-controlled MicroSamples, with recording by Dynamics V5 software. The 

samples (50µl) were placed in a quartz cell maintained at 25°C, and measured for 120 seconds. 

Lipid extraction and lipidomic analysis of HEK293 fatty acid-treated cells 

Acetonitrile (ACN) and isopropropanol (IPA) were purchased from Carlo Erba. Chloroform (CHCl3) was 

purchased from Merck. These solvents were LC-MS grade. Methanol (MeOH) was from VWR. Formic 

acid Optima LC-MS quality was purchased from ThermoFisher. Ultrapure water was from Purelab flex 

(Veolia Water), and formate ammonium (99%) was from Acros Organics. 

The extraction was performed using 1.5 mL solvent-resistent plastic Eppendorf tubes and 5 mL glass 

hemolyse tubes to avoid contamination. Methanol, chloroform and water should each be cooled down 

on wet ice before the lipid extraction. 

A modified Bligh and Dyer was used for lipid extraction. One million cells were collected and pelleted 

in an eppendorf and 200 µl of water was added. After vortexing (30s), the sample was transferred in a 

glass tube. 500 µl of methanol were used to rinse the Eppendorf tube and then transferred in the glass 

tube to which 250 µl of chloroform were finally added. The mixture was vortexed for 10 min before a 

new addition of 250 µl of water and 250 µl of chloroform. The mixture was vortexed again for 10 min 

and finally centrifuged (2.500 rpm, 4°C, 10 minutes). Then, 400 µL of the organic phase was collected 

in a new glass tube and dried under a stream of nitrogen. The dried extract was resuspended in 60 µL 

of methanol/chloroform 1:1 (v/v) and transferred in an injection vial. 



Reverse phase liquid chromatography was selected for separation with an UPLC system (Ultimate 

3000, ThermoFisher). Lipid extracts were separated on an Accucore C18 (150x2.1, 2.5µm) column 

(ThermoFisher) operated at 400 µl/ minutes flow rate. The injection volume was 3 µl. Eluent solutions 

were ACN/H2O 50/50 (V/V) containing 10mM ammonium formate and 0.1% formic acid (solvent A) 

and IPA/ACN/H2O 88/10/2 (V/V) containing 2mM ammonium formate and 0.02% formic acid (solvent 

B). The step gradient of elution was in %B: 0.0 min, 35%; 0.0-4.0 min, 35 to 60%; 4.0-8.0 min, 60 to 

70%; 8.0-16.0 min, 70 to 85%; 16.0-25.0 min, 85 to 97%; 25-25.1 min 97 to 100% B, 25.1-31 min 100% 

B and finally the column was reconditioned at 35% B for 4 min. The UPLC system was coupled with a 

Q-exactive Mass Spectrometer (thermofisher, CA); equipped with a heated electrospray ionization 

(HESI) probe. This spectrometer was controlled by Xcalibur software (version 4.1.31.9.) and operated 

in electrospray positive mode. 

Data were acquired with dd-MS2 mode. MS spectra were acquired at a resolution of 70 000 (200 m/z) 

in a mass range of 250−1200 m/z with an AGC target 1e6 value of and a maximum injec�on �me of 

100ms. The 15 most intense precursor ions were selected and isolated with a window of 1 m/z and 

fragmented by HCD (Higher energy C-Trap Dissociation) with normalized collision energy (NCE) of 25 

and 30 eV. MS/MS spectra were acquired in the ion trap with an AGC target 1e5 value, the resolution 

was set at 35.000 at 200 m/z combined with an injection time of 80 ms. 

Data were reprocessed using Lipid Search 4.2.21 (ThermoFisher). The product search mode was used 

and the identification was based on the accurate mass of precursor ions and MS2 spectral pattern. The 

parameters for the ion identification and alignment were set up as follow: ion precursor tolerance 5 

ppm; ion product tolerance 5 ppm; ion and adducts searched [H+], [NH4
+] and [Na+]; alignment 

retention time tolerance 0.4 min; ID quality filters A, B and C. 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 9.21 software and data are presented as 

mean  SEM, unless otherwise stated. Differences between datasets were considered significant 

when p-values, which were calculated using either parametric or non-parametric tests followed by 

adequate post-hoc tests, were less or equal to 0.05. The statistical tests used are indicated in the 

figure legends.   



Results 

Lyso-PAF and PAF are new lipid modulators of ASIC3 channels  

Lyso-PAF is the ether-lipid analog of LPC, bearing an alkyl-bond FA in the sn-1 position, and is generally 

considered as the inactive precursor of PAF. Indeed, PAF can be biosynthesized from lyso-PAF through 

a lyso-PAF acetyl-transferase, and PAF can in turn give back lyso-PAF through a PAF acetyl-hydrolase 

(McManus and Pinckard, 2000). When lyso-PAF (Fig. 1A) or PAF were applied extracellularly, i.e. in the 

pH7.4-bathing solution, onto ASIC3-expressing HEK293 cells, activating effects of both lipids were 

observed on ASIC3 currents. Lipids were applied at 5µM, and 30-second applications were sufficient 

to activate a significant, progressive and non-inactivating ASIC3 current, as compared to non-

transfected cells (Fig. 1B-C). Conversely, lyso-PAF or PAF at 5µM had no activating effects on ASIC1a-

expressing cells (Fig. 1A-C).  

Effects of lyso-PAF and PAF were next compared to those of LPC (Fig. 2). Lyso-PAF and PAF were not 

only able to activate ASIC3 channels at resting pH 7.4 as shown above (Fig. 1 and Fig. 2A-C), but also to 

potentiate the pH7.0-evoked activity (Fig. 2A, D-E), with effects generally similar to those of LPC. 

Comparatively, at the concentration of 5µM, none of these three lipids were able to activate an ASIC1a 

current at resting pH 7.4 (Fig. 2C and Fig. 1), and we did not observed any significant potentiating effect 

of the pH6.6-evoked ASIC1a current (Fig. 2E). Activation of ASIC3 by the three different lipids at pH7.4 

was similar at 5µM (Fig. 2B-C), but had some differences at 1µM and 10µM (Fig. 2C). Indeed, lyso-PAF 

and mainly PAF had a small ASIC3-activating effect at 1µM (Fig. 2C) whereas LPC had no effect. 

Moreover, the effects of lyso-PAF and PAF were bell-shaped, with a maximal effect observed at 5µM 

that decreased at 10µM, while those of LPC increased up to 10µM (Fig. 2C). Similar observations were 

made for the potentiating effects of lyso-PAF or LPC on the acid-evoked ASIC3 currents (Fig. 2A, D-E), 

with a maximal effect of lyso-PAF at 5µM that slightly decreased at 10µM, and an increasing effect of 

LPC up to 10µM (Fig. 2E). However, the potentiating effect of PAF on pH7.0-evoked ASIC3 current was 

smaller than those of lyso-PAF and LPC (Fig. 2D-E). For instance, PAF at 5µM only induced a 1.670.68-

fold increase of the current after a 30s-application compared to 2.551.3 to 2.711.3-fold increases 

for lyso-PAF and LPC, respectively (Fig. 2D).  

Altogether, these data demonstrate that lyso-PAF and PAF are lipid modulators of ASIC3 channels able 

to both activate the channel at resting pH7.4, i.e., without any extracellular acidification, and to 

potentiate its acid-evoked activity. Although these effects appear to be comparable to those of LPC, 

we pointed out some differences between lipids, with PAF being the least efficient of the three lipids 

acting on ASIC3, and lyso-PAF appearing to be the most potent at the concentration of 5µM. Finally, 



no activating/potentiating effects of lyso-PAF, PAF and LPC were observed on ASIC1a at the same 5µM 

concentration, but this does not preclude possible effects at higher concentrations. 

 

The effects of lyso-PAF and PAF on ASIC3 are not dependent on the PAF receptor 

Most, if not all, of the biological effects described for PAF have been associated to the binding to its 

receptor PAF-R (Honda et al., 1991; Hwang, 1988; Ishii et al., 1996; Nakamura et al., 1991). The affinity 

of PAF for its PAF-R is very high (nanomolar range). The affinity of lyso-PAF for PAF-R is much lower 

(Blank et al., 1982), and to test whether the effects of lipids on ASIC3 could be mediated by PAF-R, we 

performed experiments with PAF-R inhibitors, i.e., Ginkgolid B (Hwang et al., 1985) or Apafant (Casals-

Stenzel et al., 1987). The activating (Fig 3A, B) and potentiating (Fig. 3A, C) effects of lyso-PAF, PAF or 

LPC at 5µM on ASIC3 currents were not altered by the presence of 10µM ginkgolid B or of 10µM 

apafant. These data indicate that the effects of PAF and lyso-PAF on the ASIC3 activity were not 

mediated by the PAF receptor, at least at the concentration of 5µM, suggesting another mechanism of 

action of lipids on the channel. 

 

The lipid effects on ASIC3 do not depend on the lipid membrane composition 

Because LPC and related lipids have been reported to act as membrane crenators (Lundbaek and 

Andersen, 1994), we next tested whether the membrane lipid composition could have an impact on 

the LPC effects on ASIC3 (Fig. 4). HEK293 cells transfected with ASIC3 were treated for 24 hours with 

different FA (see methods), including the saturated palmitic acid (PA, C16:0) or the unsaturated 

docosahexaenoic acid (DHA, C22:6). These treatments enriched cell membrane phospholipid content 

in PA or DHA, respectively (Supplementary Fig. 1), although the enrichment in C22:6 was most efficient. 

These treatments had no significant impacts on both the pH-dependent activation and inactivation of 

ASIC3 current (Supplementary Fig. 1B), although the activation curve was slightly shifted toward acid 

pH values, leading to a slight, but not significant reduction of the ASIC3 window current in PA treated 

cells (Supplementary Fig. 1C). At a 5µM concentration, 30-second applications of LPC kept the same 

efficiency to activate ASIC3 at resting pH7.4 in both PA and DHA treated cells, as compared to vehicle-

treated cells (Fig. 4A). At a 1µM concentration, LPC still failed to activate ASIC3 in both C16:0 and C22:6 

treated cells compared to vehicle-treated cells (Fig. 4B). These data show that changing the fatty acid 

content of the cell plasma membrane, which most probably impacts the way LPC and related lipids 

interact with the membrane, did not change the ability of LPC to activate ASIC3, suggesting direct 

effects on the channel or in its close membrane vicinity.  



To further characterize these effects, we performed experiments using ASIC3 mutants, to determine 

which channel domains are important for the lipid effects to occur (Fig. 4C). As LPC, lyso-PAF and PAF 

had no effects on ASIC1a (at least at the concentration of 5µM), we constructed chimeras between 

ASIC1a and ASIC3. Replacing the transmembrane and intracellular domains of ASIC3 by those of ASIC1a 

(A1a/loop3) reduced the ability of LPC to activate the channel (Fig. 4C). Conversely, replacing the 

transmembrane and intracellular domains of ASIC1a by those of ASIC3 (A3/loop1a) potentiated the 

activating effect of LPC compared to its effect of wild-type ASIC3. Although it is difficult to draw 

definitive conclusions about effects of LPC on ASIC3 using these chimeras, the results seemed to 

indicate that the ASIC3 transmembrane and intracellular domains are important for the effect of lipids.  

In another set of experiment, we assessed whether the lipid structure was determinant to produce 

effects on ASIC3 (Fig. 4D-F). First, we demonstrated that, in the concentration range modulating the 

ASIC3 activity (1-10µM), lipids most probably produced their effects on the channel as individual 

molecules and not as lipid aggregates. Indeed, amphiphilic molecules such as LPC and related lipids 

can be organized in aggregates such as micelles in aqueous solutions (Robinson and Saunders, 1958). 

We thus determined whether lipids were aggregated in our experimental conditions, i.e., lipids 

prepared as stock solutions in ethanol and diluted at a final maximum concentration of 10µM in 

extracellular-mimicking saline pH7.4 medium (see methods). As a positive control, a 1mM LPC solution 

prepared in water was used, clearly showing the formation of lipid aggregates (Fig. 4D), as expected. 

Conversely, no aggregates were detected when LPC was dissolved at 10µM in saline extracellular pH7.4 

medium, indicating that the effect on ASIC3 is most probably supported by individual lipid molecules.  

LPC and lyso-PAF are lysolipids classically considered as bearing their single FA chain in sn-1 position, 

i.e., produced following hydrolysis of membrane GPLCho by PLA2 (Dennis et al., 2011). PLA1 enzymes 

(Richmond and Smith, 2011) are also able to produce lysoplipids, leading to lysolipids bearing their FA 

chain in sn-2 position. We thus tested whether LPC compounds bearing either a palmitic acid in sn-1 

or sn-2 position have the same potency to modulate ASIC3 channel activity (Fig. 4E-F). Interestingly, at 

5µM, LPC with the palmitic acid in sn-2 position failed to activate ASIC3 at resting pH7.4 (Fig. 4E), and 

it only modestly potentiated the pH7.0-evoked ASIC3 current (Fig. 4F), compared to its sn-1 analog. 

These data indicate that, although belonging to the same lipid family, the FA position on the glycerol 

backbone of LPC is critical for the lysolipid effect on ASIC3 channels. 

 

Lyso-PAF depolarizes DRG neurons and induces a long-lasting pain-like behavior in mice in an ASIC3-

dependent manner 



LPC was recently shown to generate an ASIC3 depolarizing component in mouse DRGs (Jacquot et al., 

2022), and to provoke long-lasting pain-like behaviors when injected within joints (Jacquot et al., 2022) 

or skeletal muscle (Hung et al., 2020). When 5µM lyso-PAF was applied extracellularly at resting pH7.4 

for 30 seconds onto mouse DRG neurons in primary culture, it induced a significant ASIC3-dependent 

inward current (Fig. 5A), which was associated to a membrane depolarization (Fig. 5B). Lyso-PAF 

generated currents (Fig. 5A) were similar to the currents observed in ASIC3-transfected HEK293 cells 

(Fig. 1), and had a significantly higher density in wild-type neurons displaying a native pH6.6-evoked 

ASIC current (WT ASIC+) compared to wild-type neurons not displaying this native current (WT ASIC-), 

and to ASIC3 knockout neurons that displayed or not native pH6.6-evoked ASIC current (A3KO ASIC+ 

and A3KO ASIC-). This current was associated to a membrane depolarization that was significantly 

higher in WT ASIC+ neurons compared to WT ASIC-, A3KO ASIC+ and A3KO ASIC- neurons (Fig. 5B). 

Interestingly, in some WT ASIC- and A3KO ASIC+ neurons, the 30-second application of lyso-PAF was 

associated to a clear membrane hyperpolarization (Fig. 5B), indicating effects of the lysolipid on other 

ion channels in DRGs, possibly the mechano-sensitive potassium channels TREK1 or TRAAK (Maingret 

et al., 2000). Finally, lyso-PAF was injected into the gastrocnemius muscle in mice, while their 

mechanical and thermal sensitivities were measured before and after muscle injections (Fig. 4C). The 

data clearly show that two intramuscular injections of lyso-PAF induced long-lasting secondary 

mechanical allodynia (Fig. 4C), but not thermal hyperalgesia (Fig. 4C, inset), in WT mice, while ASIC3 

KO mice were protected from this effect. All together, these data suggest that intra-muscular lyso-PAF 

injections most probably sensitize ASIC3-expressing sensory neurons innervating muscle in vivo, 

ultimately leading to persistent pain behaviors in mice. 

 

 

  



Discussion 

Platelet-activating factor (PAF) is a well-known lipid involved in several biological processes , including 

pain (Hasegawa et al., 2010; Hellman et al., 2018; Shindou et al., 2017). For instance, it has been 

proposed to participate to tactile allodynia following peripheral nerve injury (Hasegawa et al., 2010; 

Shindou et al., 2017), as well as to visceral pain and pelvic hyperalgesia (Hellman et al., 2018) in 

rodents. Importantly, all these effects are associated to the binding of PAF to its high affinity receptor, 

namely PAF-R. The present work describes new potential pain-related effects of PAF, but also of its 

precursor lyso-PAF, though the acid-sensing ion channel 3 (ASIC3). Both lipids are able to positively 

modulate ASIC3 activity, inducing its activation at resting physiological pH7.4, and potentiating its 

pH7.0-evoked current, independently of the PAF-R. 

The effects of PAF and lyso-PAF on ASIC3 are comparable to those of lysophosphatidyl-choline (LPC), 

another endogenous lipid we recently propose to trigger chronic joint pain through ASIC3 in both 

rodents and humans (Jacquot et al., 2022; Marra et al., 2016). However, although the three lipids 

globally affect ASIC3 in a similarly way, we pointed out some interesting differences, especially 

between LPC and lyso-PAF/PAF, which may be related to a better solubility of lyso-PAF and PAF at the 

concentration of 5µM. Although PAF, lyso-PAF and LPC share common structural elements, i.e., 

glycerol backbone, choline head in sn-3 and fatty acid in sn-1, lyso-PAF and LPC belongs to the lysolipid 

family, contrary to PAF, which is a phospholipid. On the other hand, LPC is an acyl GPL whereas PAF 

and lysoPAF belongs to the ether-lipid family due to their alkyl-bond fatty acids in sn-1. Based on their 

structural analogies, but also on the fact that their effects on ASIC3 do not depend on PAF-R, we 

hypothesize that the three lipids have a similar mechanism of action on the channel. Previously, we 

reported that both the choline head and the sn-1 fatty acid chain length of LPC were key elements for 

its efficiency to modulate ASIC3 (Marra et al., 2016). We now demonstrate that the sn-1 or sn-2 

position is also crucial. Indeed, the LPC species bearing a C16:0 (palmitic acid) in sn-2 position loses its 

ability to activate ASIC3 at resting pH, compared to its sn-1 C16:0 analog. Theoretically, both sn-1 and 

sn-2 lysolipid species are endogenously synthesized following GPLCho hydrolysis by PLA2 and PLA1 

enzymes, respectively (Dennis et al., 2011; Richmond and Smith, 2011). The fact that only LPC-sn-1-

C16:0 is able to modulate ASIC3 suggests a difference between PLA1 and PLA2 in their ability to be 

associated to pain, at least through an effect on ASIC3 channels, by producing two analogs of the same 

lysolipid. 

Lyso-PAF, PAF, LPC, but also AA, are amphipathic molecules and, as such, there are considered as able 

to induce membrane curvature changes (Lundbaek and Andersen, 1994; Pascher et al., 1992; Sheetz 

and Singer, 1974). We already proposed that the effects of LPC and AA on ASIC3 are probably not due 



to plasma membrane deformations by the lipids, but rather to a more direct effects onto the channel 

or in its close vicinity (Marra et al 2016). We now report that changing the fatty acid content of plasma 

membrane phospholipids, i.e., enrichment with either the saturated palmitic acid (C16:0) or the 

unsaturated docosahexaenoic acid (C22:6), has almost no effect on the ASIC3 pH-dependence and, 

importantly, does not change the ability of LPC to positively modulate the channel activity. These 

results further support a possible effect of the lipids directly on the channel, or in its close membrane 

vicinity, an hypothesis reinforced by the identification of ASIC3 transmembrane domains as key 

elements for the effect of lipids. Interestingly, particular transmembrane domains corresponding to 

lipid binding sites have been identified in the ASIC structure (Yoder and Gouaux, 2020). 

In this work, we identify two endogenous lipids, namely PAF and lyso-PAF, as new positive modulators 

of pain-related ASIC3 channels. These two lipids are closely linked, with PAF being produced from lyso-

PAF through an acetyl-transferase and giving back lyso-PAF through an acetyl-hydrolase (McManus 

and Pinckard, 2000). Many biological effects have been described for PAF, including effects in pain 

(Hasegawa et al., 2010; Hellman et al., 2018; Shindou et al., 2017), but all these effects are associated 

to its high affinity receptor PAF-R. By contrast, lyso-PAF is generally considered as the inactive 

precursor of PAF because of its much lower affinity for PAF-R. Our data thus open new perspectives 

on a possible involvement of lyso-PAF in pain independently of PAF-R and through its positive 

modulatory effects on pain-related ASIC3 channels.  
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Figure legends 

 

Figure 1: Activating effect of Lyso-PAF and PAF on ASIC3 currents. (A) Representative current traces 

obtained following 30-second application of lyso-PAF and recorded at -50mV from HEK293 cells 

transfected with rat ASIC3 (ASIC3), rat ASIC1a (ASIC1a) or control GFP- (Ctrl GFP-). Analysis of the 

current densities measured every 5 seconds for applications of (B) Lyso-PAF and (C) PAF at 5µM onto 

HEK293 cells transfected with ASIC1a (n=6), or ASIC3 (n=6-7) or control GFP- (Ctrl GFP-, n=6 ; * p<0.05 

; **** p<0.0001 as compared to control GFP- ; # p<0.05 ; #### p<0.0001 as compared to ASIC1a, Two-

way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparisons test). Inset shows the AUC calculated over 30-

second period from the baseline fixed at 0 (n=6-7 ; ****p<0.0001, significantly different with ASIC3, 

One-way ANOVA test followed by a Tukey’s post hoc test).  

 



 

 

Figure 2: Comparison of lyso-PAF, PAF and LPC effects on ASIC3 channels. (A) Representative current 

traces recorded at -80mV from HEK293 cells transfected with rat ASIC3 channels. Currents were 

elicited by repetitive extracellular pH drops from pH7.4 to pH7.0 every 10 s and lyso-PAF (5µM) was 

applied extracellularly for 30 seconds, as indicated above each traces. This protocol allowed studying 

the effects of LPC on both the basal activation (1) and the potentiation (2) of acid-evoked ASIC currents. 



(B) Analysis of the current densities measured after 10, 20 and 30 second-applications of lyso-PAF, PAF 

and LPC16:0 (5µM) onto HEK293 cells either Ctrl GFP- (n=5-8) or transfected with rat ASIC3 (n=5-12 ; 

****p<0.0001, ####p<0.0001, $$$ p<0.001 for lyso-PAF, PAF and LPC16:0 significantly different to 

their GFP- control respectively, Two-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test). (C) 

Bar graphs showing the AUC calculated over 30-second period from the baseline fixed at 0 of currents 

activated by different concentrations of lyso-PAF, PAF and LPC16:0 (1µM, 5µM and 10µM) on Ctrl GFP- 

or ASIC1a and ASIC3 transfected cells (n=5-12 ; *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001 as compared to 

other conditions ; ###p<0.001, ####p<0.0001 as compared to control LPC16:0 10µM, One-way ANOVA 

test followed by a Tukey’s multiple comparison test). (D) Analysis of the potentiation of pH7.0-evoked 

ASIC3 currents by application of lyso-PAF, PAF and LPC16:0 at 5µM after 10-, 20- and 30-second 

application on ASIC3 transfected cells. The pH-evoked current amplitudes are normalized (I/Ictrl) to 

the current measured before extracellular application of lyso-PAF, PAF and LPC16:0 (n=5-12 ; 

****p<0.0001, $$$p<0.001 lysoPAF and LPC16:0 as compared to vehicle ; **p<0.01, $$p<0.01 lysoPAF 

and LPC16:0 as compared to PAF, Two-way ANOVA test followed by a Tukey’s multiple comparison 

test). (E) Bar graphs showing the AUC calculated over 30-second period from the baseline fixed at 0 of 

potentiation of pH-evoked ASIC currents (pH7.0 for ASIC3 and pH6.6 for ASIC1a) by different 

concentrations of lyso-PAF, PAF and LPC16:0 (1µM, 5µM and 10µM) on ASIC1a and ASIC3 transfected 

cells (n=5-12 ; *p<0.05, **p<0.01 as compared to other conditions and #p<0.05, ##p<0.01 as compared 

to control vehicle ; One-way ANOVA test followed by Tukey’s multiple comparison tests). 

  



 



Figure 3: The effects of PAF and Lyso-PAF on ASIC3 channels are not mediated by the PAF-R. (A) 

Representative current traces recorded at -50mV from HEK293 cells transfected with rat ASIC3 

channels. Currents were elicited by repetitive extracellular pH drops (from pH7.4 to pH7.0 every 10s) 

PAF (5µM ; red trace) or PAF + ginkgolide B (5µM and 10µM respectively ; black trace) were applied 

extracellularly for 30 seconds, as indicated above each traces. These protocols allowed studying the 

effects of PAF with or without PAFR inhibitor both on the basal activation and the potentiation of acid-

evoked ASIC currents. (B-D-F) Analysis of the current densities measured every 10 seconds-applications 

of PAF, lyso-PAF and LPC at 5µM (n=10), or co-application with PAFR inhibitor ginlgolid B (10µM) or 

apafant (10µM) onto HEK293 cells transfected with ASIC3 (n=5) or control GFP- (n=5 ; *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 as compared to vehicle, Two-way ANOVA test followed by a 

Dunnett’s multiple comparison test). (C-E-G) Analysis of the potentiation of pH-evoked ASIC3 currents 

(pH7.0) by application of lyso-PAF, PAF and LPC16:0 at 5µM, or co-application with PAF-R inhibitor 

ginlgolid B or apafant after 10-, 20- and 30-second application on ASIC3 transfected cells. The pH-

evoked current amplitudes are normalized (I/Ictrl) to the current measured before extracellular 

application of lyso-PAF, PAF and LPC16:0 (n=5-10 ; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 as 

compared to vehicle, Two-way ANOVA test followed by a Holm-Sidak’s multiple comparison test). 

 



 

Figure 4: Impact of the lipid environment, the channel domains and the lipid structure on the ASIC3 

modulation by lipids. (A-B) Analysis of the current densities measured every 10 seconds-applications 

of LPC at (A) 1µM and (B) 5µM onto HEK293 cells transfected with ASIC3 and enriched with either 

palmitate or docosahexaenoic acid (DHA) (n=3-10). Inset shows the AUC calculated over 30-second 

period from the baseline fixed at 0 (n=3-10). (C) Analysis of the current densities measured every 10 

seconds-applications of LPC 10µM at pH7.4 onto HEK293 cells transfected with ASIC3 (n=6) or ASIC1a 

(n=5), or LPC16:0 10µM at pH7.2 onto HEK293 cells transfected with the ASIC3/loop1a chimeric 



channel (n=8), or LPC16:0 10µM at pH6.7 + GMQ 1mM onto HEK transfected with the ASIC1a/loop3 

chimeric channel (n=9 ; ****p<0.001, $$p<0.01, ####p<0.0001 as compared to ASIC1a/loop3, ASIC3 

and ASIC1a respectively, Two-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test). Inset 

shows the AUC calculated over 30-second period from the baseline fixed at 0 (n=3-10 ; *p<0.05, One-

way ANOVA test followed by Tukey’s multiple comparison tests). (D) Quantification of experiments 

using Superplot representation of the average size of the hydrodynamic radius (Rh) and polydispersity 

of particle in suspension. Each dot represents one measure that is color-coded according to the 

biological replicate it comes from. The large circles represent the mean of each replicate. The three 

means were then used to calculate the average ± SEM (black bars) (*** p<0.001 as compared to 

LPC16:0 1mM in H2O, Two-way ANOVA test followed by a Tukey’s multiple comparison tests). (E) 

Analysis of the current densities measured every 10 seconds-applications of LPC16:0 (black) and LPC2-

16:0 (green) at 5µM onto HEK293 cells either non-transfected (Ctrl GFP-, n=6-7) or transfected with 

rat ASIC3 (n=10-15; *p<0.05, ** p<0.01 as compared to control GFP-; $$ p<0.01 as compared to LPC2-

16:0 ASIC3, ## p<0.01 as compared to LPC2-16:0 GFP-, significantly different from LPC16:0 ASIC3, Two-

way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparisons test). Inset shows the AUC calculated over 30-

second period from the baseline fixed at 0 (n=6-15 ; ****p<0.0001, significantly different with ASIC3, 

One-way ANOVA test followed by a Tukey’s post hoc test). (F) Analysis of the potentiation of pH-evoked 

ASIC3 currents (pH7.0) by application of LPC16:0 or LPC2-16:0 at 5µM or vehicle after 10-, 20- and 30-

second application on ASIC3 transfected cells. The pH-evoked current amplitudes are normalized 

(I/Ictrl) to the current measured before extracellular application of LPC16:0, LPC2-16:0 or vehicle (n=5-

15 ; *p<0.05 **p<0.01, LPC16:0 as compared to vehicle ; $ p<0.05 LPC16:0 as compared to LPC2-16:0, 

Two-way ANOVA test followed by a Tukey’s multiple comparison test). Inset shows the AUC calculated 

over 30-second period from the baseline fixed at 0 (n=5-15 ; **p<0.01, One-way ANOVA test followed 

by Tukey’s multiple comparison tests). 

  



 

Figure 5: Lyso-PAF generates an ASIC3-dependent inward current associated to membrane 

depolarization in mouse DRG neurons and long-lasting mechanical allodynia after intramuscular 

injections in mice. (A) Analysis of the current densities measured after 10-, 20-, and 30-second 

applications of lyso-PAF at 5µM onto WT and ASIC3 knockout (A3KO) DRG neurons expressing (ASIC+) 

or not expressing (ASIC+) a pH6.6-evoked ASIC current (see methods, n=8-15; *p<0.05, ****p<0.0001 

compared with WT ASIC-, ##p<0.01, ####p<0.0001 compared with A3KO ASIC+ and $$$$p<0.0001 

compared with A3KO ASIC-; Three-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test). Inset 

shows the AUC calculated over 30-second period from the baseline fixed at 0 (n=8-15, **p<0.01, 

***p<0.001, One-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test). (B) Membrane 

potential changes associated with 30-second application of lyso-PAF on WT ASIC+, WT ASIC-, A3KO 

ASIC+, and A3KO ASIC- neurons (n=6-9 ; ***p<0.001, ****p<0.0001, One-way ANOVA followed by a 

Tukey’s multiple comparison test). (C) Effect of intra-muscular administrations of lyso-PAF (10 nmol), 

or vehicle on mechanical pain in male mice. Mechanical withdrawal threshold was assessed using the 

von Frey fillament test (n= 6-7 mice per group ; *p<0.05, #p<0.05 as compared to WT mice injected 

with lysoPAF curve ; Two-way ANOVA test followed by a Tukey’s multiple comparison test). Inset shows 

the thermal heat sensitivity of animals measured using the paw-flick test. 



Supplementary figure legends 

 

Figure supp 1: Lipid enrichment of membranes does not impact the ASIC3 intrinsic properties. (A) 

Lipidomic analysis of fatty acid proportion in the total phospholipids population from HEK293 cells 

enriched with palmitate, docosahexaenoic acid (DHA) or vehicle. (B) Effect of each lipid enrichment on 

the pH-dependent activation and inactivation curves of ASIC3 channels expressed in HEK293 cells (n=8-

14). Acid-induced ASIC3 currents are normalized to their maximal peak amplitude measured at pH 5.0, 

and the protocol used to obtain the curves is shown in the inset. (C) Effect of each lipid enrichment on 

the ASIC3 window current (n=10-16). The protocol used to obtain the curves is shown on the upper 

inset, with a typical ASIC3 trace below. 

 

 



 

Figure supp 2: Impact of the LPC16:0 solvent on ASIC3 channel activation. (A-B) Analysis of the current 

densities measured every 5 second-applications of LPC16:0 at 5µM onto HEK293 cells transfected with 

ASIC1a, ASIC3 or control GFP-. LPC16:0 was prepared as stock solution using either (A) ethanol (EtOH, 

n=5-6) or (B) methanol (MetOH, n=5-6) (Ctrl GFP- ; *p<0.05, **p<0.01 ; ****p<0.0001 as compared to 

Ctrl GFP- ; # p<0.05 ; #### p<0.0001 as compared to ASIC1a, Two-way ANOVA followed by a Tukey’s 

multiple comparisons test). (C) The bar graph shows the AUC calculated over 30-second period from 

the baseline fixed at 0 (n=5-6 ; *p<0.05 as compared to Ctrl GFP- ; ## p<0.01 as compared to ASIC1a, 

One-way ANOVA test followed by a Tukey’s post hoc test).  
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Implication d’ASIC3 dans la perception du froid 

Durant ma thèse j’ai également travaillé sur la perception froide, et les implications d’ASIC3. Le 

constat est parti du simple fait que les souris ASIC3 KO présentent un déficit de perception des 

températures froides (résultats non publiés), suggérant un rôle des canaux ASIC3 dans la 

thermoperception au froid. Différentes données avaient été générées avant mon arrivée dans l’équipe, 

et j’ai pu compléter ces travaux pendant ma thèse.  

J’ai dans un premier temps complété les travaux portant sur l’impact du refroidissement sur les 

propriétés intrinsèques des canaux ASIC3. En effet, un refroidissement de 30°C à 15°C entraine une 

augmentation de l’amplitude et un ralentissement de l’inactivation des courants des différents clones 

du canal ASIC3 (Figure 21.A&B). Le Q10 est un coefficient mesurant la fluctuation d’un paramètre pour 

une variation de température de 10°C. Ici, comme il s’agit d’une chute de température on parle de Q-

10. Par convention, il est considéré qu’un Q10 supérieur à 3 démontre une forte sensibilité du 

paramètre mesuré à la température.  

Dans les expériences de patch clamp, afin de s’affranchir des variations de pH lors du 

refroidissement de la solution extracellulaire, nous avons titrés les solutions à la température testée. 

Les taux de variation de l’inactivation du clone de rat (Q-10 : 4,190,54 ; n=10) et du clone humain (Q-

10 : 4,010,70 ; n=8) ont montré une forte sensibilité à la baisse de température, tandis que le clone de 

souris (Q-10 : 2,750,86 ; n=8) semble moins impacté par le refroidissement (Figure 21.A&B). 

L’amplitude des courants ASIC3 de rat (Q-10 : 0,980,06 ; n=10), humain (Q-10 : 1,890,21 ; n=7) et de 

souris (Q-10 : 2,060,17 ; n=7) semble aussi impactée, dans une moindre mesure, lors du 

refroidissement avec une hausse à faible température (Figure 21.A & B).  

L’activité des canaux ASIC3 est donc sensible au refroidissement, ce qui se traduit par une 

augmentation de l’amplitude et de la cinétique d’inactivation des courants. Ces deux effets conduisent 

à une forte augmentation de la quantité de courant ASIC3 pour une acidification donnée, i.e., pH6,6 

dans le cas de mes enregistrements (Figure 21.A & B). Les canaux ASIC3 étant fortement exprimés dans 

les neurones DRG (Price et al., 2001), on peut donc émettre l’hypothèse que le refroidissement et/ou 

les températures froides provoquent une augmentation de l’excitabilité neuronale. 
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Figure 21 : Effets des températures froides sur l'activité des canaux ASIC3 exprimés dans des cellules HEK 
293.  
A. Traces représentatives de courants ASIC3 humain de rat ou de souris exprimés dans des HEK 293, 
induit par une acidification du pH physiologique de 7,4 à pH6,6 (HP= -80mV). B. Mesure des Q-10 des 
amplitudes et des constantes de temps d’inactivation des différents clones des canaux ASIC3 entre 30 et 
15°C. C. Mesure des courants ASIC3 et TRPM8 exprimés dans les cellules HEK 293, en réponse à une 
rampe de refroidissement allant de 30°C à 15°C (HP= -80mV). 
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Etant donnés les effets du froid sur ASIC3, l’hypothèse d’une activation du canal à pH 

physiologique, i.e., pH7,4 sans acidification extracellulaire, a été envisagée. J’ai donc comparé son 

activité à un canal thermosensible au froid connu ; le canal TRPM8 (McKemy et al., 2002; Peier et al., 

2002). J’ai appliqué une rampe de refroidissement de 30°C à 15°C correspondant aux gammes de 

sensibilité du canal TRPM8, sur les canaux ASIC3 et TRPM8 exprimés en système hétérologue, à pH7,4 

et sans aucune acidification du pH extracellulaire. J’ai pu constater une activation des canaux TRPM8, 

mais pas d’activation des canaux ASIC3 dans les mêmes conditions (Figure 21.C). 

Pour donner suite à ces résultats j’ai poursuivi mes investigations sur les canaux ASIC natifs, afin 

de mesurer l’impact des températures froides sur les neurones DRG. Pour se faire j’ai mesuré les effets 

de la température sur les courants ASIC natifs évoqués à la suite d’une acidification de pH7,4 à pH6,6 

sur des neurones DRG de souris WT ou ASIC3 KO (Figure 22.D). Nous n’observons pas d’effet du 

refroidissement (30°C vs. 14°C) sur l’amplitude des courants ASIC natifs dans les neurones WT, ni dans 

les neurones ou ASIC3 KO (Figure 22.A).  

De plus, l’amplitude des courants ASIC natifs à une température donnée est identique dans les 

deux types de neurones (Figure 22.A). En revanche, le refroidissement provoque un ralentissement 

significatif des cinétiques d’inactivation des courants ASIC natifs, à la fois dans les neurones WT et les 

neurones ASIC3 KO (**p<0.01 ; ****p<0.0001) (Figure 22.B). On remarque également que l’inactivation 

des courants ASIC WT est beaucoup plus rapide que chez les ASIC3 KO (####p<0.0001) démontrant que 

la délétion de la sous unité ASIC3 ralentit l’inactivation des courants ASIC natifs (Figure 22.B). 

Les canaux ASIC3 ne semblent donc pas jouer un rôle majeur dans la modulation par le froid des 

courants ASIC natifs induits par un pH acide dans les neurones DRG de souris. Cependant, ils sont 

significativement modulés par le froid en systèmes d’expression hétérologue et des données non 

publiées du laboratoire indiquent clairement des déficits de perception au froid des animaux ASIC3 KO 

par rapport aux animaux WT.  

Pour aller plus loin dans mes recherches, j’ai eu recourt une approche par fluorimétrie 

calcique. Pour cela, j’ai utilisé la vidéo-microscopie avec la sonde FURA-2, un fluorophore ratiométrique 

sensible au calcium afin de mesurer l’activité calcique des neurones (Figure 22.C & D). J’ai pu discriminer 

les neurones parmi les autres types cellulaires en générant un choc extracellulaire Hyper K (100mM) 

afin de dépolariser les neurones et d’obtenir une réponse considérée comme maximale (Figure 22.C). 

Les cellules non-répondantes à cette stimulation n’ont pas été considéré comme des neurones et ont 

été exclues de mes analyses.  
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Figure 22 : Effets des températures froides sur l'activité des canaux ASIC natifs des neurones DRG de 
souris WT et ASIC3 KO.  
A-B. Effets des températures froides sur l’amplitude (A) et la cinétique d’inactivation (B) des courants 
ASIC natifs de neurones DRG de souris WT et ASIC3 KO. (n= 5-21; **P<0,01, et ****P<0,0001 par rapport 
à 30°C, ####p<0.0001 par rapport à A3KO, t-test non apparié). C. Trace représentative de la variation 
du ratio de fluorescence (340/380nm) d’un neurone DRG de souris WT répondant à une rampe de 
refroidissement, au menthol et à l’hyper K. D. Amplitudes normalisées des variations de fluorescence 
(F/F0) des neurones DRG WT et ASIC3 KO, stimulés avec une rampe de refroidissement (30°C14°C), du 
menthol (250µM), de l’AITC (50µM) et un choc hyper K (100mM K+).   
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Je me suis alors focalisé sur les neurones DRG répondant au froid, en appliquant une rampe de 

refroidissement de 30°C jusqu’à 14°C (Figure 22.C). De plus, afin de discriminer les neurones exprimant 

les canaux connus pour être sensibles aux froids (TRPM8 ou TRPA1), j’ai appliqué du menthol (250µM) 

ou de l’AITC (50µM), respectivement (Figure 22.C). 

La mesure des réponses calciques des neurones DRG de souris sensibles au froid ne montrent 

pas de différences entre les neurones WT ou ASIC3 KO, qu’ils soient stimulés par une rampe de 

refroidissement (WT : 1,160.01 ; ASIC3 KO : 1,230.02), l’application de menthol (WT : 1,110.02 ; 

ASIC3 KO : 1,220.04) ou d’AITC (WT : 1,280.10 ; ASIC3 KO : 1,080.12) (Figure 22.D). L’ensemble des 

mesures réalisées a permis de mettre en évidence que la même proportion de neurones répond au 

froid, 4,48% pour les neurones WT (n=26/580) et 4,04% chez les neurones ASIC3 KO (n=14/347).  

Dans les neurones DRG répondant au froid, 42,31% (n=11/26 ; soit 1.89% des neurones totaux 

n=11/580) et 78.57% (n=11/14 ; soit 3.17% des neurones totaux n=11/347) répondent au menthol, chez 

les WT et ASIC3 KO, respectivement. De plus, dans ces mêmes neurones 54,55% (n=6/11 ; soit 1.25% 

des neurones totaux n=6/481) et 25% (n=1/4 ; soit 0.36% des neurones totaux n=1/275) répondent à 

l’AITC, chez les WT et ASIC3 KO, respectivement. L’ensemble de ces données suggèrent qu’ASIC3 ne 

semble pas impacter les amplitudes des réponses au froid, au menthol ou à l’AITC, ni la proportion de 

neurones répondants aux froid, au menthol ou à l’AITC (Figure 22.D). 
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Discussion 

Nouveaux activateurs lipidiques endogènes des canaux ASIC3 

La LPC16:0 a été identifié comme espèce principale de LPC dans les liquides synoviaux de 

patients souffrant de douleurs articulaires chroniques. En effet, des analyses lipidomiques ciblées ont 

été menées sur des cohortes indépendantes de patients. Le groupe témoin est constitué des sujets post-

mortem ne possédant aucun historique d’ostéoarthrose ou de maladies rhumatismales. Les deux autres 

cohortes sont constituées de patients souffrant de pathologies articulaires chroniques. La première 

cohorte comporte uniquement des patients atteints d’ostéoarthrose, et la seconde est constituée de 

patients souffrant de différentes pathologies articulaires chroniques, dont l’ostéoarthrose et d’autres 

pathologies comme par exemple la polyarthrite rhumatoïde.  

Les analyses lipidomiques des liquides synoviaux de genoux ont alors mis en évidence dans la 

première cohorte la présence d’une forte teneur en LPC16:0. Cette forte quantité de LPC16:0 a 

également été corrélée au score de douleur du genou et de douleur globale (VAS genou et VAS global ; 

VAS : Visual Analogue Scale), indépendamment de l'âge, du sexe, de l'IMC et des niveaux d'IL6 dans les 

articulations des patients (Jacquot et al., 2022). Une augmentation spécifique de la LPC16:0 a été 

observé dans les fluides synoviaux de la seconde cohorte de patients, de manière quasi indépendante 

de la pathologie articulaire. Ces résultats suggèrent que la LPC16:0 ne semble pas être le marqueur 

d’une pathologie articulaire en particulier, mais plutôt un marqueur douloureux de pathologies 

touchant les tissus profonds comme les muscles ou les articulations (Hung et al., 2020; Jacquot et al., 

2022; Marra et al., 2016; Zhai et al., 2019).  

Nos travaux révèlent que la LPC16:0 est capable d’activer de manière spécifique et constitutive 

les canaux ASIC3 exprimés en système hétérologue et dans les neurones DRG de souris en culture. Cette 

activation induit dans les neurones nociceptifs une dépolarisation constitutive dépendante d’ASIC3, qui 

a déjà été montrée comme sensibilisant ces neurones (Deval et al., 2003). Il est donc probable que la 

stimulation des canaux ASIC3 par la présence de LPC16:0 sensibilise les afférences nociceptives, et 

participe au comportement douloureux associé. Ces résultats sont confortés par différentes études 

lipidomiques indiquant de fortes concentrations de LPC dans les liquides synoviaux ou dans le plasma 

de patients souffrant de douleurs musculosquelettiques (Hung et al., 2020; Kosinska et al., 2013, 2016; 

Zhai et al., 2019). 
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Les sources de LPC lors de ces situations pathologiques ne sont pas toujours précisées. 

Cependant, certaines études suggéreraient l’acteur d’une étape clé pour la genèse de la LPC, la sPLA2. 

Cette sPLA2 intervient dans la production de LPC en clivant l’AG présent en sn2 du groupe glycérol de 

la PC. Cette sPLA2, ayant comme préférence de substrat les PC possédant une chaine d’AG de petite 

taille en position sn2 (Min et al., 1999; Wardlow et al., 1986), favoriserait la production de LPC à partir 

de PC oxydée dans le muscle dans un modèle murin d’hyperalgie chronique induite par des sons 

stressants répétées et intermittents.  

De plus, dans ce modèle, une voie non enzymatique de déacylation est présente lors de stress 

oxydatif formant spontanément de la LPC dans les muscles (Hung et al., 2020). Des travaux récents 

effectués en collaboration avec notre équipe, ont montré chez des patients atteints de polyarthrite 

rhumatoïde la présence de deux anticorps monoclonaux spécifiques, B02 et B09 issus de cellules B. 

L’injection de ces deux anticorps B02/B09 chez la souris produit alors une hyperalgie mécanique, via des 

processus non inflammatoires.  

De façon intéressante, dans ce modèle murin il a été constaté des niveaux accrus d'ARNm pour 

deux isoformes de sPLA2 (Pla2g2 et Pla2g5) dans les articulations de la cheville, couplé à une 

augmentation des taux de LPC16:0. La LPC16:0 ainsi produite est alors capable d’activer les canaux 

ASIC3. De plus, leur inhibition empêcherait le développement de cette hyperalgie mécanique chez la 

souris. Toutes ces observations soulignent le rôle central de l’activation d’ASIC3 par la LPC16:0, dans le 

développement de l’état douloureux chronique dans ce modèle murin de polyarthrite rhumatoïde 

(Jurczak et al., 2022).  

La publication des travaux de l’équipe en 2016 sur la LPC, a permis de mettre en évidence un 

nouvel activateur endogène des canaux ASIC3 à pH physiologique. Durant ma thèse nous avons pu 

mettre en évidence deux autres activateurs lipidiques endogènes des canaux ASIC3, le lysoPAF et le PAF. 

Ces alkyl-lipides endogènes sont des analogues structuraux de la LPC. J’ai montré que ces lipides étaient 

capables d’activer spécifiquement le canal ASIC3 à pH physiologique. Cette activation par les lipides 

semble similaire au mécanisme décrit pour la LPC. L’application de lipide à pH physiologique produit un 

décalage de la courbe d’activation des canaux ASIC3 vers des pH plus alcalins induisant un courant 

entrant non inactivant à pH7,4 (Deval et al., 2008; Marra et al., 2016).  
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Certaines nuances sont toutefois à apporter pour ces deux alkyl-lipides. En effet, contrairement 

à la LPC leur concentration effective maximale est à 5µM, contre 10µM pour la LPC. De plus le PAF 

semble potentialiser les courants ASIC3 évoqués à pH7,0 de façon moins importante que le lysoPAF 

pour les mêmes concentrations. Cette différence trouve probablement son origine dans la structure des 

lipides, car le PAF possède un groupe acétyle en sn2 de son glycérol, pouvant alors changer ses 

propriétés sur le canal ASIC3.  

Par la suite, étant donné l’implication du récepteur au PAF (PAFR) dans les processus 

inflammatoires médiés par le PAF, il était intéressant de tester son implication dans les effets observés 

sur ASIC3. De plus, les concentrations que nous utilisons sont supérieures aux concentrations 

nécessaires à l’activation du PAFR par le PAF en condition physiopathologique (gamme nanomolaire) 

(Blank et al., 1982).  

Le gingkolide B et l’apafant, deux inhibiteurs du PAFR, ne semblent pas impacter les effets des 

lipides sur les canaux ASIC3 lors de leur co-application à pH physiologique, suggérant que les effets 

portés par le PAF, le lysoPAF et la LPC sur ASIC3, sont indépendant du PAFR à la concentration de 5µM. 

Ces résultats suggèrent également que les lipides agissent très probablement sur le canal d'une manière 

plus directe que par un récepteur associé. Ainsi l’implication du PAF et du lysoPAF dans l’activation du 

canal ASIC3 ouvre de nouvelles perspectives quant au(x) rôle(s) des canaux ASIC dans l’inflammation et 

la douleur associée. 

Par la suite, j’ai testé les effets du lysoPAF sur les canaux ASIC natifs, en utilisant des cultures 

primaires de neurones DRG. Le lysoPAF est capable de générer un courant entrant non inactivant dans 

les neurones WT ASIC+ spécifiquement, et entrainant de concert une dépolarisation chez ces neurones. 

Il a récemment été démontré que la LPC génère une composante dépolarisante ASIC3 dans les DRG de 

souris (Jacquot et al., 2022) et provoque des comportements douloureux de longue durée lorsqu'il est 

injecté dans les articulations (Jacquot et al., 2022) ou les muscles squelettiques (Hung et al., 2020).  

En collaboration avec l’institut NeuroDol à Clermont Ferrand, des données préliminaires sur les 

effets de l’injection intramusculaire de lysoPAF ont pu être obtenues. La double injection de lysoPAF 

dans le muscle gastrocnémien induit une allodynie mécanique pérenne dépendante d’ASIC3 chez les 

souris, sans produire d’hyperalgie thermique. Ces résultats ouvrent la voie à de nouvelles perspectives 

concernant le lysoPAF et ses implications dans la douleur. Le lysoPAF étant majoritairement impliqué 

lors de situations inflammatoires, cela ouvre de nouvelles perspectives concernant ses rôles dans la 

douleur et l’inflammation.  
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Ainsi la question du mécanisme d’action de ces lipides sur le canal ASIC3 a fait partie de mes 

travaux de thèse. Il avait précédemment été montré que l’AA, la LPC, le PAF et le lysoPAF était capable 

d’imiter l'étirement membranaire, activant ainsi les canaux mécano-sensibles TREK-1 et TRAAK 

(Maingret et al., 2000). Cette hypothèse de la déformation de la membrane pour l’activation d’ASIC3 

par la LPC a été testé en 2016 par microscopie de conductance ionique à balayage couplé à des 

enregistrements électrophysiologiques.  

Dans ces expérimentations l’effet de l’AA et de la LPC ont été comparé au trinitrophénol, un 

composé connu pour déformer la membrane. Les applications de trinitrophénol n’induisent pas 

d’activation du canal ASIC3  contrairement à l’AA et la LPC (Marra et al., 2016). Nous avons alors émis 

l’hypothèse que les caractéristiques de l’environnement lipidique sont importantes pour l’effet de la 

LPC sur les canaux ASIC3. Nous avons alors modifié la composition membranaire en enrichissant les 

membranes cellulaires avec du palmitate, un AG court et complétement saturé, ou de l’acide 

docosahexaénoïque (DHA), un AG long comportant six insaturations.  

L’enrichissement des membranes cellulaires avec ces différents AG modifie la fluidité de la 

membrane, la rendant plus rigide avec du palmitate et plus fluide avec du DHA (Mason et al., 2016; 

Romero et al., 2019). Les différentes conditions d’enrichissement de la membrane avec les AG n’ont pas 

eu d’impact sur l’effet activateur de la LPC sur ASIC3, suggérant que la nature de l’environnement 

lipidique du canal ASIC3 de conditionne pas les effets de la LPC sur ce dernier. 

Par la suite nous avons utilisé une autre approche en modifiant cette fois ci la structure du canal 

plutôt que son environnement. Pour se faire j’ai eu recourt aux canaux chimériques entre le canal ASIC3 

et ASIC1a, le canal ASIC1a n’étant pas sensible à l’application de LPC. Cela m’a permis par une approche 

électrophysiologique de déterminer quels domaines structuraux sont impliqués dans la sensibilité du 

canal ASIC3 à la LPC. Seule la chimère ASIC3/loop1a à produit une activation lors de l’application 

extracellulaire de LPC, indiquant que la sensibilité du canal ASIC3 à la LPC est portée par les segments 

transmembranaires et intracellulaires.  

Afin d’aller plus avant il conviendrait de disséquer plus finement la structure du canal ASIC3 au 

niveau des segments transmembranaires et intracellulaires. De plus, très récemment des travaux 

portant sur la structure des canaux ASIC ont mis en évidence de multiples densités lipidiques allongées 

situées le long des domaines transmembranaires (TMD) du canal cASIC1a pouvant correspondre à des 

lipides liés (Figure 23) (Yoder and Gouaux, 2020).  
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Ces densités sont spatialement distinctes (Figure 23.B) et sont présentes entre les hélices TM2a 

et TM1 (Figure 23.C) et près du côté cytoplasmique de la membrane, entre TM1 et TM2b (Figure 23.D). 

Ces travaux pourraient donner les futures indications concernant les domaines précis impliqués dans 

les effets de la LPC sur les canaux ASIC3. 

Dans de précédents travaux, il a été montré que la structure du lipide est importante pour son 

activité sur le canal ASIC3, notamment le groupe de tête en position sn3 du glycérol. Ainsi les effets sur 

ASIC3 de l’acide lysophosphatidique (LPA), la lysophosphatidyléthanolamine (LPE), 

lysophosphatidylsérine (LPS), et la lysophosphatidylinositol (LPI), ont été comparé au LPC. Dans cette 

étude seule la LPC est capable de produire une activation des canaux ASIC3, indiquant que le 

groupement de tête choline est important pour  l’effet du lipide sur ASIC3 (Marra et al., 2016).  

Différentes longueurs de chaine d’acide gras de la LPC ont également été testé. Leurs résultats 

ont mis en évidence que les formes 16:0 et 18:1 de la LPC semblaient être les plus efficaces produire 

une activation significative des canaux ASIC3 à pH physiologique (Marra et al., 2016). Cependant, la 

position de la chaine d’acide gras sur la LPC n’avait pas été testé, et j’ai ainsi pu tester une application 

de LPC2-16:0 (acide palmitique présent en sn2 du squelette glycérol) sur les canaux ASIC3 à pH 

physiologique.  

Mes résultats indiquent que la position de l’AG en sn1 du glycérol de la LPC est déterminante 

pour que le lysolipide produise une activation des canaux ASIC3 à pH physiologique. Dans la continuité 

de ces résultats, il serait maintenant intéressant de tester l’effet d’autres analogues de la LPC, les 

alkényl-lysoPC. En effet ces alkényl-lipides (ou plasmalogènes) sont une part importante des lipides 

présents dans les membranes de certains tissus, dont certains sont impliqués dans les processus 

inflammatoires comme la rate et les globules blancs (Braverman and Moser, 2012; Dean and Lodhi, 

2018), pouvant alors produire de l’alkényl-PC (Pinckard et al., 1994). 

Enfin, afin de déterminer la forme dans laquelle la LPC agit sur les canaux ASIC3, j’ai eu recourt 

à des mesures de diffusion dynamique de la lumière (DLS) mesurant alors le rayon hydrodynamique des 

agrégats présents dans les solutions. Ces mesures ont pu mettre en évidence que la solution de LPC à 

10µM dans notre solution de patch à pH7,4, ne forme pas d’agrégats, indiquant que la LPC agirait sous 

forme libre plutôt que sous forme d’agrégat. De plus, j’ai également pu montrer que le solvant utilisé 

pour resuspendre la LPC en solution, qu’il s’agisse d’éthanol ou de méthanol, n’altère en rien l’effet 

d’activation des canaux ASIC3 par la LPC. 
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Figure 23 : Densité allongée au sein de la structure des canaux cASIC1.  
A. Représentation de la surface de cASIC1 à l'état désensibilisé colorée par le potentiel de lipophilie. B. 
Cartoon hybride et représentation de surface des sites lipidiques au niveau du domaine 
transmembranaire. C-D. Densités lipidiques entre TM1 et TM2a (C) et entre TM1 et TM2b adjacentes à 
la boucle réentrante (D) de cASIC1. (D’après Yoder and Gouaux, 2020).  
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Modulation d’ASIC3 dans les réponses au froid 

La perception du froid et du froid nocif est majoritairement portée par les canaux TRPM8 et 

TRPA1 (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002; Story et al., 2003). Cependant la présence seule de ces 

deux canaux ne suffit pas à expliquer l’intégralité des réponses au froid observés in vivo et in vitro. Il a 

notamment été mis évidence par hybridation in situ, que 56,5% des neurones DRG de souris expriment 

le canal TRPA1 (Nagata et al., 2005). Alors que d’un point de vue fonctionnel par imagerie calcique, seuls 

3.6% des neurones DRG génèrent une réponse lors d’un refroidissement nocif (Story et al., 2003).  

Ces résultats sont confortés par une autre étude mettant en évidence une population de 

neurones produisant une réponse calcique lors de refroidissement, sans présenter de réponse aux 

agonistes de TRPA1 ou TRPM8 (Munns et al., 2007). De plus l’invalidation chez la souris des gènes codant 

pour ces deux canaux n’abolit pas complétement la réponse au froid nocif in vivo (Knowlton et al., 2010). 

Preuve que la complexité des réponses au froid n’est pas encore bien comprise, et suggère d’autres 

acteurs dans cette perception particulière. 

Les résultats préliminaires obtenus au cours de ma thèse ont permis de mettre en évidence la 

sensibilité au froid du canal ASIC3. En effet, les différentes valeurs de Q-10 mesurées pour l’amplitude 

des courants et la constante d’inactivation des différents clones d’ASIC3, démontrent une forte 

sensibilité de ses paramètres à la chute de température (Figure 21.A & B). Des effets similaires sur la 

constante d’inactivation ont été retrouvés pour les canaux ASIC natifs exprimés dans les neurones DRG 

de souris WT et ASIC3KO (Figure 22.A & B), démontrant que les canaux ASIC natifs sont modulés par le 

froid.  

Cependant, contrairement aux canaux TRPM8, ASIC3 n’est pas activé directement par le 

refroidissement (Figure 21.C) et nécessite une acidification extracellulaire (Askwith et al., 2001). Ces 

canaux ASIC3 sont, comme je l’ai évoqué précédemment, très présent dans les neurones DRG, y compris 

dans les neurones nociceptifs de petit diamètre (Price et al., 2000, 2001; Voilley et al., 2001). Les canaux 

TRPA1 et TRPM8 sont eux aussi exprimés dans cette population neuronale (Kobayashi et al., 2005; 

Nagata et al., 2005). Il est alors possible d’envisager qu’ASIC3 pourrait jouer un rôle modulateur de ces 

canaux sensibles au froid dans les neurones nociceptifs.  
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La proportion des neurones DRG générant ces réponses calciques lors de refroidissement ne 

semble pas être impactée par la présence ou l’absence d’ASIC3. De plus la proportion de neurones 

produisant des réponses aux agonistes des canaux TRPM8 et TRPA1 reste inchangée chez les souris 

ASIC3 KO par rapport au WT. Ces résultats suggèrent que la présence d’ASIC3 ne semble pas avoir 

d’impact sur les réponses au froid des neurones DRG, ni sur les populations de neurones exprimant 

TRPM8 et TRPA1.  

Cependant, des résultats non publiés obtenu au laboratoire montrent un déficit de perception 

du froid chez les souris KO ASIC3 comparativement aux souris sauvages. Ceci suggère que la modulation 

de la perception froide par ASIC3 nécessiterait un environnement natif, et probablement une 

organisation tissulaire particulière. Cette organisation nécessaire serait alors altérée lors de la remise 

en culture des neurones DRG.  

C’est dans cette perspective qu’une étude récente a été menée sur les canaux TRPC5, des 

canaux calciques exprimés dans les neurones sensitifs de petits diamètres, aussi impliqués dans la 

perception du froid (Bernal et al., 2021; Zimmermann et al., 2011). Dans l’étude de 2021, les auteurs 

utilisent une technique semblable à la technique de nerf-peau pour enregistrer l’activité des fibres 

nerveuses et permettre l'examen fonctionnel de l'ensemble du système sensoriel de la dent (Bernal et 

al., 2021). Dans ces travaux les auteurs mettent évidence que la transduction sensorielle des stimuli 

froids dans les dents nécessite des odontoblastes. Ainsi, les modèles de neurones en culture primaires, 

abolissant l’organisation des différents acteurs cellulaires, sont insuffisants pour rendre compte des 

complexités fonctionnelles de la détection du froid.  
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Conclusion générale 

Les douleurs chroniques sont aujourd’hui encore mal comprises et il y a un réel besoin de 

nouveaux traitements pour les patients qui en souffre. Dans deux cohortes indépendantes de patients 

souffrant de différentes pathologies articulaires chroniques, des taux important de LPC16:0 ont été 

mesuré dans les liquides synoviaux. Cette découverte a permis d’identifier la LPC16:0 comme facteur 

déclencheur de la douleur articulaires, et de corréler sa concentration au score de douleur des patients. 

La double injection intra-articulaire de LPC16:0 chez l’animal, est capable d’induire une 

hyperalgie mécanique durable chez ces animaux, et de provoquer des comorbidités anxieuses, sans 

dimorphisme sexuel. Il a alors été possible à partir de ce modèle animal de montrer que ces effets sont 

dépendant des canaux ASIC3. 

C’est dans ce contexte que mes travaux de thèse ont pris place et ont permis de mettre en 

évidence de nouveaux modulateurs lipidiques des canaux ASIC3. En effet, j’ai pu montrer que 

l’application de la LPC16:0, du lysoPAF ou du PAF est capable d’activer spécifiquement les canaux ASIC3 

à pH physiologique exprimés en système hétérologue. De plus mes travaux démontrent que 

l’application d’un de ces trois lysolipides potentialise les courants ASIC3 induit par acidification. Ces 

lysolipides semblent agir sur le canal ASIC3 de façon indépendante du PAFR et sous leur forme libre, 

vraisemblablement en interagissant avec les domaines transmembranaires et/ou intracellulaires du 

canal.  

L’application de la LPC16:0 ou du lysoPAF est capable d’activer les canaux ASIC3 natifs et 

d’induire une dépolarisation chez ces mêmes neurones. La double injection intra-musculaire de lysoPAF 

dans le muscle gastrocnémien de l’animal est capable d’induire une hyperalgie mécanique persistante. 

Les canaux ASIC3 sont aussi modulés par les températures froides et la délétion de ces canaux altèrerait 

la perception du froid chez les animaux.  

Ses différents résultats ont permis de faire le lien entre la LPC16:0, les canaux ASIC3 et les 

douleurs articulaires chroniques. De plus, la découverte du lysoPAF comme nouveau modulateur des 

canaux ASIC3, a permis de suggérer son rôle potentiel dans les douleurs chroniques d’origine 

musculaire. L’activation des canaux ASIC3 par le PAF et le lysoPAF ouvrent de nouvelles perspectives 

quant à la compréhension des mécanismes des douleurs inflammatoires.  Enfin, ces travaux suggèrent 

un rôle central du canal ASIC3 dans différents types de douleurs et renforcent l’hypothèse selon laquelle 

ce canal est un détecteur de coïncidence (Figure 24) (Deval et al., 2008). 
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Figure 24 : Schéma bilan de la modulation d’ASIC3 par les lipides et la température.  
H+, Proton ; LCAT, Lécithine acyl transférase ; LPC, Lysophosphatidylcholine ; LysoPAF, Lyso Platelet 
Activating Factor ; Na+, Ion sodium ; P/AT, phospholipase/acyltransférase ; PAF, Platelet Activating 
Factor ; PAF-AH, PAF acétylhydrolase ; PLA2, Phospholipase A2 ; ROS, Espèces réactive de l’oxygène (Créé 
avec BioRender.com). 
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Annexes 

Mes travaux de thèse ont donné lieu à quatre publications, dont deux en 2ème auteur, une en 

5ème auteur, et une en 1er auteur sous forme de draft. 

Article 1 : Lysophosphatidylcholine 16:0 mediates chronic joint pain associated to 

rheumatic diseases through acid-sensing ion channel 3 

Florian Jacquot*, Spiro Khoury*, Bonnie Labrum*, Kevin Delanoe, Ludivine Pidoux, Julie Barbier, 

Lauriane Delay, Agathe Bayle, Youssef Aissouni, David A. Barriere, Kim Kultima, Eva Freyhult, Anders 

Hugo, Eva Kosek, Aisha S. Ahmed, Alexandra Jurczak, Eric Lingueglia, Camilla I. Svensson, Véronique 

Breuil, Thierry Ferreira, Fabien Marchand, Emmanuel Deval 

*, co-premiers auteurs. 

 

 

 

 

 

  



D
ow

nloaded
from

http://journals.lw
w
.com

/pain
by

BhD
M
f5ePH

Kav1zEoum
1tQ

fN
4a+kJLhEZgbsIH

o4XM
i0hC

yw
C
X1AW

nYQ
p/IlQ

rH
D
3i3D

0O
dR

yi7TvSFl4C
f3VC

4/O
AVpD

D
a8K2+Ya6H

515kE=
on

03/17/2022

Downloadedfromhttp://journals.lww.com/painbyBhDMf5ePHKav1zEoum1tQfN4a+kJLhEZgbsIHo4XMi0hCywCX1AWnYQp/IlQrHD3i3D0OdRyi7TvSFl4Cf3VC4/OAVpDDa8K2+Ya6H515kE=on03/17/2022

Research Paper

Lysophosphatidylcholine 16:0 mediates chronic
joint pain associated to rheumatic diseases through
acid-sensing ion channel 3
Florian Jacquota, Spiro Khouryb, Bonnie Labrumc, Kévin Delanoec, Ludivine Pidouxc, Julie Barbiera,
Lauriane Delaya, Agathe Baylea, Youssef Aissounia, David A. Barrierea, Kim Kultimad, Eva Freyhultd, Anders Hugoe,
Eva Kosekf,g, Aisha S. Ahmedh, Alexandra Jurczaki, Eric Linguegliac, Camilla I. Svenssoni, Véronique Breuilj,
Thierry Ferreirab, Fabien Marchanda, Emmanuel Devalc,*

Abstract
Rheumatic diseases are often associated to debilitating chronic pain, which remains difficult to treat and requires new therapeutic
strategies.We had previously identified lysophosphatidylcholine (LPC) in the synovial fluids from few patients and shown its effect as
a positive modulator of acid-sensing ion channel 3 (ASIC3) able to induce acute cutaneous pain in rodents. However, the possible
involvement of LPC in chronic joint pain remained completely unknown. Here, we show, from 2 independent cohorts of patients with
painful rheumatic diseases, that the synovial fluid levels of LPC are significantly elevated, especially the LPC16:0 species, compared
with postmortem control subjects. Moreover, LPC16:0 levels correlated with pain outcomes in a cohort of osteoarthritis patients.
However, LPC16:0 do not appear to be the hallmark of a particular joint disease because similar levels are found in the synovial fluids
of a second cohort of patients with various rheumatic diseases. The mechanism of action was next explored by developing a
pathology-derived rodent model. Intra-articular injections of LPC16:0 is a triggering factor of chronic joint pain in both male and
female mice, ultimately leading to persistent pain and anxiety-like behaviors. All these effects are dependent on ASIC3 channels,
which drive sufficient peripheral inputs to generate spinal sensitization processes. This study brings evidences from mouse and
human supporting a role for LPC16:0 via ASIC3 channels in chronic pain arising from joints, with potential implications for pain
management in osteoarthritis and possibly across other rheumatic diseases.

Keywords: Chronic pain, Joint, Osteoarthritis, Lysophosphatidylcholine, Lipid, Acid-sensing ion channels, Sodium channels

1. Introduction

Chronic joint pain is the primary reason why patients seek care
from rheumatologists, representing a heavy burden for modern
societies.4,14 In addition to economical costs, chronic joint pain
considerably impairs the patients’ quality of life, leading to
disabilities and psychological distress.4,36 Despite major ad-
vances in inflammatory arthritis therapies, most patients,
especially those suffering from osteoarthritis (OA), continue to
experience life-disabling pain. The development of new thera-
peutic strategies requires a better understanding of the

pathophysiology of joint pain, with careful identification of the
triggering factors and associated mechanisms.

In the past 2 decades, signaling lipids have been shown to
contribute to the onset and maintenance of pain. Lysophosphati-
dylcholine (LPC) and lysophosphatidic acid (LPA), the most
prominent lysoglycerophospholipids,41 are emerging as potential
direct pain mediators, besides well-known thromboxanes, leukotri-
enes and prostaglandins.15,32 Lysophosphatidic acid has been
already identified as a key promoter of nerve demyelination and
certainly of neuropathic pain.22,52 Paradoxically, LPA receptor
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signaling has also documented physiological roles in myelinating
cells during nervous system development.54–56 The role of LPC in
pain remains more elusive because its effects could be partially
mediated by LPA through the action of autotaxin, the LPC-to-LPA
converting enzyme.50,51 Nevertheless, some studies support a
direct role of LPC inpain associated to its ability to activate/potentiate
pain-related ion channels.2,12,15,31,32Wealready reportedhigh levels
of LPC in the synovial fluids of painful joint patients,32 and an
overactivation of the conversion pathway of PC-to-LPC has been
recently observed in OA patients.57 Lysophosphatidylcholine seems
also important in pain originating from muscles.18

Lysophosphatidylcholine is able to activate and potentiate
pain-related acid-sensing ion channel 3 (ASIC3),32 a subtype of
the ASIC channel family, widely expressed in nociceptors and
also gated by extracellular protons.53 Acid-sensing ion channel 3
have been involved in animal models of inflammatory and
noninflammatory pain,9,43 especially in the development of
chronic pain states originating from joints20,23,48 and mus-
cles.18,44,45 Genetic deletion of ASIC3 reduced secondary pain
behaviors in different models of arthritis, such as intra-articular
complete Freund adjuvant (CFA) or carrageenan, and in collagen
antibodies–induced arthritis model.17,20,21,46 However, its direct
role in inflammation is still debated with proresolving and
worsening effects reported.17,46 Blockade of ASIC3 with
APETx210 attenuated both disease and pain progression of the
early phase in a OA rat model.23 Finally, ASIC3-dependent pain
behaviors can be induced upon injection of LPC in rodent paw or
muscle.18,32 Here, we investigated the clinical relevance of LPC in
chronic joint pain and explored its mechanism of action involving
peripheral ASIC3 channels following intra-articular administra-
tions of LPC16:0 in mice.

2. Methods

2.1. Patient cohorts

2.1.1. Cohort of patients with osteoarthritis (first cohort)

Thirty-five patients with knee OA (16 women and 19 men,
average age, 64.8 years, range 49‐73 years) participated. This
study was approved by the Regional Ethical Review Board in
Stockholm, Sweden (reference number 2011/2036-31-1,
2012/2006-32) and followed the guidelines of the Declaration
of Helsinki. All patients were recruited consecutively from the
waiting list for total knee replacement at Ortho Center, Upplands
Väsby, Sweden. The patient inclusion criteria were 25 to 75
years of age, radiologically verified kneeOA, and the presence of
knee pain as the dominant pain symptom and a motivation for
surgical procedure. The patients were excluded if they suffered
from chronic pain due to causes other than knee OA (eg,
fibromyalgia, degenerative disc disease, disc herniation, in-
flammatory rheumatic disease, or neurologic disease) or in case
of previous knee surgery planned for total knee replacement.
Information regarding medication was collected from all
patients. Eight patients were taking analgesics (3 codeine, 2
tramadol, 2 buprenorphin plaster, 1 ketobemidone), 12 were
taking acetaminophen, and 16 had previously been taking
nonsteroidal anti-inflammatory drugs at demand; however,
these had been stopped 14 days before the surgical procedure.
All patients received 2 g of acetaminophen (paracetamol) and 10
mg of oxycodone orally as premedication before the operation.
All participants were informed about the study procedure, and
written consent was obtained. Knee joint synovial fluid was
collected during surgery and immediately frozen at 280˚C for
future analysis.

2.1.2. Cohort of patients with different joint diseases (second
cohort)

Fifty patients suffering from different painful joint diseases (32
women and 18men, average age, 68.6 years, range, 26-94 years),
recruited in the Rheumatology Department of Nice University
Hospital, France, participated and were distributed as follow:
rheumatoid arthritis (RA, n5 6), chondrocalcinosis (CCA, n5 12),
spondyloarthritis (SPA, n5 5), psoriatic arthritis (n5 4), gout (n5
5), andOA (n5 18). All subjects provided informed consent before
inclusion, and the study was approved by the Nice University
Institutional Review Board for Research on Human Subjects. By
contrast with the first OA cohort, information about medications
was not available for all patients excluding the possibility to perform
correlation studiesbetweenLPC levels in synovial fluids andpatient
pain outcomes. The study has been conducted in accordancewith
the French national regulations regarding patient consent and
ethical review. The study was registered in the ClinicalTrials.gov
protocol registration system (NCT 01867840). All samples were
obtained from patients with acute knee joint effusion requiring joint
puncture for diagnosis and/or treatment. The synovial fluids
remaining after biological analysis for patients’ care were included
in the present study and frozen at 280˚C for future analysis.

2.1.3. Postmortem control subjects

Ten postmortem specimens with no history of knee or hip OA or
inflammatory rheumatic diseases were included as controls.
Synovial fluid from the knee joint was collected during an autopsy
procedure and immediately frozen at 280˚C for future analysis.

2.1.4. Questionnaires

Only OA patients from the first cohort completed questionnaires
and scaleswithin aweekbefore the operation.Global pain intensity
at the day of examination (visual analogue scale [VAS] global) and
pain in the affected knee (VAS knee) were all scored using 100-mm
VAS, with 0 indicating “no pain” and 100 indicating “the worst
imaginable pain.” The severity of patient-reported symptoms was
assessed by Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score
(KOOS), which consists of 5 subscales: (1) pain, (2) other
symptoms, (3) activity in daily living, (4) function in sport and
recreation, and (5) knee-related quality of life.38,39 Each KOOS
subscale contains questions scored from 0 to 4, and the average
score of all 5 KOOS subscales was calculated and used for the
analysis.

2.1.5. Patient demographic data and
lysophosphatidylcholine concentrations

The demographic data (age, sex, body mass index [BMI]) and
LPC concentrations found in patients synovial fluids from the first
(OA patients) and the second cohorts, as well as in postmortem
control specimens, are reported in supplementary tables 1 and 3
(available at http://links.lww.com/PAIN/B579). Part of the data of
the first cohort (age, sex, BMI, VAS global, VAS knee, KOOS
assessment, and interleukin [IL]-6 levels in the knee synovial
fluids) have also been reported elsewhere.26

2.2. Lipidomic analysis of patient samples

2.2.1. Chemical and lipid standards

Chloroform (CHCl3), methanol (CH3OH), and formic acid
(HCOOH) were obtained from Sigma Aldrich (Saint Quentitn
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Fallavier, France). Water (H2O) used for lipid extraction was from
Milli-Q quality. Lysophosphatidylcholine standards were pur-
chased from Avanti Polar Lipids via Sigma Aldrich and then
prepared at the appropriate concentration and stored at 220˚C.

2.2.2. Lipid extraction

All patients’ samples were processed in the same manner by the
same laboratory as follow. Extraction of lipids from human
synovial fluid (HSF) samples was adapted from the Folch
method.13 Fifty microliters of each patient sample were diluted
with water to a final volume of 1 mL. The diluted samples were
then transferred into glass tubes (Pyrex Labware) and vortexed
for 1 minute. Lipids were extracted using 4-mL chloroform
(CHCl3)/methanol (CH3OH) (2:1, vol/vol) and shaken with an
orbital shaker (IKA VX basic Vibrax, Sigma-Aldrich) at 1500 rpm
for 2 hours at room temperature. After centrifugation for 10
minutes with a swingout centrifuge at 410 g, aqueous phases
were eliminated, and lipid-containing organic phases were
supplemented with 1 mL of a 4:1 (vol/vol) 2N KCl/CH3OH
solution. Samples were shaken for 10 minutes at 1500 rpm,
centrifuged for 5 minutes, and the upper aqueous phases were
eliminated. The resulting organic phases were complemented
with 1 mL of a 3:48:47 (vol/vol/vol) CHCl3/CH3OH/H2O solution,
shaken for 10 minutes and centrifuged for 5 minutes. The
aqueous phases were eliminated, and the organic phases
containing whole lipids were transferred into new glass tubes.
Lipid extracts were then evaporated until dryness at 60˚C under a
stream of nitrogen, redissolved in 500mLCHCl3/CH3OH (1:2, vol/
vol) and stored at 220˚C until further analysis.

2.2.3. Mass spectrometry analysis of lysophosphatidylcholine

Lipid extracts were diluted once in CHCl3/CH3OH (1:2, vol/vol)
before addition of 1% (vol/vol) formic acid. An optimized quantity
of the internal standard LPC13:0 (0.1mg of LPC13:0 for 100mL of
lipid extract) was added to each sample to quantify LPC species.
Diluted lipid extracts were analyzed in the positive ion mode by
direct infusion on a SYNAPT G2 High-Definition Mass Spec-
trometer (Waters Corporation, Milford, MA) equipped with an
Electrospray Ionization Source. The flow ratewas 5mL/minute. All
High Resolution full-scan mass spectrometry (MS) experiments
were acquired in profile mode over 1 minute with a normal
dynamic range from 300 to 1200 m/z. Ionization conditions in
positive ion mode have been optimized, and all LPC species,
including the LPC internal standard, were detected as protonated
ions [M 1 H]1.

Identification of LPC species was based on their exact masses
in the full-scan spectrum and on tandem MS experiments in the
positive ion mode. Tandem mass spectrometry/MS fragmenta-
tion was performed by collision-induced-dissociation, which
notably allowed to obtain structural information about LPC
species by identifying the choline polar head group (characteristic
and prominent fragment ion for all LPC species with m/z 184).

Lysophosphatidylcholine species were quantified by normal-
izing the intensity of the protonated ion [M 1 H]1 corresponding
to each LPC individual species in the full-scan spectrum to the
intensity of the internal standard LPC 13:0 [M 1 H]1 and
multiplying by the amount of the internal LPC standard. In
addition, corrections were applied to the data for isotopic overlap.
Total LPC amount was calculated by summing the quantities of all
individual LPC species. All spectra were recorded with MassLynx
software© (Version 4.1, Waters). Data processing for high-

resolution full-scan experiments was performed with the help of
ALEX Software.19

2.3. Animals and behavioral experiments

2.3.1. Animals

Experiments were performed on adult male and/or female
C57Bl6J wild‐type (WT) mice (Janvier Labs, Le Genest, France)
as well as ASIC3-knockout (ASIC32/2) and WT littermates
(ASIC31/1), breed in animal facilities of IPMC and UCA Medicine
School with agreements no. C061525 and no. C63115.15,
respectively. Animals were kept with a 12‐hour light/dark cycle
with ad libitum access to food and water and were acclimated to
housing and husbandry conditions for at least 1 week before
experiments. All experiments followed guidelines of the In-
ternational Association for the Study of Pain.59 All the protocols
used were approved by the local ethical committees (CIEPAL-
Azur and CEMEA-Auvergne) and the French government
(agreements no. 02595.02, APAFIS#13499, APAFIS#17387) in
accordancewith EuropeanCommunities Council Directive for the
care of laboratory animals (86/609/EEC).

2.3.2. Joint pain models

Monoarthritis was induced by a single intra-articular injection of
12 mL of CFA (heat-killed Mycobacterium butyricum 2 mg/mL,
Sigma) under isoflurane (2.5%) anesthesia and was used as a
positive control. Concerning the LPC-induced joint pain model,
mice received 2 consecutive intra-articular injections of saline
solutions containing either LPC16:0 (10 or 20 nmol; Avanti polar
lipds, Coger, France) or vehicle (EtOH 2%-4%), 5 days apart,
within the ankle or knee joints (10 mL) under isoflurane (2.5%)
anesthesia. Themechanical (von Frey test) and heat (thermal test)
pain thresholds, as well as the weight-bearing between hind
paws (static weight-bearing test) were measured before and after
LPC/CFA/vehicle injections over a month period (see figures for
schematic protocol of experiments).

2.3.3. Pharmacological experiments

The autotaxin inhibitor S32826 (Biotechne, France), was injected
in mice ankles (10 nmol) either at the time of the first LPC16:
0 injection or 5 days after the second LPC16:0 injection. When
S32826 was coinjected with the first LPC16:0 administration,
mechanical allodynia was assessed from 30 to 240 minutes post
injection. For experiments where S32826 was administrated 5
days after the second LPC16:0 injection, the mechanical
allodynia was assessed 30 and 60 minutes post injection.
APETx2 (Smartox, Saint-Égrève, France), the ASIC3 pharmaco-
logical inhibitor,10 was coinjected in mice knees together with
LPC16:0 (0.1 nmol APETx21 20 nmol LPC16:0), either at the first
or the second intra-articular administration of LPC16:0.

2.3.4. Mechanical sensitivity

Mechanical sensitivity was evaluated by performing von Frey
tests. Two types of von Frey tests were used, the classical
up–down method of Dixon11 modified by Chaplan7 with von Frey
filaments (Bioseb, Vitrolles, France) and the dynamic plantar
aesthesiometer (Ugo Basile, Gemonio, Italy). For both methods,
freely moving animals were placed in individual plastic boxes on a
wire mesh surface, so that von Frey mechanical stimuli could be
applied to the plantar surfaces of their hind paws. For up–down
von Frey experiments, animals followed an habituation period
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before a set of calibrated von Frey filaments ranging from 0.02 to
1.4 g was applied to the plantar surface of each hind paw,
alternatively or only on the ipsilateral hind paw, until withdrawal or
licking of the paw to the stimulus. The 50% paw mechanical
threshold was evaluated before (Baseline) and at different time
points after the first and second LPC16:0 or vehicle injections, or
after the CFA injection. For experiments using the dynamic
plantar aesthesiometer, a ramp of force was applied through a
single filament (up to 7.5 g in 10 seconds), and paw withdrawal
thresholds (g) were measured in duplicate. A mean withdrawal
threshold was then calculated for each animal hind paw. Three
baseline measures were made prior LPC16:0 or vehicle intra-
articular injections, the third baseline measure served as the
reference mechanical withdrawal threshold for statistical
analyses.

2.3.5. Heat sensitivity

Heat sensitivity in mice was assessed by the paw immersion test
using a thermoregulated water bath maintained at 46.0 6 0.2˚C.
Miceweremaintained under a soft cloth except the ipsilateral hind
paw, which was immersed in water until withdrawal (a cutoff of 30
seconds was used to avoid any potential tissue damage).

2.3.6. Weight-bearing experiments

Static weight-bearing apparatus (Bioseb) was used to evaluate
spontaneous weight distribution between hind paws, which
could be considered as a measure of ongoing pain. Following 2
training sessions to habituate animals, mice were placed in a
plastic glass enclosure so that each hind paw rested on separate
transducer pads. Once mice were settled in correct position, the
force exerted by each hind paw was measured over a period of 5
seconds. Weight-bearing differences were recorded as an
average of 4/5 trials and expressed as contralateral/ipsilateral
ratio. The weight distribution was assessed before (baseline) and
at different time points following vehicle, CFA or LPC injections.

2.3.7. Assessment of anxiety-like behaviors

2.3.7.1. Open field test

Micewere individually placed in themiddle of anopen field (50350
3 50 cm) under dim light conditions (30 lux). The distance travelled
and the velocity were automatically calculated during the 5minutes
of testing period as well as the time spent in the center for each
mouse (Ethovision XT 13; Noldus, Wageningen, the Netherlands).

2.3.7.2. Elevated plus maze

The elevated plusmaze (EPM) consists of 4 arms, 2 opposite open
arms (37.53 5 cm) and 2 opposite closed arms (37.53 5 cmwith
20 cmhighwalls), joined by a common central platform (53 5 cm),
subjected to an equal illumination (30 lux). The maze was elevated
to 60 cm above the floor. Each mouse was placed randomly into
the center of the EPM facing an open arm. The time spent into the
open arms, considered when head, gravity center and tail points
were located within the arm, was automatically recorded for 5
minutes and calculated for each animal (Ethovision XT 13; Noldus).

2.3.7.3. Marble burying test

Briefly, mice were individually placed in the experimental cage
(42.5 3 27.6 3 15.3 cm) containing 20 marbles (4 lines of 5
equidistant marbles) disposed on the top of 5-cm-thickness litter.

Animals were left undisturbed during 30 minutes in a quiet room.
At the end, mice were removed, and the numbers of buried
marbles were quantified. A marble was considered as buried
when at least 50% of its surface was covered with litter.

2.3.7.4. Hole board test

The hole board test consists of a board (39.53 39.5 cm) with 16
equidistant holes, 3 cm in diameter, equally distributed through-
out the platform and placed 70 cm above the floor. Mice were
individually placed randomly on one corner of the board facing
away the experimenter and videotaped. The number of head dips
in the holes was quantified for 5 minutes by a blind experimenter.

2.4. Immunohistochemistry on tibiotarsal joints
and amygdala

At day 28, 4 and 5 mice of the vehicle and LPC16:0 10 nmol
groups, respectively, were terminally anaesthetized using a
mixture of ketamine/xylazine and quickly perfused transcardially
with saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA). Ipsilateral
tibiotarsal joints were excised, post fixed in 4% PFA in phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.4) for 48 hours at 4˚C and decalcified in 10%
ethylenediaminetetraacetic acid (pH 7.6, Sigma) during 2 weeks
at 4˚C as previously described.5 Brain was also excised and post
fixed in 4%PFA in phosphate buffer (0.1M, pH 7.4) for 24 hours at
4˚C. After cryoprotection (PB-Sucrose 30%) for at least 48 hours,
samples were included in Tissue-Tek OCT cryo embedding
compound.

Twenty-micrometer, cryostat-thick, frozen sections of joints were
processed, mounted on Superfrost slides, blocked with phosphate
buffered saline (PBS), bovine serum albumin (BSA) 1% and,
incubated with primary antibodies in PBS 1 Triton 0.2% overnight
at room temperature following 3 washes in PBS. Monocytes,
macrophages, and osteoclasts lineage was labeled with a rat
antibody against myeloid protein CD68 (1:1,000; AbD Serotec,
#MCA1957, Oxford, United Kingdom) and peptide-rich sensory
nerve fiberswith a rabbit anti-calcitonin gene-relatedpeptide (CGRP)
(1:2,000, Calbiochem, Meudon, France, #PC205L). After washes,
sections were incubated with the corresponding secondary
antibody (1:1,000, AlexaFluor 488 and AlexaFluor 546 for CD68
andCGRP, respectively, Molecular Probes, Eugene, OR). After PBS
washes, sections were then coverslipped with fluorescent mounting
medium (Dako, Glostrup, Denmark) and observed with Nikon
EclipseNi-Emicroscope.Quantitative analyseswereperformedwith
NIS-Elements software and at least 3 to 6 sections per joint per
animal (n5 4-5 per group) were quantified using regions of interest
(ROIs) on tibiotarsal joint. Results arepresentedas themean intensity
of signal per joint area in oneROI (250032500mm) for CD68 and in
2 ROIs (5703 570 mm) for CGRP.

Transverse sections (30 mm) of the brain containing the
amygdala were cut on a cryotome (Microm HM450; Thermo
Scientific, Illkirch, France). Free floating sections of the amygdala
were stained for c-Fos immunohistochemistry as follows: after 3
washes in tris buffered saline (TBS) 0.05M pH 7.6, sections were
incubated for 1 hour in a blocking solution (TBS 0.05M, BSA 3%,
Triton 0.4%, donkey serum 1%) and then overnight at 4˚C with a
rabbit primary antibody anti-Fos (1:2000 in TBST; Santa Cruz,
Santa Cruz, CA). After 3 washes in TBS 0.05M, sections were
incubated for 2 hours with the appropriate secondary antibody
(AlexaFluor 488 goat anti-rabbit IgG; 1:1000; Molecular Probes).
Sections were then washed in TBS 0.05M, mounted on gelatin-
coated slides and coverslipped with Dako fluorescent mounting
medium. From each animal, 3 to 6 sections were randomly
selected for counting c-Fos–positive cells in the ipsilateral side of
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the BLA (n 5 4 per group) observed with Nikon Eclipse Ni-E
microscope by a blinded investigator, and an average of these
counts was taken.

2.5. Electronic microscopy

Potential demyelination of the saphenous nerve was assessed at
day 7, after the 2 knee injections of 20 nmol of LPC16:0 or vehicle
using electronic microscopy as previously described.35 Briefly, 4
animals in each group were terminally anesthetized and perfused
with PAF4%/2.5% glutaraldehyde (diluted with 0.1 M sodium
cacodylate buffer). A segment of the saphenous nerve was
isolated proximal to the ipsilateral knee joint from vehicle and
LPC16:0 groups and processed for electronic microscopy to
evaluate the G ratio. This was calculated using the equation
G5

ffiffiffi
r
R

p
, where r is the internal axonal radius, and R is the total

axonal radius.

2.6. Quantitative Polymerase Chain Reaction

At days 14 and 28, 4 to 6 mice from each of the different groups
(LPC16:010nmol at days14and28,CFAonly at day14or vehicle at
days 14 and 28) were terminally anesthetized using a mixture of
ketamine/xylazine, and ankle joints were dissected out andmuscles
and tendons trimmed. Samples were then flash frozen in liquid
nitrogen and stored at280˚C until use. Frozen jointswere pulverized
with a biopulverizer (BioSpec, Bartlesville, OK) followed by RNA
extraction with TRIzol using Tissue Lyser II (30 Hz frequency for 2
minutes with 2 cycles, Qiagen, Hilden, Germany). Equal amounts of
RNA from each sample were reverse transcribed in 20 mL to
produce complementary DNA (cDNA) using High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
following themanufacturer’s recommendation. SYBRGreen–based
detection was carried out on a real-time polymerase chain reaction
instrument (Biorad CFX96 Touch, France) for Il6 (Interleukin-6; F-
ACCGCTATGAAGTTCCTCTC, R-GTATCCTCTGTGAAGTCTCCTC),
Tnf (tumor necrosis factor; F-GACCCTCACACTCAGATCATCTTCT,
R-CCTCCACTTGGTGGTTTGCT), Apc5 (tartrate-resistant
acid phosphatase; F-CACATAGCCCACACCGTTCTC, R-
TGCCTACCTGTGTGGACATGA), and Tnfsf11 (receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand; F-TCTCAGATGTCTCTTTTCGTCCAC,
R- CTCAGTGTCATGGAAGAGCTG). In each experiment, samples
were assayed in triplicate. Data were analyzed using the threshold
cycle (Ct) relative quantification method. Relative quantities were
determined using the equation: RQ5 22DDCt. RNA 18S (F-
GCCGCTAGAGGTGAA, R-CATTCTTGGCAAATG) was used as
housekeeping gene.

2.7. In vivo imaging

Inflammation and bone remodeling were assessed in vivo using an
IVIS Spectrum small animal imaging system (Perkin Elmer, Waltham,
MA).Eachmouse received2nmolofMMPSense680 (150mL;Perkin
Elmer) orCatK680FAST (100mL;Perkin Elmer) by intravenous route
at day 7 and day 14, after LPC16:0 (10 nmol) or vehicle, to assess
inflammation and bone remodeling, respectively (n 5 5 in each
group). Six hours or 24 hours later for Cat K 680 or MMP680,
respectively, acquisition was performed under isoflurane anesthesia
(1.5%). Imaging was performed using the ex/em 5 675/720 nm
band-pass filters. Quantification analysis was performed with Living
Image Software (Perkin Elmer) using fixed-sized rectangular ROI
focused on ipsilateral or contralateral tibiotarsal joint of the hind paws.
Results are presented as the total counts of radiance efficiency

(radiance photons per second per square centimeter per steradian)
per incident excitation power (microwatt per square centimeter).

2.8. Cell culture and transfection

Human embryonic kidney (HEK) 293 cell line was grown in DMEM
medium (Lonza BioWhittaker) supplemented with 10% of heat-
inactivated fetal bovine serum (Biowest) and 1% of antibiotics
(penicillin 1 streptomycin, Lonza BioWhittaker). One day after
plating, cells were transfected with pIRES2-rASIC1a-EGFP,
pIRES2-rASIC3-EGFP, or pIRES2-hASIC3a-EGFP vector using
the JetPEI reagent according to the supplier’s protocol (Polyplus
transfection SA, Illkirch, France). Fluorescent cells were used for
patch-clamp recordings 2 to 4 days after transfection.

2.9. Primary culture of dorsal root ganglia neurons

Lumbar dorsal root ganglia (DRG L1-L6) were rapidly
dissected out from euthanized adult male C57Bl6J (Janvier
Lab, at least 8 weeks of age) and ASIC32/2mice, and placed in
cold Ca-free/Mg-free HBSS medium (Corning) supplemented
with 10 mM glucose and 5 mM 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl]-ethanesulfonic acid (HEPES, pH 7.5 with NaOH).
After removing the roots, DRGs were enzymatically dissoci-
ated at 37˚C for 2 3 20 minutes in the HBSS solution
supplemented with calcium (CaCl2 5 mM) and containing
collagenase type II (Gibco, ThermoFisher, Les Ulis, France)
and dispase (Gibco, France). Dorsal root ganglia were then
mechanically triturated and washed in a complete neurobasal A
(NBA) medium (Gibco Invitrogen supplemented with 2% B27, 2 mM
L-glutamine and 1% antibiotics: penicillin 1 streptomycin, Lonza
BioWhittaker), before being plated in 35-mm petri dishes. Neurons
were then kept in culture at 37˚C for 1 week with one-third of the
culturemedium renewedevery 2days (completeNBAsupplemented
with 10 ng/mLNT3, 2 ng/mLglial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF), 10 ng/mLbrain-derived neurotrophic factor (BDNF), 100 ng/
mL nerve growth factor (NGF) and 100 nM retinoic acid) and were
used for patch clamp experiments at least 2 days after plating.

2.10. Patch clamp experiments

The whole-cell configuration of the patch clamp technique was
used to record either membrane currents (voltage clamp) or
membrane potentials (current clamp). The patch pipettes were
made by heating and pulling borosilicate glass tubes (Hilgenberg,
Malsfeld, Germany) with a vertical P830 puller (Narishige, Tokyo,
Japan), so that the pipette resistances were comprised between
3 and 7MV. Patch pipetteswere filledwith an intracellular solution
containing either 135 mM KCl, 2.5 mM ATP-Na2, 2.1 mM CaCl2,
5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH 7.3 with KOH for
DRG neurons or 135 mM KCl, 5 mM NaCl, 5 mM EGTA, 2 mM
MgCl2, 10mMHEPES, pH 7.3with KOH for HEK cells. Cells were
bathed into an extracellular solutionmade of 145mMNaCl, 5mM
KCl, 2 mMCaCl2, 2mMMgCl2, and 10mMHEPES for HEK cells,
and thismediumwas supplementedwith 10mMglucose for DRG
neurons. pH of extracellular solutions were adjusted to different
values with NMDG-Cl, including the control pH 7.4 solution and
the test pH 6.6 solution. During patch-clamp recordings, the cell
under investigation was continuously superfused with extracel-
lular solutions using a homemade 8-outlet system digitally
controlled by solenoid valves (Warner Instruments, Hamden,
CT), allowing rapid changes of the immediate cell environment
from control to test solutions. Electrophysiological signals
generated by patch-clamped cells were amplified and low-pass
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filtered at 2 kHz using an Axopatch 200B amplifier (Molecular
Devices, Berkshire, United Kingdom), digitized with a 1550 A-D/
D-A converter (Molecular Devices), sampled at 20 kHz and stored
on a computer using Clampex software (V10.7, Molecular
Devices). Analyses of these electrophysiological signals were
then made offline using Clampfit software (V10.7, Molecular
Devices). GFP1 HEK cells were considered as positively trans-
fected when the peak amplitudes of pH6.6-evoked ASIC1a or
ASIC3 currents were $ 200 pA. Nontransfected cells corre-
sponded to GFP2 cells with a pH6.6-evoked current , 200 pA.
Dorsal root ganglia neurons were considered as ASIC1 when
they exhibited a transient pH6.6-evoked current with a peak
amplitude $ 20 pA; otherwise, they were considered as ASIC2.

2.11. In vivo electrophysiological recordings of spinal dorsal
horn neurons

Single unit extracellular recordings of lumbar dorsal horn neurons
were made using tungsten paralyn-coated electrodes (0.5MV
impedance, WPI, Hertfordshire, United Kingdom). The tip of a
recording electrodewas initially placed at the dorsal surface of the
spinal cord using a micromanipulator (M2E, France), and this
initial position corresponded to 0 mm on the micromanipulator’s
micrometer. The electrode was then progressively moved down
into the dorsal horn until the receptive field of a spinal neuron was
localized on the ipsilateral plantar hind paw using mechanical
stimulations including nonnoxious brushing and noxious pinch-
ing. In this study, experiments were focused on 2 types of spinal
neurons that were distinguished as follow: (1) low threshold (LT)
neurons only responding to non-noxious sensory stimulations
and (2) high-threshold (HT) neurons that dynamically respond to
noxious stimulations. The depth of spinal neurons recorded in this
study was 80 6 16 mm (range from 10 to 228 mm) and 202 6
21 mm (range from 10 mm to 571 mm) for LT and HT neurons,
respectively. Activities of neurons were sampled at 20 kHz,
filtered (0.3-30 kHz band pass) and amplified using a DAM80
amplifier (WPI, Europe), digitized with a A/D-D/A converter (1401
data acquisition system, Cambridge Electronic Design, Cam-
bridge, United Kingdom), and recorded on a computer using
Spike 2 software (Cambridge Electronic Design).

2.12. Statistical analysis

Data are presented as mean 6 SEM. Significant differences
between the data sets are evaluated using P values, which were
calculated using either parametric or nonparametric tests followed
by adequate post hoc tests (see figure legends). Statistical analyses
were performed using GraphPad Prism software. Association
between VAS knee, VAS global, KOOS, and LPC16:0 content was
assessedusinganalysis of varianceusing age, gender,BMI, and IL-
6 as covariates. The analysis was performed using R 3.6.3.
Differences between sets of data and correlationswere considered
significant when P values were less or equal to 0.05.

3. Results

3.1. Patients with painful joint diseases exhibit high levels of
knee synovial LPC16:0

The knee synovial fluids of 35 OA patients from a first cohort
(supplementary table 1, available at http://links.lww.com/PAIN/
B579) displayed significantly higher concentrations of LPC
compared with control specimens (77.4 6 5.0 mM and 40.0 6
3.4 mM, respectively; Fig. 1A), with LPC16:0 being the most
represented species and the only one significantly increased

compared with control specimens (35.2 6 2.4 mM vs 16.3 6
1.5 mM; Fig. 1B). Correlation studies were conducted between
LPC16:0 concentrations and pain outcomes, includingVAS (global
and knee VAS) and KOOS, with data adjusted for patients’ age,
gender, BMI, and synovial fluid IL-6 level (supplementary table 2,
available at http://links.lww.com/PAIN/B579). Significant correla-
tions between LPC16:0 concentrations and pain (VAS) were
observed (P 5 0.016 or P 5 0.031 for VAS knee and VAS global,
respectively, supplementary table 2, available at http://links.lww.
com/PAIN/B579), and an inverse correlation with KOOS question-
naire almost reached statistical significance (P 5 0.060, supple-
mentary table 2, available at http://links.lww.com/PAIN/B579).
Including or excluding IL-6 levels in the analysis of variance did not
have drastic impact on the association between LPC16:0 and pain
measures (P 5 0.016/0.019, P 5 0.031/0.066 and P 5 0.060/
0.080 for VAS knee, VAS global and KOOS, respectively). In line
with this, there were no significant correlations between LPC16:
0 and IL-6 levels in synovial fluids (supplementary table 2, available
at http://links.lww.com/PAIN/B579), indicating that LPC16:0 in-
volvement in patient pain outcomes was not associated to an IL-
6–dependent inflammation in this first OA cohort. Previously, OA
symptom severity in this cohort, including pain, correlated with IL-6
levels in the synovial fluid but was inversely associated to IL-6 levels
in the cerebrospinal fluid.26

We next assessed whether increase of LPC16:0 knee synovial
fluid levels could be the hallmark of painful joint pathologies
associated with inflammation in a second heterogeneous cohort of
patients with different joint diseases (Figs. 1C and D; supplemen-
tary table 3, available at http://links.lww.com/PAIN/B579). The
data from these 50 patients, irrespective of the disease, showed a
distribution of LPC species (Fig. 1C) similar to the first OA cohort
(Fig. 1B), with a total LPC concentration of 93.666.7mM (Fig. 1C,
inset), significantly higher than control specimens (Fig. 1A, P 5
0.0007, unpaired t test). Lysophosphatidylcholine 16:0 was also
the major contributor to this elevated LPC level, with an average
concentration of 41.96 3.1 mM (Fig. 1C) significantly higher than
control specimens (Fig. 1B,P5 0.0006, unpaired t test).When the
analysis was made according to the patients’ diseases (Fig. 1D
and supplementary Fig. 1, available at http://links.lww.com/PAIN/
B579), LPC16:0 levels in the different subgroups of patients were
similar, except a difference between CCA and SPA patients.
Importantly, OA patients from this second cohort displayed an
elevated level of LPC16:0 similar to the first OA cohort and
significantly different from control specimens (Fig. 1D, inset).

3.2. Intra-articular LPC16:0 injections induce persistent pain
and anxiety-like behaviors in mice

As LPC16:0 concentration was higher in the synovial fluids of joint
pain patients (Fig. 1), we investigated its potential pronociceptive
and associated anxiogenic effects in mice. Two ankle intra-
articular injections of LPC16:0 were made 5 days apart (Figs.
2A–E and supplementary Fig. 2, available at http://links.lww.
com/PAIN/B579), and a single ankle CFA injection was used as a
positive control. The dose of LPC16:0 injected (10 nmol)
corresponded to the amount of lipids we had previously shown
to generate acute pain-like behaviors following intraplantar
injection in mice,32 and it was in the lower range of quantities
assessedhere in patient synovial fluids. The first LPC16:0 injection
induced short-lasting ipsilateral mechanical allodynia compared
with vehicle, whereas the second injection led to a long-lasting
mechanical allodynia until the end of the protocol (day 28), which
remained ipsilateral, similar to CFA (Fig. 2B and supplementary
Fig. 2A, available at http://links.lww.com/PAIN/B579) and
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consistent with models based on local intra-articular injections in
mice. The second injection was also associated to weight-
bearing deficit and thermal hyperalgesia (Fig. 2C and supple-
mentary Fig. 2B, available at http://links.lww.com/PAIN/B579).
Importantly, the effect of intra-articular LPC16:0was not due to its
conversion to LPAby autotaxin because neither cotreeatment nor
posttreatment with an autotaxin inhibitor (S32826) altered its
pronociceptive effect (Figs. 2D and E). Because joint pain is often
associated with comorbidities such as anxiety,36 we therefore
assessed anxiety-like behaviors in our model of LPC16:0-
induced persistent joint pain at days 19 to 23 (Figs. 2F and G
and supplementary Fig. 2C-E, available at http://links.lww.com/
PAIN/B579). LPC16:0 or CFA induced a significant decrease in
the time spent in the center of an open field without any locomotor
impairment (Fig. 2F and supplementary Fig. 2C), indicating

increased thigmotactism. This is in good agreement with what
was shown previously on locomotor impairments following CFA
intraplantar injections.42 The development of anxiety-like behav-
iors was demonstrated in both LPC16:0 and CFA groups in the
EPM, hole board, and marble burying tests (Fig. 2G, supple-
mentary Fig. 2D–E, available at http://links.lww.com/PAIN/B579)
and was associated to increased neuronal activity within the
amygdala (supplementary Fig. 3, available at http://links.lww.
com/PAIN/B579).

3.3. Intra-articular LPC16:0 does not cause peripheral nerve
sprouting, inflammation, or bone alterations

No peptidergic nerve fibers sprouting (CGRP staining, Fig. 3A)
nor cell infiltration (CD681 macrophage lineage cells influx,

Figure 1. Levels of LPC16:0 are increased in synovial fluids of patients suffering from joint pain. Quantifications of LPC species were performed in knee human
synovial fluid (HSF) samples. Total lipids were extracted from HSF samples and analyzed by direct infusion in mass spectrometry (MS) using an electrospray
ionization source (ESI) in the positive ion mode (see “Methods” section for details). (A) Comparison of total LPC concentrations (mM) between a first cohort of
patients with osteoarthritis (OA, n5 35 patients) and postmortem control subjects (n5 10), showing significantly higher levels of LPC in patients compared with
control specimens (***P 5 0,0003, unpaired t test). (B) Distribution of the different LPC species concentrations (mM) in the HSF of OA patients and postmortem
control specimens. Althoughmean concentrations of most LPC species were higher in the HSF of OA patients, LPC16:0 was themost abundant and the only one
to be significantly elevated compared with postmortem control subjects (***P , 0.0001, 2-way ANOVA followed by a Sidak multiple comparison test). (C)
Distribution of the different LPC species concentrations (mM) in the HSF of a second cohort of patients suffering from different joint pathologies (n5 50), showing
significantly higher level of LPC16:0 compared with the others species (****P, 0.0001, One-way ANOVA followed by a Dunnet multiple comparison test). Inset:
Total LPC concentration in HSF of the second cohort of patients. (D) LPC16:0 concentrations in the different subgroups of patients from the second cohort:
rheumatoid arthritis (RA, n5 6), gout (n5 5), CCA (n5 12), psoriatic arthritis (n5 4), SPA (n5 5), and OA (n5 18). The LPC16:0 concentrations in all the different
subgroups of patients are comparable, except a difference between CCA and SPA (*, P, 0.05, Kruskal–Wallis test followed by a Dunnmultiple comparison test).
Inset: LPC16:0 concentrations in HSF of OA patients from the first and second cohort are similar and higher than control postmortem (***P, 0.001 and ****P,
0.0001, 1-way ANOVA followed by a Tukey multiple comparison test). ANOVA, analysis of variance; CCA, chondrocalcinosis; HSF, human synovial fluid; LPC,
lysophosphatidylcholine; OA, osteoarthritis; SPA, spondyloarthritis.
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Fig. 3B) were observed in the joint of LPC16:0 mice compared
with control at day 28. When potential LPC16:0-induced joint
inflammation was evaluated, no fluorescence increase of the
MMP680 matrix metalloprotease marker was observed at day 7
in the ipsilateral joint of LPC16:0 mice compared with the
contralateral joint and control mice (Fig. 3C). A potential LPC16:
0-induced bone remodeling was also investigated and no
increase in the cathepsin K activity was detected at day 14 in
the ipsilateral joints of LPC16:0 mice compared with the
contralateral ones and control mice (Fig. 3D). In good agreement
with these observations, II6 and Tnfmessenger RNA levels in the
ipsilateral joint of LPC16:0-injected mice were similar to controls
at days 14 and 28, whereas an increase was observed in CFA
mice, as expected (Figs. 3E and F). Finally, Apc5 and Tnfsf11

messenger RNA levels in the joints of LPC16:0 mice were also
similar to control at days 14 and 28 (Figs. 3G and H). These
results indicate no change in peripheral nerve sprouting, bone
alterations, or apparent inflammation following intra-articular
LPC16:0 in the subacute and chronic stages of pain behaviors.

3.4. The in vivo pronociceptive effects of LPC16:0 are largely
dependent on acid-sensing ion channel 3 in a sex-
independent manner

LPC16:0 activated rat and human ASIC3 in transfected HEK293
cells32 (supplementary Fig. 4A–C, available at http://links.lww.
com/PAIN/B579) and induced an ASIC3-dependent depolarizing
current in mouse DRG neurons (Figs. 4A–D). The in vivo
involvement of this channel in pain and anxiety-like behaviors
following intra-articular LPC16:0 injections was thus investigated
using wild-type (ASIC31/1) and ASIC3-knockout (ASIC32/2)
mice (Fig. 5 and supplementary Fig. 5, available at http://links.
lww.com/PAIN/B579). LPC16:0 injections induced long-lasting
mechanical allodynia and thermal hyperalgesia in both male and
female ASIC31/1 mice, indicating no sex dimorphism (fig. 5A-B
and supplementary Fig. 5A-B, available at http://links.lww.com/
PAIN/B579). These pain behaviors were significantly reduced in
both male and female ASIC32/2 mice. The persistent LPC16:0-
induced pain state was also associated to anxiety-like behaviors
assessed between days 19 and 23 in male and female ASIC31/1

mice, which were significantly reduced in ASIC32/2 mice, as
shown in the EPM and marble burying tests (Fig. 5C-F). Finally,
LPC16:0 did not alter locomotor behaviors in both ASIC31/1 and
ASIC32/2 mice at day 20 (supplementary Fig. 5C, D, available at
http://links.lww.com/PAIN/B579). Thus, the development of
LPC16:0-induced pain and associated anxiety-like behaviors
were mediated by ASIC3 in both sexes.

3.5. LPC16:0 injections into mouse knee joint also produce
persistent pain-like behaviors, which are associated to spinal
neuron sensitization

LPC16:0 was injected into mouse knee joint to determine
whether the results obtained with the ankle can be extended to
other joints (Fig. 6 and supplementary Fig. 6, available at http://
links.lww.com/PAIN/B579). Mice injected in the knee (Fig. 6A)
with LPC16:0 at 10 or 20 nmol developed dose-dependent
mechanical allodynia (Fig. 6B), weight-bearing deficit, and
thermal hyperalgesia (supplementary Fig. 6A and B, available at
http://links.lww.com/PAIN/B579), associated with anxiety-like
behaviors (supplementary Fig. 6C and D) not because of
locomotor impairment (supplementary Fig. 6E, available at
http://links.lww.com/PAIN/B579). We also did not observe any
saphenous nerve demyelination33,47 following 20 nmol of LPC16:

0 knee injections (supplementary Fig. 6F, available at http://links.
lww.com/PAIN/B579). When mechanical thresholds were
assessed with the dynamic plantar aesthesiometer test,
LPC16:0 knees injections (20 nmol) also induced long-lasting
ipsilateral allodynia in both male and female wild-type mice,
which was clearly secondary to the injection site (Fig. 6C,
supplementary Fig. 6G, available at http://links.lww.com/PAIN/
B579). As for the ankle joint, LPC16:0 knee injection–induced
pain was significantly reduced in both male and female ASIC32/2

mice compared with WT (Fig. 6D). This long-lasting pain state
was also significantly reduced in male WT when APETx2, an
ASIC3 blocker,10,32 was coinjected with LPC16:0 either at the
first or the second administration, further supporting an effect
primarily mediated through peripheral ASIC3 activation (Fig. 6E).
Finally, 2 LPC16:0 intra-articular injections were necessary to
induce persistent pain as for the ankle (supplementary Fig. 6H,
available at http://links.lww.com/PAIN/B579). These results
support a similar LPC-induced ASIC3-dependent persistent pain
state upon 2 intra-articular knee or ankle injections of LPC16:0,
suggesting a central sensitization process. The activity of spinal
dorsal horn neurons was therefore recorded in vivo following
LPC16:0 knee injections in WT mice (Figs. 6F–H). Electrophys-
iological recordings clearly demonstrated a sensitization of spinal
HT but not LT neurons associated to LPC16:0 knee injections,
which correlated with persistent secondary allodynia.

4. Discussion

Here, we identify LPC16:0 as the major LPC species in HSFs and
a critical trigger of chronic joint pain through peripheral ASIC3
channel activation in mice. Compared with control specimens,
the knee synovial fluids from a first cohort of OA patients
displayed an elevated LPC16:0 content, which correlated with
their knee and global pain (VAS knee and VAS global), regardless
of age, gender, BMI, and IL-6 synovial fluid levels. Correlation with
knee injury and osteoarthritis outcome score (KOOS) almost
reach statistical significance (P 5 0.060). This absence of a
statistically significant correlation can be explained by the more
holistic nature of the patient’s overall OA experience assessed by
this questionnaire. A specific increase in LPC16:0 content was
further confirmed in a second cohort of patients with different joint
diseases, including OA but also other pathologies such as RA,
suggesting that LPC is probably not the hallmark of a particular
joint pathology. Previous works also reported an increase in
plasma and/or synovial LPC contents in OA and RA pa-
tients27,28,57 but without any information on its possible
contribution to chronic joint pain.

We demonstrate that ankle or knee intra-articular administra-
tions of LPC16:0 in mice led to the development of chronic pain
as well as anxiety-like behaviors, independently of the LPC-to-
LPA conversion by autotaxin, excluding a role of LPA in these
effects. Our data support a direct role of LPC16:0 as a triggering
factor of pain-like behaviors in this new preclinical model of
persistent joint pain. Because the levels of LPC16:0 correlated
with pain outcomes in OA patients, these data could be also
relevant in humans. The persistent pain state inmice did not seem
to be associated with nerve sprouting, demyelination, or in-
flammatory processes because no changes in CGRP joint
staining, nerve fiber G ratio, in vivo metalloprotease activity, or
expression of TNF and IL-6 were observed in joints following
LPC16:0 administrations. Hung et al.18 also failed to observe any
inflammatory signs following intramuscular administration of
LPC16:0 in mice. The elevated level of LPC, especially LPC16:
0, in the synovial fluid of OA patients could therefore explain why
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Figure 2. Lysophosphatidylcholine injections into mouse ankle joints produce long-lasting pain-like behaviors associated with anxiety-related behaviors. (A)
Timeline of the experimental procedures used. (B) Effect of intra-articular ankle injections of LPC16:0 (10 nmol), CFA or vehicle (Veh) on mechanical allodynia in
male mice. Ipsilateral mechanical paw withdrawal threshold was assessed using the up and down method with von Frey filament from D1 to D28. Results are
expressed as 50%mechanical threshold (n5 8-16 mice per group; ****P, 0.0001 for Veh vs CFA; ###P, 0.001 and ####P, 0.0001 for Veh vs LPC16:0; &&P,
0.01 and &&&&P, 0.0001 for CFA vs LPC16:0; 2-way ANOVA followed by a Tukey post hoc test). (C) Effect of intra-articular injections of LPC16:0 (10 nmol), CFA or
vehicle on weight-bearing in male mice. Results are expressed as the weight ratio between the ipsilateral and contralateral hind paws (n5 8mice per group; ****P
, 0.0001 for Veh vs CFA; ###P , 0.001 and ####P , 0.0001 for Veh vs LPC16:0; &&P , 0.01, &&&P , 0.001, and &&&&P , 0.0001 for CFA vs LPC16:0; 2-way
ANOVA followed by a Tukey post hoc test). (D) The autotaxin inhibitor S32826 (ATXi) was co-injected at the dose of 10 nmol with LPC16:0 (10 nmol, I1) and
mechanical pawwithdrawal thresholds were assessed from 30 to 240minutes post injection (n5 8mice per group, *P, 0.05 and ****P, 0.0001, 2-way ANOVA
followed by a Tukey post hoc test). (E) S32826 was injected at D10, ie, after the 2 injections of LPC16:0 (10 nmol) 5 days apart (I1/I2), in the same ankle joint, and
mechanical pawwithdrawal thresholdswere assessed at 30 and 60minutes post injection (n5 8 per group, *P, 0.05 and ****P, 0.0001, 2-way ANOVA followed
by a Tukey post hoc test). (F–G) Effect of intra-articular injections of LPC16:0 (10 nmol), CFA or vehicle on the time spent in the center of an open field test at D20 (F)
and on the time spent in the open arms in the elevated plusmaze test at D23 (G). The open field and elevated plusmaze test lasted 5minutes and the time spent in
the center and the open arms, respectively, was automatically calculated using Ethovision XT 13 (Noldus). One-way ANOVA followed by Tukey post hoc tests with
**P, 0.01, ***P, 0.001, and ***P, 0.0001 (n5 8mice per group). ANOVA, analysis of variance; CFA, complete Freund adjuvant; LPC, lysophosphatidylcholine.
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they still suffered from chronic joint pain despite well controlled
inflammation and possibly even in the absence of it, as supported
here by the lack of correlation between LPC16:0 and IL-6 levels in
patient synovial fluids. No change in cathepsin K activity and joint

expression of TRAP and RANK-L was observed in our model,
indicating that LPC16:0 also did not lead to bone alterations/
remodeling, which could contribute to chronic joint pain as
already suggested in rheumatic diseases such as OA34,40,58 and

Figure 3. LPC16:0 injections into mouse ankle are not associated to peripheral nerve sprouting, inflammation, nor bone alterations. (A–B) Analysis of CGRP and
CD68 expression in the ipsilateral tibiotarsal joint at D28, following intra-articular administrations of LPC16:0 (10 nmol) or vehicle in male mice. Top, representative
photomicrographs of CGRP (A) and CD68 (B) staining in vehicle and LPC16:0-treated mice. Bottom, quantification of CGRP-positive fibers (A) in 2 ROIs (5703
570 mm) and of CD68-positive cells (B) in one ROI (2500 3 2500 mm) from the ipsilateral tibiotarsal joint of vehicle and LPC16:0-injected mice. Results are
expressed as amean intensity (n5 4 for each group, no significant differences, Mann–Whitney tests). (C–D) Evaluation of the effect of LPC16:0 (10 nmol) or vehicle
on inflammation and bone remodeling using in vivo fluorescent imaging for metalloprotease (MMP680) activity at D7 (C) and cathepsin K activity at D14 (D),
respectively, in the ipsilateral and contralateral hind paws of male mice.Upper panels, illustrations; Lower panels, MMP680 ratio quantification (C) and cathepsin K
activity ratio quantification (D). Data from n 5 5 animals per group (no significant differences, Kruskal–Wallis tests followed by Dunn multiple comparison tests).
(E–H) Relative levels of IL6 (E), Tnf (F), Apc5 (TRAP) (G), and Tnfsf11 (RANK-L) (H) messenger RNA expressed in the ipsilateral joint, determined by quantitative
polymerase chain reaction after intra-articular injections of LPC16:0 (10 nmol, D14 andD28), CFA (D14), and vehicle (D14/D28; n5 4-6 for each group, **P, 0.01,
Kruskal–Wallis tests followed by Dunn multiple comparison tests). CFA, complete Freund adjuvant; LPC, lysophosphatidylcholine; ROI, region of interest.
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RA.24 Thismight explain the lack of clear correlation between joint
damage and pain in OA.3,16

Chronic joint pain associated with rheumatic diseases is
generally considered to be mainly under inflammatory condition.
However, there is a frequent disconnect between disease activity
such as inflammation and chronic joint pain especially in RA.29

Indeed, despite the success of conventional disease-modifying
antirheumatic drugs, alone or in combination with biologic
agents, on disease activity, a significant number of patients still
complain from persistent pain, and more than 60% are not
satisfied by their pain management.37,49 In addition, joint pain is
an early marker of an emerging RA before any evident sign of
inflammation.6 This discrepancy between disease activity and
pain indicates that synovitis is not the only driver of joint pain at
least in RA1,25 but that additional mechanisms are at play. Our
LPC-induced chronic joint pain model in mice is actually not a
model of rheumatic disease per se because it is not associated
with any evident signs of inflammation nor joint damages, but
rather a model of joint pain (arthralgia), one of the main symptoms
of rheumatic diseases. We show that LPC within joints is a critical
triggering factor of pain but is not sufficient by itself to mimic the
whole clinical status of a particular rheumatic disease. This latest
point is actually an advantage because it allows identification of a
new potential noninflammatory nociceptive pathway in rheumatic
diseases besides the well-described inflammatory mechanisms.

Both inflammatory and noninflammatory components could
therefore participate in systemic pain and its chronicity in
rheumatic diseases, but their respective contributions and/or
triggering roles still remain to be determined. In addition, our data
indicate that intra-articular LPC16:0 administrations are not
associated to joint inflammatory processes in the subacute stage
of pain behaviors, but we cannot completely rule out an effect of
inflammation in the hyperacute stage following intra-articular LPC
injection.

The pronociceptive effects of LPC16:0 following joint admin-
istration in mice are dependent on peripheral ASIC3 channel in a
sex-independent manner. Indeed, both pain and anxiety-like
behaviors were significantly reduced in both male and female
ASIC3 KO mice, or following local pharmacological inhibition of
these channels. The contribution of ASIC3 in the development of
pain-like behaviors evoked by LPC16:0 appeared to be more
pronounced following injections into the knee than into the ankle
of mice. Such a difference might illustrate a predominant role of
ASIC3 in the development of secondary hypersensitivity, as
proposed previously.20,44 Because pain measurements were
taken at the plantar level, they were clearly associated to
secondary pain following knee injections; however, they more
likely reflected a mixture of primary and secondary pain for ankle
injections. ASIC3, which was constitutively activated by LPC16:
0 in cultured DRG neurons, induced a sustained membrane

Figure 4. LPC16:0 induces a noninactivating, ASIC3-dependent current associated with membrane depolarization in mouse DRG neurons. Whole-cell patch
clamp experiments performed on WT and ASIC3 knockout (A3KO) DRG neurons expressing (ASIC1) or not expressing (ASIC2) a pH6.6-evoked ASIC current.
(A–B) Native pH6.6-evoked ASIC currents recorded at280mV in DRGneurons fromwild-type (WTASIC1, A) and ASIC3-knockout (A3KOASIC1, B) mice. Insets
show the effect of LPC16:0 (5 mM) applied for 30 seconds on the same neurons. (C) Analysis of the current densities measured after 10-, 20-, and 30-second
applications of LPC16:0 ontoWTASIC1,WTASIC2, A3KOASIC1, and A3KOASIC- neurons (seemethods, n5 7-16; ****P, 0.0001 comparedwithWTASIC-,
####P, 0.0001 comparedwith A3KOASIC1 and &&&&P, 0.0001 comparedwith A3KOASIC-; Three-way ANOVA followed by a Tukeymultiple comparison test).
Inset shows the AUC calculated over 30-second period from the baseline fixed at 0 (n5 7-16, **P, 0.01, 1-way ANOVA followed by a Tukeymultiple comparison
test). (D) Membrane potential changes associated with 30-second application of LPC16:0 onWT ASIC1, WT ASIC2, A3KO ASIC1, and A3KO ASIC- neurons (n
5 7-19; **P, 0.01, ***P, 0.001, and ****P, 0.0001, 1-way ANOVA followed by a Tukey multiple comparison test). ANOVA, analysis of variance; ASIC3, acid-
sensing ion channel 3; DRG, dorsal root ganglia; LPC, lysophosphatidylcholine; WT, wild‐type.
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depolarization similar to the ASIC3-dependent depolarization we
already shown to sensitize these neurons.8 It is thus very likely that
intra-articular injections of LPC16:0 could drive an ASIC3-
dependent nociceptive input leading to a persistent pain state
originating from joints. ASIC3 has been already associated to
long-lasting pain states following repeated acid injections in
rodent joints48 and muscles44 and more recently following LPC
injections in mouse muscle.18 The stimulation of ASIC3 channels

in sensory nerve endings of deep tissues appears to be a key step
for the development of chronic pain. The effect of LPC16:0 on
ASIC3 expressed in joint nociceptors probably results in the
sensitization of dorsal horn neurons as supported by the
enhanced output of spinal HT nociceptive, but not LT, neurons.
Central sensitization was also proposed to occur after repeated
intramuscular injections of LPC16:0 in mice, which induced
increased expression of c-fos and pERK in spinal dorsal horn

Figure 5. Acid-sensing ion channel 3 is crucial for the development of both pain and anxiety-like behaviors induced by LPC16:0 injections into mouse ankle joints
of male and female mice. Time course effect of intra-articular ankle injections of LPC16:0 (10 nmol) or vehicle in male (A) or female (B) ASIC31/1 and ASIC32/2

mice. Mechanical paw withdrawal threshold was assessed using the up and down method with von Frey filaments from D1 to D28 and from D1 to D26, for male
and femalemice, respectively (n5 7-8mice per group, ****P, 0.0001 for ASIC31/1Veh vs ASIC31/1 LPC16:0; #P, 0.05, ##P, 0.01, ###P, 0.001, and ####P,
0.0001 for ASIC32/2 LPC16:0 vs ASIC31/1 Veh (♂) or ASIC32/2 Veh (♀); &&P, 0.01 and &&&&P, 0.0001 for ASIC31/1 LPC16:0 vs ASIC32/2 LPC16:0; 2-way
ANOVA followed by Tukey post hoc tests). In (A), both male ASIC31/1 and male ASIC32/2 mice (Supplementary Fig. 5E, available at http://links.lww.com/PAIN/
B579), did not exhibit any changes in mechanical paw withdrawal threshold following vehicle injections. (C–F) Effect of intra-articular ankle injections of LPC16:
0 (10 nmol) or vehicle on the time spent in the open arm in the elevated plus maze test at D23 (C–D), on the number of buried marble in the marble burying test at
D19 (E–F), in male (C–E) or female (D–F) ASIC31/1 and ASIC32/2 mice. The elevated plus maze test lasted 5 minutes and the time spent in the open arm was
automatically calculated using Ethovision XT 13 (Noldus). The marble burying test lasted 30 minutes and was analyzed by a blind experimenter (n5 7-8 mice per
group, *P, 0.05, **P, 0.01, and ****P, 0.0001, 1-way ANOVA followed by Tukey post hoc tests). ANOVA, analysis of variance; LPC, lysophosphatidylcholine.
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Figure 6. Lysophosphatidylcholine knee injections generate persistent secondary mechanical allodynia associated with sensitization of spinal dorsal horn neuron
activity. (A) Timeline of the experimental procedures used. (B) Effect of intra-articular knee administrations of LPC16:0 (10 and 20 nmol), or vehicle (Veh) on
mechanical allodynia in the ipsilateral paw of male mice. Paw withdrawal thresholds (PWTs) were assessed using the up and downmethod with von Frey filament
from D1 to D21. Results are expressed as 50% mechanical thresholds (n 5 8 mice per group; *P , 0.05 and **P , 0.01 for LPC16:0 10 nmol vs Veh, ####P ,
0.0001 for LPC16:0 20 nmol vs Veh and &&P, 0.01 for LPC16:0 20 nmol vs LPC16:0 10 nmol; 2-way ANOVA followed by a Tukey post hoc test). (C) Ipsilateral paw
PWTs of female andmaleWTmice injected twice in the kneeswith LPC16:0 (20 nmol) or vehicle (Veh) were assessed using a dynamic plantar aesthesiometer (n5
6mice per group; *P, 0.05, ***P, 0.001, and ****P, 0.0001 for WT female Veh vsWT female LPC16:0; ####P, 0.0001 for WTmale Veh vsWTmale LPC16:0;
3-way ANOVA test followed by a Tukey multiple comparison test). (D) Ipsilateral PWTs of female and male, WT and ASIC32/2mice injected twice with LPC16:0 (n
5 5-18 mice per group; *P, 0.05, and **P, 0.01 for female WT LPC16:0 vs ASIC32/2 LPC16:0; ###P, 0.001, and ####P , 0.0001 for male WT LPC16:0 vs
ASIC32/2 LPC16:0; 3-way ANOVA test followed by a Tukeymultiple comparison test). (E) Ipsilateral PWTs ofmaleWTmice injected twicewith LPC16:0 or vehicle,
with or without coinjection of APETx2 (0.1 nmol) at the first or the second injection (n5 6-12 per group; ****P, 0.0001 forWT Veh vsWT LPC16:0; #P, 0.05, ###P
, 0.01, and ####P, 0.0001 for WT Veh1 APETx2/Veh vs WT LPC16:01 APETx2/LPC16:0; &&P, 0.01, and &&&&P, 0.0001 for WT Veh/Veh1APETx2 vs WT
LPC16:0/LPC16:01 APETx2; 2-way ANOVA test followed by a Tukey multiple comparison test; $$$$P, 0.0001 for main effects on curves, 2-way ANOVA test
followed by a Tukeymultiple comparison test). (F) Mean number of action potentials (APs) emitted by spinal low threshold neurons (LTNs) following light brushing of
their receptive fields, located on the plantar surface. Spinal LTN-evoked activities were not different whether theywere recorded ipsilaterally or contralaterally to the
knees injected twice with LPC16:0 or vehicle (n5 3-10 LTNs, no significant differences, Kruskal–Wallis test followed by a Dunn post hoc test). (G) Frequencies of
APs emitted by spinal HTNs following pinching (n 5 8-14 HTNs; **P , 0.01, ***P , 0.001, and ****P , 0.0001, 1-way ANOVA followed by a Tukey multiple
comparison test). (H) Mean number of APs evoked by spinal HTNs following application of von Frey filaments of increasing strength (n5 8-14 HTNs; *P, 0.05,
***P, 0.001, and ****P, 0.0001 for ipsi LPC16:0 vs ipsi vehicle; #P, 0.05, ##P, 0.01, and ####P, 0.0001 for ipsi LPC16:0 vs Contra LPC16:0; $P, 0.05, $$P,
0.01, $$$P, 0.001, and $$$$P, 0.0001 for ipsi LPC16:0 vs contra vehicle; 3-way ANOVA test followed by a Tukey multiple comparison test). ANOVA, analysis of
variance; ASIC3, acid-sensing ion channel 3; LPC, lysophosphatidylcholine; WT, wild type.
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neurons.18 Moreover, several clinical studies demonstrated the
presence of central sensitization in OA patients.30

To conclude, LPC16:0 could be involved in joint pain from
different etiologies of inflammatory and noninflammatory origins
and more generally across rheumatic musculoskeletal diseases.
However, it remains to be demonstrated whether an elevated
level of LPC16:0 could be used as an objective biomarker of
chronic joint pain across different etiologies. Our data bring both
human and rodent evidences for a crucial role of this lipid in
chronic joint pain and identify LPC-activated ASIC3 channels as
promising targets for chronic joint pain management.
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Supplementary Results 

LPC in patients with microcrystalline arthropathies 

Although LPC16:0 did not appear to be the hallmark of a particular joint pathology, patients with microcrystalline 

arthropathies (CCA and gout) displayed lower levels of synovial LPC16:0 (supplementary fig. 1) than patients 

suffering from other inflammatory rheumatic diseases (RA + SPA + PA), suggesting that LPC16:0 might have a 

less prominent role in pain associated with these two particular joint pathologies, even if patients number is still too 

low to conclude. 

 

LPC16:0 induces an ASIC3-dependent current associated to DRG neurons’ depolarization 

Extracellular application of LPC16:0 in HEK293 cells transfected with rat or human ASIC3 channels induced a 

progressive and non-inactivating inward current at resting pH 7.4, i.e. without any extracellular pH changes 

(supplementary fig. 4A, C and D). Conversely, no significant LPC-activated currents were observed in ASIC1a-

transfected cells, nor in non-transfected ones (supplementary fig. 4B, D). Furthermore, a LPC16:0-induced 

current was observed in primary cultured mouse DRG neurons (fig. 4A-C). This current had a significantly higher 

density in wild-type neurons that expressed a pH 6.6-induced native ASIC current (WT ASIC+) compared to 

neurons without native ASIC current (WT ASIC-), and to neurons isolated from ASIC3 knockout mice, expressing 

(KO ASIC+) or not-expressing (KO ASIC-) native ASIC currents (fig. 4C). Therefore, ASIC3 contributed largely to 

the LPC16:0-induced currents in mouse DRG neurons. A small ASIC3-independent current was still observed, 

suggesting an effect of LPC16:0 on other native ion channels, as expected [1-3]. Finally, the neuronal depolarization 

associated to a 30-sec application of LPC16:0 was significantly higher in WT ASIC+ neurons than in WT ASIC-, 

KO ASIC+ or KO ASIC- neurons, supporting a leading role of ASIC3 in the excitatory effect of LPC16:0 on DRG 

neuron membrane potential (fig. 4D).  

 

Knee injections of LPC16:0 induces sensitization of spinal high threshold neurons 

Recordings were obtained from spinal dorsal horn neurons receiving either non-noxious sensory inputs (low 

threshold neurons, LTNs) or noxious nociceptive inputs (high threshold neurons, HTNs), with receptive fields 

located in mice hindpaws (fig. 6F-H). Brushing-evoked activity of ipsilateral LTNs was not modified in LPC16:0-

treated mice compared to vehicle or to contralateral LTNs (fig. 6F). Conversely, the evoked activities of HTNs in 

response to both pinch (fig. 6G) or von Frey filaments (fig. 6H) were significantly enhanced in mice injected with 

LPC16:0. Ipsilateral HTNs of LPC16:0-treated mice emitted on average twice as much APs in response to pinch 

as ipsilateral HTNs from vehicle-treated mice or contralateral HTNs (fig. 6G). Moreover, ipsilateral HTNs of 

LPC16:0-treated mice clearly displayed mechanical sensitization in response to the application of increasing von 

Frey filaments, with a response curve significantly shifted to the left compared to contralateral HTNs or to ipsilateral 
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HTNs from vehicle-treated mice (fig. 6H). In vivo recordings of spinal dorsal horn neurons clearly demonstrated a 

sensitization of spinal high threshold, but not low threshold neurons induced by LPC16:0 knee injections, which 

was correlated with the persistent secondary allodynia observed. 
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Supplementary tables and figures 

 

Supplementary Table 1. Subject characteristics and LPC concentrations in the knee synovial fluids of the 

first patients’ cohort. Sexe, age and body mass index (BMI) are reported for each osteoarthritic (OA, n=35) 

patients. The concentrations of the different lysophosphatidyl-choline (LPC) species (LPC16:0, LPC18:2, LPC18:0, 

LPC20:5, LPC20:4; LPC20:3, LPC20:2, LPC 22:6) as well as the total concentrations of LPC (Sum) in the synovial 

fluid of each OA patient and postmortem control (n=10) are also reported in µM. 

 

LPC 16:0 LPC 18:2 LPC 18:1 LPC 18:0 LPC 20:5 LPC 20:4 LPC 20:3 LPC 20:2 LPC 22:6 Sum 

1 F 67 26,8 OA 42,00 8,87 8,77 14,79 5,56 6,30 6,09 0,20 1,14 93,72

2 F 63 OA 51,74 15,40 12,32 18,84 11,63 11,42 11,33 0,16 1,74 134,58

3 F 71 21,8 OA 46,80 13,36 11,21 17,87 9,85 9,73 10,23 0,22 1,15 120,43

4 M 70 27,0 OA 36,04 9,03 7,54 13,91 6,64 7,10 8,02 0,12 1,59 89,98

5 F 67 26,6 OA 23,60 4,68 4,86 8,05 2,85 3,96 3,96 0,23 0,58 52,77

6 M 67 31,5 OA 18,42 4,53 3,97 6,65 2,02 2,24 2,40 0,18 0,48 40,90

7 F 68 26,3 OA 33,06 3,83 4,82 11,62 1,56 2,60 3,62 0,16 0,42 61,68

8 F 61 24,7 OA 12,40 2,92 2,49 4,03 1,54 1,72 1,71 0,19 0,50 27,50

9 M 67 25,2 OA 38,10 11,76 8,95 10,37 6,69 5,72 4,60 0,43 1,11 87,74

10 F 73 25,7 OA 27,52 5,42 4,50 9,48 4,28 4,31 4,95 0,40 1,17 62,02

11 F 54 34,2 OA 67,15 11,95 15,34 19,31 7,36 12,06 9,92 0,29 1,61 144,99

12 M 49 31,1 OA 20,92 5,69 4,25 5,47 2,39 2,90 2,03 0,14 0,37 44,15

13 F 67 27,0 OA 57,21 7,63 9,94 18,70 4,93 8,74 11,24 0,11 1,16 119,66

14 M 70 OA 43,87 8,50 8,24 14,12 5,41 6,92 6,04 0,24 0,98 94,32

15 M 68 27,3 OA 26,66 7,77 6,20 9,39 5,29 5,42 3,57 0,49 0,87 65,66

16 F 61 32,0 OA 17,13 4,93 4,27 5,60 3,05 2,92 2,55 0,31 0,53 41,29

17 M 73 28,0 OA 69,79 10,79 10,83 17,98 7,96 10,44 10,27 0,19 1,64 139,88

18 M 60 30,4 OA 25,30 5,38 6,62 8,07 3,43 4,74 3,48 0,20 0,48 57,69

19 F 52 23,2 OA 34,94 6,44 6,35 7,99 3,82 4,89 3,88 0,19 0,59 69,09

20 M 69 25,7 OA 47,57 8,13 10,88 13,14 5,27 8,76 4,68 0,14 0,83 99,42

21 M 60 27,2 OA 31,87 5,83 5,97 8,81 3,73 5,03 4,31 0,23 0,80 66,57

22 F 64 OA 26,02 5,19 6,18 12,93 3,33 5,30 5,32 0,38 1,00 65,65

23 F 61 27,4 OA 17,74 3,36 3,78 7,90 1,93 2,71 2,95 0,27 0,47 41,11

24 F 62 27,9 OA 36,81 8,08 7,62 9,86 4,39 5,33 3,84 0,19 0,95 77,07

25 M 58 24,3 OA 33,28 10,83 9,07 10,86 4,72 6,01 3,92 0,26 0,79 79,75

26 M 66 28,4 OA 38,14 7,23 7,22 14,54 3,51 4,34 4,69 0,36 0,88 80,91

27 M 69 31,9 OA 30,58 4,39 5,91 10,02 2,38 4,44 4,17 0,18 0,86 62,96

28 M 56 29,0 OA 19,70 5,91 5,65 7,01 3,71 4,42 3,40 0,30 0,68 50,77

29 M 72 24,6 OA 30,66 7,14 5,78 9,38 4,74 4,76 4,70 0,41 0,83 68,42

30 F 67 24,8 OA 27,97 5,53 5,63 8,66 3,03 4,33 3,78 0,16 0,78 59,86

31 M 66 36,3 OA 41,35 7,70 7,31 11,42 4,89 5,52 5,08 0,30 1,98 85,55

32 M 73 22,5 OA 23,46 4,84 5,74 6,76 2,90 5,15 3,52 0,15 0,71 53,21

33 M 68 30,1 OA 31,38 8,31 5,92 7,78 5,31 4,43 3,90 0,16 0,70 67,88

34 F 67 30,1 OA 44,50 6,86 6,22 13,01 4,37 5,85 6,92 0,12 0,97 88,81

35 M 63 33,2 OA 58,52 9,34 9,63 13,64 5,73 7,25 6,61 0,17 1,23 112,12

1 PM controls 25,74 5,20 5,03 7,21 2,64 3,91 2,33 0,40 0,77 53,23

2 PM controls 12,94 1,76 2,58 5,19 1,02 1,87 1,33 0,22 0,37 27,28

3 PM controls 12,31 2,65 3,28 6,34 1,60 2,69 1,45 0,35 0,59 31,26

4 PM controls 17,66 11,93 6,08 5,46 7,30 5,24 2,82 0,20 0,71 57,41

5 PM controls 13,71 2,65 3,85 3,80 1,97 4,47 2,15 0,39 0,65 33,64

6 PM controls 10,55 2,59 2,54 4,58 1,29 1,59 1,07 0,24 0,32 24,76

7 PM controls 21,58 4,33 4,54 5,74 2,05 2,93 1,81 0,26 0,54 43,77

8 PM controls 15,68 5,50 4,13 10,82 3,12 3,11 2,08 0,47 0,93 45,85

9 PM controls 18,83 3,69 3,49 6,32 2,23 2,51 2,44 0,23 0,89 40,64

10 PM controls 14,00 3,11 3,67 10,98 2,56 3,59 2,68 0,82 0,81 42,22
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Supplementary Table 2. Statistical analysis of LPC16:0 concentrations in the synovial fluids of OA patients 

(first cohort) and of their pain outcomes (VAS knee, VAS global and KOOS). Analysis of variance (ANOVA) 

was made using age, gender, BMI and IL-6 as covariates. 

 

 

 

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

VASknee 1 268,6853147 268,6853147 6,681551328 0,016250218

Gender 1 4,056135654 4,056135654 0,100866244 0,753539278

Age 1 29,27231263 29,27231263 0,727931333 0,401989662

BMI 1 41,38427425 41,38427425 1,029126407 0,32048253

log2IL6 1 76,66705017 76,66705017 1,906523367 0,180074114

Residuals 24 965,1123273 40,21301364 #N/A #N/A

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

VASglobal 1 220,9059633 220,9059633 5,232414512 0,031281663

Gender 1 3,462192865 3,462192865 0,082006062 0,777054523

Age 1 20,99892522 20,99892522 0,497383952 0,487440874

BMI 1 38,38032914 38,38032914 0,909082707 0,349863012

log2IL6 1 88,18017338 88,18017338 2,088649903 0,161328797

Residuals 24 1013,249831 42,21874295 #N/A #N/A

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

KOOS 1 176,9162648 176,9162648 3,883437194 0,060404618

Gender 1 6,938092967 6,938092967 0,15229605 0,699792949

Age 1 14,70660843 14,70660843 0,322820461 0,575195495

BMI 1 38,56010835 38,56010835 0,846421663 0,36672193

log2IL6 1 54,6975084 54,6975084 1,200649012 0,284066243

Residuals 24 1093,358832 45,55661799 #N/A #N/A
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Supplementary Table 3. Subject characteristics and LPC concentrations in the knee synovial fluids of the 

second patients’ cohort. Sexe, age and body mass index (BMI) and joint pathology are reported for each patient 

(n=50). The concentrations of the different lysophosphatidyl-choline (LPC) species (LPC16:0, LPC18:2, LPC18:0, 

LPC20:5, LPC20:4; LPC20:3, LPC20:2, LPC 22:6) as well as the total concentrations of LPC (Sum) in the synovial 

fluid of each patient are also reported in µM. Rheumatoid arthritis (RA, n=6), osteoarthritis (OA, n=18), gout (n=5), 

chondrocalcinosis (CCA, n=12), psoriatic arthritis (PA, n=4) and spondyloarthritis (SPA, n=5).  

 

 

 

 

 

LPC 16:0 LPC 18:2 LPC 18:1 LPC 18:0 LPC 20:5 LPC 20:4 LPC 20:3 LPC 20:2 LPC 22:6 Sum 

1 F 26 30,1 RA 82,78 8,62 10,53 23,77 4,66 11,14 10,04 0,30 2,07 153,91

2 F 71 18,1 RA 39,00 4,97 6,65 16,06 3,30 5,36 7,42 0,33 1,03 84,12

3 F 71 36,0 RA 28,29 3,32 5,85 14,05 1,65 4,10 5,46 0,69 1,11 64,52

4 F 47 35,2 RA 64,02 13,02 12,30 31,05 8,44 9,56 15,76 0,64 2,02 156,81

5 F 75 26,8 RA 27,19 8,43 7,07 8,72 4,80 6,03 4,01 0,25 0,82 67,31

6 F 36 ND RA 36,40 4,24 7,03 13,00 2,67 6,35 5,87 0,31 1,09 76,97

7 F 63 32,0 OA 46,08 10,77 9,22 19,68 7,38 7,52 10,33 0,44 1,35 112,78

8 F 77 28,3 OA 28,75 5,58 6,26 9,16 3,96 5,83 5,59 0,27 0,90 66,30

9 F 74 25,4 OA 24,24 6,77 4,59 9,01 4,64 4,07 4,87 0,23 0,61 59,02

10 M 73 24,8 OA 29,93 5,58 4,68 11,79 4,27 5,66 7,64 0,22 1,04 70,81

11 M 87 27,2 OA 77,17 14,50 19,62 33,14 9,40 15,73 15,31 0,44 2,44 187,75

12 M 79 24,7 OA 50,03 9,37 9,89 15,93 3,06 5,12 4,19 0,19 0,78 98,56

13 F 71 ND OA 26,94 7,73 7,08 10,64 4,32 4,65 4,55 0,25 0,71 66,88

14 M 80 27,3 OA 42,03 9,65 9,03 15,06 5,90 7,51 7,86 0,48 1,38 98,89

15 F 82 OA 55,82 19,32 14,32 24,93 16,76 16,00 17,45 0,47 2,46 167,54

16 M 82 32,3 OA 71,07 11,07 14,10 29,61 7,17 11,79 14,19 0,26 1,70 160,97

17 F 55 40,4 OA 35,54 8,19 10,68 14,48 5,44 8,66 8,13 0,31 1,65 93,08

18 M 70 29,9 OA 35,91 12,71 9,22 14,54 8,87 7,72 7,79 0,33 0,89 97,98

19 F 59 29,2 OA 36,06 8,77 7,40 13,52 4,64 5,27 5,56 0,38 1,00 82,61

20 F 94 24,5 OA 58,35 7,73 10,24 16,39 4,90 8,23 8,32 0,23 1,26 115,64

21 F 78 33,2 OA 14,36 5,09 4,05 5,50 4,02 4,06 3,57 0,13 0,64 41,42

22 F 70 29,0 OA 39,05 12,16 9,32 16,43 6,20 6,85 6,55 0,33 1,09 97,98

23 F 94 21,8 OA 25,00 4,49 4,86 9,74 2,83 3,75 4,72 0,23 0,51 56,14

24 F 57 33,9 OA 46,79 9,54 9,55 17,24 5,82 7,55 8,09 0,26 1,34 106,19

25 M 74 23,5 gout 10,59 1,51 2,60 3,90 0,93 2,19 2,10 0,27 0,49 24,58

26 F 63 32,6 gout 74,62 5,81 12,11 24,35 2,98 12,36 10,60 0,23 1,62 144,66

27 M 74 18,7 gout 20,53 1,62 3,18 5,49 0,81 2,94 2,22 0,30 0,74 37,82

28 M 91 24,3 gout 7,20 1,31 2,20 2,90 0,80 2,08 1,45 0,22 0,53 18,70

29 M 64 28,7 gout 49,48 4,16 7,59 14,21 2,43 6,71 7,21 0,33 1,27 93,38

30 F 81 23,4 CCA 13,88 1,45 2,97 6,26 0,86 2,35 2,60 0,39 0,50 31,26

31 M 83 ND CCA 49,08 4,51 8,12 15,74 1,95 5,44 5,30 0,68 1,21 92,02

32 F 67 ND CCA 25,93 8,53 5,05 9,52 5,18 3,78 4,51 0,24 0,87 63,60

33 F 83 17,8 CCA 53,61 9,02 12,10 18,99 5,09 8,78 7,80 0,44 1,03 116,86

34 F 66 22,6 CCA 46,49 4,72 8,72 20,89 2,84 6,95 10,06 0,29 1,07 102,04

35 F 84 24,7 CCA 5,84 0,81 1,66 2,27 0,41 1,09 0,95 0,23 0,29 13,55

36 M 69 24,6 CCA 15,05 1,97 2,68 7,07 1,24 2,54 4,30 0,37 0,61 35,81

37 M 79 21,0 CCA 30,21 3,46 5,73 9,41 2,08 4,84 5,51 0,40 0,64 62,28

38 M 71 40,2 CCA 20,90 2,39 5,34 7,53 1,55 5,25 4,68 0,29 0,68 48,61

39 M 75 24,8 CCA 54,96 7,73 11,26 15,24 5,98 11,12 10,47 0,44 1,69 118,88

40 M 73 ND CCA 4,66 0,83 1,26 1,66 0,43 0,82 0,68 0,24 0,32 10,90

41 F 85 ND CCA 32,75 4,69 6,30 9,59 3,29 5,45 5,59 0,19 0,82 68,66

42 F 50 20,7 PA 49,91 6,67 9,57 18,54 4,81 8,82 10,07 0,46 1,10 109,94

43 F 66 30,1 PA 59,22 14,56 13,30 16,07 11,02 11,60 9,82 0,18 1,52 137,29

44 M 68 26,1 PA 51,78 17,14 12,40 19,49 11,30 9,87 10,39 0,30 1,62 134,29

45 M 59 26,0 PA 42,83 4,87 7,19 16,81 2,66 5,13 7,63 0,30 0,92 88,35

46 F 55 34,7 SPA 72,94 6,49 9,31 24,59 4,04 7,56 10,83 0,35 1,59 137,69

47 F 41 20,8 SPA 109,87 9,82 16,43 44,07 6,96 15,16 21,20 0,38 2,34 226,23

48 F 33 28,0 SPA 38,73 6,59 6,66 17,12 4,50 6,63 9,08 0,24 0,97 90,52

49 F 48 22,5 SPA 74,26 13,76 13,14 32,42 6,99 8,68 11,51 0,42 0,98 162,17

50 F 57 26,4 SPA 60,79 6,54 9,34 21,62 4,10 10,07 12,85 0,36 1,66 127,33

LPC concentration in synovial fluid (µM)Patient 

number
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Supplementary Figure 1. LPC16:0 concentrations in knee synovial fluids from patients of the second 

cohort. LPC16:0 concentrations in the synovial fluids of patients from the second cohort grouped in two main joint 

pathologies, i.e., inflammatory rheumatisms: rheumatoid arthritis (RA) + spondyloarthritis (SPA) + psoriatic arthritis 

(PA), and micro-cristalline arthropathies: gout + chondrocalcinosis (CCA); **p<0.01, Unpaired t test). 
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Supplementary Figure 2. LPC injections into mouse ankle produce long-lasting pain-like behaviors 

associated with anxiety. (A) Effect of intra-articular ankle administrations of LPC16:0 (10 nmol), complete freund 

adjuvant (CFA) or vehicle on mechanical allodynia of the contralateral paw of male mice. Mechanical paw threshold 

was assessed using the up and down method with von Frey filament on the contralateral hindpaw from D1 to D28. 

Results are expressed as 50% mechanical threshold (n=8-16 mice per group; no significant differences, two-way 

ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test). (B) Effect of intra-articular administrations of LPC16:0 (10 

nmol), CFA or vehicle on thermal hyperalgesia in male mice. Thermal withdrawal threshold was assessed using 

the paw immersion test at 46°C (n=8-16 mice per group; ****p<0.0001, ####p<0.0001 and &&&&p<0.0001 for a main 

effect on CFA and LPC16:0 curves, respectively, as compared to Veh curve; mixed-effect analysis followed by a 

Tukey’s multiple comparison test). (C-E) Effect of intra-articular administrations of LPC16:0 (10 nmol), CFA or 

vehicle in male mice on the distance travelled in the open field test at D20 (C), on the number of head dips in the 

hole board test at D22 (D), and on the number of buried marble in the marble burying test at D19 (E). The open 

field test lasted 5 min and the distance travelled was automatically calculated using Ethovision XT 13 (Noldus). The 
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hole board and the marble burying tests lasted 5 and 30 min, respectively, and were analyzed by a blind 

experimenter (n=8 mice per group; ***p<0.001 and ****p<0.0001, one-way ANOVA followed by a Tukey’s post hoc 

test) 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 3. Intra-articular LPC16:0 injections in mice are associated to increased neuronal 

activity within the amygdala. (A-B) Representative photomicrographs of c-fos expression in the amygdala at D28, 

after intra-articular administrations of vehicle (A) or LPC16:0 (10 nmol, B) in the ankle joint of male mice. (C) 

Quantification of c-fos positive neurons in the basolateral nucleus of the amygdala (BLA). CeA: central nucleus of 

the amygdala; BMA: basomedial amygdala; MeA: medial amygdala (n= 4 in each group, *p<0.05, Mann-Whitney 

test).  

 

 



9 
 

 

 

Supplementary Figure 4. LPC16:0 induces a non-inactivating ASIC3 current in a recombinant expression 

system. (A-C) Typical ASIC current traces recorded in patch-clamp (HP -50mV) from HEK293 cells transfected 

with rat ASIC3 (rASIC3, A), rat ASIC1a (rASIC1a, B) or human ASIC3 (hASIC3, C), following extracellular 

acidification from pH 7.4 to pH 6.6. Insets show the effects of LPC16:0 (5µM) applied for 30 seconds at the resting 

pH 7.4. (D) Analysis of the current densities measured after 10, 20 and 30 second-applications of LPC16:0 (5µM) 

onto HEK cells either non-transfected (Ctrl GFP-, n=10) or transfected with rASIC1a (n=7), hASIC3 (n=5) or rASIC3 

(n=8). Two-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test was used (*p<0.05 and **p<0.01 compared 

to Ctrl GFP- , #p<0.05 and ###p<0.001 compared to ASIC1a, &p<0.05 compared to hASIC3. Inset shows the area 

under curve (AUC) obtained for the different transfection conditions (Ctrl GFP-, rASIC1a, hASIC3 and rASIC3). 

AUC were calculated using Prism software over 30 second periods from the baseline fixed at 0 (n=5-10, *p<0.05, 

**p<0.01 and ****p<0.0001, one-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test).  
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Supplementary Figure 5. ASIC3 is crucial for the development of both pain and anxiety-like behaviors 

induced by ankle LPC16:0 injections in male and female mice. (A-B) Effect of intra-articular administrations of 

LPC16:0 (10 nmol) or vehicle on thermal hyperalgesia in male (A) and female (B) ASIC3+/+ and ASIC3-/- mice. 

Thermal withdrawal threshold was assessed using the paw immersion test at 46°C (n=7-8 mice per group; **p<0.01 

and ****p<0.0001 for ASIC3+/+ Veh vs. ASIC3+/+ LPC16:0; ###p<0.001 and ####p< 0.0001 for ASIC3-/- Veh vs. ASIC3-

/- LPC16/0;, &&p<0.01 and &&&&p< 0.0001 for ASIC3+/+ LPC16:0 vs. ASIC3-/- LPC16:0; Two-way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison tests). (C-D) Effect of intra-articular administrations of LPC16:0 (10 nmol) or vehicle 

on the distance travelled in the open field test at D20 in male (C) and female (D) ASIC3+/+ and ASIC3-/- mice (n=7-

8 mice per group, no significant difference, one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests). The open field 

test lasted 5 min and the distance travelled was automatically calculated using Ethovision XT 13 (Noldus). (E) Time 

course effect of intra-articular ankle injections of vehicle in male ASIC3+/+ and ASIC3-/- mice. Ipsilateral mechanical 
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paw withdrawal thresholds were assessed with von Frey filaments using the up and down method (n=8 mice per 

group, no significant differences, Two-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison tests). 
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Supplementary Figure 6. LPC knee injections generate dose-dependent weight bearing deficit, thermal 

hyperalgesia and anxiety-like behaviors, without apparent nerve demyelination. (A) Effect of intra-articular 

knee administrations of LPC16:0 (10 and 20 nmol) or vehicle on weight bearing in male mice. Results are expressed 

as the weight ratio between the ipsilateral and contralateral hindpaws (n=8 mice per group; **p<0.01 and 



13 
 

****p<0.0001 for Veh vs. LPC16:0 10 nmol; ##p<0.01 and ####p<0.0001 for Veh vs. LPC16:0 20 nmol; &p<0.05 and 

&&&&p<0.0001 for LPC16:0 10 nmol vs. LPC16:0 20 nmol; Two-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple 

comparison test). (B) Effect of intra-articular knee administrations of LPC16:0 (10 and 20 nmol) or vehicle on 

thermal hyperalgesia in male mice. Thermal withdrawal threshold was assessed using the paw immersion test at 

46°C (n= 8 mice per group; ****p<0.0001 and ####p<0.0001 for Veh vs. LPC16:0 10 nmol and Veh vs. LPC16:0 20 

nmol, respectively; Two-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test). (C-D) Effect of intra-articular 

knee administrations of LPC16:0 (10 and 20 nmol) or vehicle on the number of head dips in the hole board test at 

D22 (C) and the number of buried marble in the marble burying test at D19 (D), in male mice. The hole board and 

marble burying tests lasted 5 and 30 min, respectively, and were analyzed by a blind experimenter (n=8 mice per 

group; ***p<0.001 and ****p<0.0001, one-way ANOVA followed by a Tukey’s multiple comparison test). (E) Effect 

of intra-articular knee administrations of LPC16:0 (10 and 20 nmol) or vehicle on the distance travelled in the open 

field test in male mice. The open field test lasted 5 min and the distance travelled was automatically calculated 

using Ethovision XT 13 (Noldus; n=8 mice per group; no significant differences, one-way ANOVA test followed by 

a Tukey’s multiple comparison test). (F) Representative electron photomicrographs of saphenous nerve sections 

from knee of male mice injected with vehicle (upper left) or LPC16:0 (20 nmol, upper right) at D7. G-ratios (lower 

panels) were calculated as a measure of myelin thickness and separated into small (left) and large (right) diameters 

based on internal axonal size (n=162 to 235 fibers per animal with 4 animals per group, no significant differences, 

Mann-Whitney tests). (G) Contralateral paw withdrawal thresholds (PWTs) of female and male WT mice injected 

twice in the knees with LPC16:0 (20 nmol) or vehicle. PWTs were assessed using a dynamic plantar aesthesiometer 

(n=6 per group; no significant differences; three-way ANOVA test followed by a Tukey’s multiple comparison test). 

(H) Ipsilateral PWTs of male WT mice injected once or twice with LPC16:0 (20 nmol, n=8-14 per group, dynamic 

plantar aesthesiometer, ****p<0.0001 for WT LPC16:0 vs. WT Veh; &&p<0.01 and &&&&p<0.0001 for WT 

LPC16:0/Veh vs. WT Veh; #p<0.05 and ####p<0.0001 for WT LPC16:0 vs. WT LPC16:0/Veh; Two-way ANOVA test 

followed by a Tukey’s multiple comparison test). 
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Dans le cadre de mes travaux de thèse j’ai participé à deux autres articles, qui ont été publiés 

dans Frontiers in Molecular Neuroscience (Pidoux et al., 2022) et BioRXiv sous forme de preprint (Chafaï 

et al., 2021) qui est actuellement soumis à la publication.  

 

Article 3 : Single subcutaneous injection of lysophosphatidyl-choline evokes 

ASIC3-dependent increases of spinal dorsal horn neuron activity 

Ludivine Pidoux, Kevin Delanoe, Julie Barbier, Fabien Marchand, Eric Lingueglia et Emmanuel 

Deval 

https://doi.org/10.3389/fnmol.2022.880651 

La LPC a été proposée comme médiateur de la douleur par l'intermédiaire du canal ionique de 

détection d'acide 3 (ASIC3), capable de potentialiser les courants ASIC3 évoqués par des acidifications 

légères, mais également d’activer le canal à un pH physiologique, et son injection locale chez les 

rongeurs évoque une douleur dépendante d'ASIC3. Nous combinons dans cette étude des 

enregistrements in vivo de l'activité des neurones de la moelle épinière avec une injection sous-cutanée 

de LPC afin d'analyser le mécanisme d'action associé à la douleur dépendante d’ASIC3 induite par la LPC 

dans les neurones périphériques et de la moelle épinière. 

Au sein de cet article, j’ai réalisé tous les enregistrements électrophysiologiques de patch clamp 

sur les effets de la LPC sur les différents canaux ASIC exprimés en système hétérologue. 

 

Article 4 : Involvement of ASIC1a channels in the spinal processing of pain 

information by deep projection neurons 

Magda Chafaï, Ariane Delrocq, Perrine Inquimbert, Ludivine Pidoux, Kevin Delanoe, Eric Lingue

glia, Romain Veltz, Emmanuel Deval 

https://doi.org/10.1101/2021.08.02.454740 

La tachyphylaxie est un processus bien connu de facilitation de la douleur spinale initialement 

décrit il y a plusieurs décennies, mais dont le mécanisme exact n'est pas encore totalement compris. Ici, 

nous combinons à la fois des enregistrements électrophysiologiques ex vivo et in vivo de neurones 

spinaux avec la modélisation computationnelle pour démontrer un rôle pour les canaux contenant 

ASIC1a dans le processus de tachyphylaxie. 
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Au sein de ces travaux en collaboration avec des mathématiciens, j’ai réalisé les enregistrements 

électrophysiologiques du canal ASIC1a afin d’analyser les cinétiques du courant et le phénomène de 

tachyphylaxie (Mendell and Wall, 1965).   
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