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Analyse des effets pharmacologiques de venins de scorpions du Moyen-
Orient sur le canal TRPV1 humain

TEITGEN Samuel

Résumé

Le canal TRPV1 est un récepteur polymodal impliqué dans la perception de la chaleur nociceptive et dans
la douleur inflammatoire. Il est sensible a la température (>42°C), au pH(<5,5) et activé par la capsaicine,
le composé irritant du piment. Il est également la cible de toxines présentes dans des venins, pour favoriser
des douleurs intenses a une proie ou a un prédateur. Il est exprimé principalement dans les nocicepteurs
(type C) et on le considére aujourd’hui comme une cible thérapeutique de la douleur. Des travaux récents
ont identifié des variants pathologiques de TRPV1 chez I’lhomme, ayant pour conséquences une abrogation
de la sensation de chaleur et de douleur associée ou une dérégulation de la température interne menant a
des pathologies de type hyperthermie maligne ou coup de chaleur d’exercice (CCE). Des données générées
au laboratoire ont montré qu’il existe un variant de TRPV1 humain (mitoTRPV1) présentant une séquence
d’adressage mitochondriale en N-terminal. Une fois activé, ce variant assure la sortie de Ca®** de la
mitochondrie parallélement a une limitation de sa température, sans altérer la production d’ATP. L’objectif
de ce travail est d’identifier de nouveaux agonistes de TRPV1 pour favoriser une réduction de la
température mitochondriale. Nous avons, pour ce faire, testé les venins de deux scorpions originaires du
Moyen-Orient, Hottentotta judaicus (Hj) et Leiurus abdullahbayrami (La). Nous faisons I’hypothése que (i)
les venins de scorpions induisent de fortes douleurs (comprenant des agonistes putatifs de TRPV1) et (ii)
que ces venins sont riches en peptides courts, faciles a synthétiser et a coupler a un cargo pour adressage
mitochondrial. Nous avons testé ces deux venins sur des cellules HEK293 surexprimant le canal TRPV1
humain, en mesurant les variations de Ca?*. Le venin de Hj induit une augmentation dose-dépendante du
Ca?*, suggérant qu’il posséde au moins une toxine agoniste du canal. Nous envisageons par la suite d’isoler
et de séquencer cette toxine. A terme, ce type de ligands pourrait permettre de réduire les risques
d’hyperthermie.

Mots-clefs : TRPV1, mitochondrie, venins de scorpions, calcium, agonistes

Abstract

The TRPV1 channel is a polymodal receptor involved in nociceptive heat and inflammatory pain. It is
sensitive to temperature (>42°C), pH (<5.5) and activated by capsaicin, the irritant ingredient in chilli
peppers. It is also the target of toxins present in venoms, promoting intense pain to a prey or a predator.
It is expressed mainly in nociceptors (type C) and is now considered a therapeutic target for pain. Recent
work has identified pathological variants of human TRPV1, resulting in abrogation of the sensation of heat
and associated pain, or dysregulation of internal temperature, leading to pathologies such as malignant
hyperthermia or exertional heat stroke (EHC). Data generated in the lab have shown that there is a
mitochondrial variant of human TRPV1 (mitoTRPV1), flanked by a mitochondrial targeting sequence. Once
activated — it ensures the exit of Ca?* from the mitochondria in parallel with mitochondrial cooling, without
altering ATP production. The aim of this work is to identify new TRPV1 agonists to promote a reduction in
mitochondrial temperature. To this end, we tested the venoms of two scorpions native to the Middle East,
Hottentotta judaicus (Ht) and Leiurus abdullahbayrami (La). We hypothesise that (i) scorpion venoms
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induce strong pain (including putative TRPV1 agonists) and (ii) these venoms are rich in short peptides that
are easy to synthesise and to couple to a cargo for mitochondrial addressing. We tested these two venoms
on HEK293 cells overexpressing the human TRPV1 channel, by measuring Ca?* variations. Ht venom induced
a dose-dependent increase in Ca?*, suggesting that it possesses at least one TRPV1 agonist. We plan to
isolate and sequence this toxin. Ultimately, this type of ligand could be used to reduce the risk of

hyperthermia.

Keywords: TRPV1, mitochondria, scorpion venoms, calcium, agonists

Abréviations

CAP Capsaicine

CpPz Capsazépine

H.j Hottentotta judaicus

L.a Leiurus abullahbaydamy

RTX Résinifératoxine

SNC Systéme nerveux central

TRP Transient Receptor Potential

TRPV1 Transient Receptor Potential Vanilloid 1

mitoTRPV1 TRPV1 mitochondrial

Introduction

Les canaux TRP (Transient Receptor Potential)
sont une superfamille de canaux ioniques
cationiques. Certains d’entre eux sont exprimés
dans des neurones thermosensibles et/ou
associés a des voies de la douleur [1]. En
particulier, TRPV1 est exprimé principalement
dans les neurones sensoriels périphériques,
jouant un réle de transducteur de douleurs aigué
etinflammatoire. Au site d’'une inflammation, son
expression augmente dans les ganglions spinaux
associés a la transmission du signal de douleur, ce
qui en fait un marqueur d’hypersensibilité apres
une blessure ou une inflammation. De plus, on
retrouve le canal TRPV1 dans la substance grise
périagueducale du systéme nerveux central
(SNC), ou il permettrait de réguler positivement
la voie descendante d’inhibition de la douleur, ce
quilaisse penser que son réle dans la signalisation
de la douleur est lié a un mode d’action multiple,
impliquant le systeme nerveux périphérique et
central [2]. Le canal TRPV1 posséde une structure
homo-tétramérique, avec chaque sous-unité de
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838 acides aminés, constituée de six segments
transmembranaires (S1 a S6), et six domaines
Akyrin Repeat sur le segment N-terminal
intracellulaire, et un domaine C-terminal
également cytoplasmique (Fig. 1). Les segments
S1 a S4 forment un domaine Voltage-Sensor Like,
on retrouve un linker entre les segments S4 et S5,
et les segments S5 et S6 bordent le pore du canal.
TRPV1 est un canal cationique non sélectif, qui
laisse passer préférentiellement le Ca?*. Le filtre
sélectif des ions est situé au niveau des résidus
643 a 646, dans la partie supérieure du pore.
TRPV1 contient plusieurs sites de liaison
spécifiques, en particulier une poche de liaison
aux vanilloides (Vanilloid Binding Pocket) située
dans la partie transmembranaire du canal, entre
le S3 et le linker S4-S5 d’une sous-unité, et
impliquant également des interactions avec le
pore des sous-unités adjacentes (S5 et S6) [3]. Les
récepteurs TRPV1 peuvent étre activés par
différentes conditions, comme les températures
supérieures a 42°C ou un pH extracellulaire
inférieur a 5.5, mais aussi par des agonistes
endogenes ou exogénes. Ceux-ci comptent
principalement des molécules vanilloides qui
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Figure 1 - Schéma d’une sous-unité de TRPV1. Les domaines ankyrines ne sont pas représentés en N-terminal, ni la TRP box en C-
terminal. Les différents agonistes (vert) et antagonistes (rouge) retrouvés dans les venins animaux (pictogrammes noirs) et la
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RTX sont représentés en fonction du site d’interaction avec le canal, s’il est connu. Schéma C. Mattei.

interagissent avec la Vanilloid Binding Pocket,
notamment la capsaicine (CAP) et |la
résinifératoxine (RTX), présentes respectivement
dans les piments Capsicum spp. et chez Euphorbia
resinifera, mais aussi des terpénoides comme la
R-(-)-carvone issu des Mentha spp. L'interaction
d’'une molécule avec la Vanilloid Binding Pocket
provoque un réarrangement structural pour
stabiliser le linker S4-S5, ce qui déplace le
segment S6 et ouvre le pore [3,4]. D’autres
ligands sont capables d’interagir avec ce
récepteur, comme I'acide oléique, le cholestérol,
le phosphatidylinositol (Pl) et le PI(4-5)P,. Parmi
les molécules activatrices de TRPV1 on trouve
également des toxines peptidiques. Par exemple
les venins des tarentules Psalmopoeus
cambridgei et Ornithoctonus huwena
contiennent des toxines peptidiques (Fig. 1), dites
« vanillotoxines », activatrices des canaux TRPV1
[1]. On retrouve également des toxines
activatrices de TRPV1 dans le venin de
Cyriopagopus schmidti, une tarentule retrouvée
en Chine et au Vietnam. Son venin contient une
Double Knot Toxin (DkTx), une toxine contenant 2
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motifs Inhibitory Cystein Knot. Celle-ci interagit
avec la zone supérieure du pore, et provoque un
déplacement du domaine Voltage-Sensor-Like et
I'ouverture du canal [3]. De nombreuses autres
toxines animales s’averent étre des agonistes ou
des antagonistes de TRPV1 (Fig. 1).

La recherche s'intéresse beaucoup a |la
caractérisation de molécules antagonistes des
récepteurs TRPV1 pour leur intérét putatif en
clinique dans la prise en charge de la douleur. En
effet, le réle majeur de TRPV1 dans la genese et
la transmission des signaux de douleur en fait une
cible thérapeutique prometteuse. A ce jour,
plusieurs molécules sont en phase d’essais
cliniques, par exemple les molécules AMG-517
(Amgen), et ABT-102 (Abbot). Ces deux molécules
sont des antagonistes compétitifs de TRPV1, qui
ciblent le site de liaison de la capsaicine, et qui
passent la barriere hémato-encéphalique. Les
études pré-cliniques in vivo de 'AMG-517 ont mis
en évidence wune activité inhibitrice de
I’'hyperalgésie thermique chez le rat, et les essais
de I'ABT-102 montrent une activité de cette
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molécule sur différentes types de douleurs chez
le rat, comme les douleurs inflammatoires et
post-opératoires [2]. Toutefois, les essais
cliniques mettent en évidence des effets
secondaires non négligeable, comme I'apparition
d’hyperthermies pouvant aller, par exemple,
jusqu’a 40,2°C dans le cas de 'AMG-517 [5].
Réciproquement, les agonistes de TRPV1
induisent une hypothermie. Des études récentes
indiquent que le récepteur TRPV1 pourrait donc
étre impliqué dans la thermorégulation en raison
de la diversité de sa localisation.

En effet, les fonctions décrites de TRPV1
concernent son isoforme membranaire, mais
TRPV1 a également été retrouvé dans les
compartiments intracellulaires, notamment dans
les mitochondries de certains tissus (cellules
cardiaques, microgliales et endothéliales) [6-8].
Les mitochondries permettent de transformer
I’énergie chimique des nutriments en source
d’énergie  universelle pour les cellules,
I’adénosine triphosphate (ATP), via la respiration
cellulaire et divers cycles biochimiques.
Cependant, cette production d’ATP
s’accompagne d’une production d'une grande
guantité de chaleur dans les mitochondries avec
un ratio ATP/chaleur de 40/60% [9]. Les
mitochondries sont donc le siege de Ia
thermogéneése dans les cellules eucaryotes.

Au laboratoire, un variant mitochondrial de
TRPV1 (mitoTRPV1) a été identifié. MitoTRPV1
differe de l'isoforme a la membrane plasmique
(pmTRPV1) grace a la présence d’une séquence
d’adressage mitochondriale de 150 acides aminés
en N-terminal. Ce variant résulte d’un épissage
alternatif du gene TRPV1, par le décalage du
cadre de lecture grace a un codon d’initiation
alternatif suivi de la rétention d’un intron
permettant de rattraper le cadre de lecture et de
coder normalement le reste de la protéine [10].
Les premiers travaux de caractérisation de
mitoTRPV1 au laboratoire ont montré que ce
variant permet de générer des flux de Ca?* dans
la mitochondrie et de réduire la température
mitochondriale sans affecter la production d’ATP
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[10]. Ces résultats indiquent que I'activation de
mitoTRPV1 pourrait participer a la régulation de
la thermogénése mitochondriale. Par ailleurs, il a
été mis en évidence que certaines mutations du
canal TRPV1 sont impliquées dans des troubles de
la régulation de la température
corporelle, notamment les syndromes
d’hyperthermie maligne [11,12] et les coups de
chaleur a l'exercice [12]. Ces pathologies se
caractérisent par une forte augmentation de la
thermogénése, surpassant les  capacités
d’élimination de la chaleur de [I'organisme,
pouvant mener a la dysfonction de plusieurs
organes et possiblement a la mort. La principale
prise en charge repose sur un refroidissement
rapide du patient. Des analyses génétiques
suggerent que 4 mutations de TRPV1 sont
impliqué dans ces troubles : les mutations G684V
et R772C pour le coup de chaleur d’exercice [12]
et les mutations T612M et N394del pour
I'hyperthymie maligne [11]. Ces mutations
modifient la cinétique d’activation de TRPV1 et
perturbent le relargage de Ca?* induit par la
capsaicine (perte ou gain apparent de fonction).

A partir de ces éléments, nous pensons que la
température mitochondriale au-dela de 42°C
provoque l'activation de mitoTRPV1, provoquant
une fuite du Ca?* de la mitochondrie et une
inhibition de son échauffement [10]. Bien que
cette hypothése reste encore a vérifier, ces
données suggeérent que mitoTRPV1 joue un role
dans la régulation du métabolisme mitochondrial
et dans la thermogénése. Dans ce contexte,
I’étude du canal mitoTRPV1 et la caractérisation
de nouveaux agonistes représentent un intérét
majeur dans la compréhension de Ia
thermorégulation cellulaire et offrent des
perspectives nouvelles dans le développement
de thérapies contre les troubles de la régulation
thermique. Parmi les agonistes potentiels de
TRPV1, notre intérét s’est porté sur les venins de
scorpions.

Les envenimations de scorpions sont

systématiquement douloureuses. Elles
provoquent une douleur aigué, constante et
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durable, méme pour les espéces les moins
dangereuses [13] et leurs venins contiennent une
grande diversité de peptides bioactifs [14]. |l
s’agit de neurotoxines actives sur les canaux
ioniques de cellules excitables et non-excitables,
et provoquant des symptémes qui peuvent étre
fatals, parmi lesquels on retrouve
alternativement hypertension/hypotension,
bradycardie/tachycardie et des défaillances
cardiaques, ainsi que des cedemes pulmonaires
[15]. La majorité des effets observés est liée a
I'action des venins sur les canaux Na*, mais ils
ciblent également d’autres canaux ioniques, K*,
Ca?*, Cl" et méme TRP [14]. La toxine BmPO1, issue
du venin du scorpion doré de Mandchouri,
Mesobuthus martensii est un exemple de toxine
agoniste de TRPV1 [3,16] (Fig. 1). Certaines
toxines ne sont retrouvées que chez les scorpions
de la famille des buthidés, c’est le cas notamment
de la chlorotoxine (CITx), qui cible les canaux CI
[15]. Elle présente un potentiel anticancéreux
pour le diagnostic et le traitement du
glioblastome (phase Ill clinique). Ainsi, les venins
de scorpions, qui montrent une abondance et
une diversité remarquable de toxines ciblant les
canaux ioniques, suscitent une grande attention
de la recherche de peptides a usage
thérapeutique.

Hottentotta judaicus est un scorpion buthidé
originaire du Moyen-Orient (Fig. 2). Selon une
étude, son venin contient des peptides
activateurs des canaux Na*, qui présentent des
propriétés inotropes qui pourraient avoir un
intérét en clinique [17]. Une autre étude montre
gue ce venin contient deux toxines activatrices du
récepteur a la ryanodine RyR1 dans le réticulum
sarcoplasmique [18]. Peu d’autres études visant
a décrire I'activité de ce venin sont publiées, ce
qui fait du venin de Hottentotta judaicus un bon
candidat pour la caractérisation de nouveaux
peptides actifs. De la méme facon, Leiurus
abdullahbayrami est un scorpion buthidé
également retrouvé au Moyen-Orient et en
Afrique du Nord. Son venin provoque des
symptémes cliniques aigus chez I'enfant comme
des cedémes pulmonaires et des dysfonctions
cardiaques graves. Une étude vénomique a
montré que la majorité des composants de ce
venin ont une masse correspondant aux toxines
agissant sur les canaux ioniques [19].
L'exploration de nouveaux venins peut permettre
de mettre en évidence des peptides aux
propriétés intéressantes, tout en alimentant les
données disponibles dans la bibliographie. Ainsi,
les venins de Hottentotta judaicus et Leiurus
abdullahbayrami suscitent un intérét notable
dans le cadre de notre étude.

Hottentotta judaicus

Leiurus abdullahbayrami

Figure 2 - Images des deux scorpions du Moyen-Orient dont les venins ont été utilisés dans le cadre

de cette étude. D’aprés WikimediaCommons.
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L'objectif de ce travail est d'étudier les
interactions pharmacologiques entre les venins
de Hottentotta  judaicus et Leiurus
abdullahbayrami et pmTRPV1. Nous envisageons
d’identifier un ligand potentiel du canal pour —a
moyen terme — en faire un outil d’activation de
mitoTRPV1. Nous utilisons des cellules HEK293
surexprimant pmTRPV1, et mesurons 'activation
de celui-ci en réponse a différentes stimulations
en imagerie calcique.

Matériels & Méthodes
1- Venins de scorpions

Les venins de Hottentotta judaicus et Leiurus
abdullahbayrami sont fournis par I'équipe du Pr.
Ziad FAJLOUN de I'Université Libanaise (Tripoli,
Liban). Les venins ont été lyophilisés et stockés a
-20°C jusqu’a leur utilisation. Le prélevement des
venins a été réalisé par stimulation électrique du
telson des animaux.

2- Cultures cellulaires

Toutes les manipulations de cellules se font sous
un poste de sécurité microbiologique (PSM) dans
des conditions stériles. Les cellules HEK293 sont
cultivées dans du milieu de culture contenant du
DMEM (High Glucose @Pyruvate ¢Glutamine,
PAN Biotech, P04-03500) complémenté avec 10%
de sérum de veau foetale (SVF) (Eurobio
Scientific, CVFSVF0001), 1ImM Glutamine (PAN
Biotech, P04-80100) et 10% d’antibiotiques
(Pénicilline/Streptomycine, PAN Biotech, PO06-
07100). Les cellules, conservées a -80°C dans du
milieu de culture avec 10% de DMSO, sont
transférées dans un tube et centrifugées a 850
rpm pendant 4 min pour éliminer le surnageant
avec le DMSO. Le culot est repris dans du milieu
de culture et transféré dans des flasques de
culture. Les cellules sont incubées a 37°C, dans
une atmosphere contrélée a 5% CO..

Lors des repiquages, le milieu est retiré et les
cellules sont rincées au PBS 1X. Les cellules sont
dissociées du support de culture avec de la
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Trypsine-EDTA (PAN Biotech, P10-020100) et une
incubation de 5 min a 37°C dans une atmosphére
controlée a 5% CO,. La trypsine est ensuite
inactivée directement avec du milieu de culture,
complémenté en SVF. Les cellules sont ensuite
transférées dans de nouvelles flasques contenant
du milieu de culture, et sont incubées dans les
mémes conditions.

3- Préparation et transfection des cellules

La transfection est réalisée a l'aide du réactif
Avalanch®-Everyday Transfection Reagent (EZ
Biosystems LLC, EZT-EVDY-1) qui contient un
mélange des polymeéres de lipides cationiques
formant des complexes (lipopolyplexes) avec les
acides nucléiques chargés négativement,
facilitant le passage de ceux-ci a travers les
membranes plasmiques.

Pour cela, les cellules sont transférées dans une
plague 6 puits a 500 000 cellules par puits 24h
avant la transfection. Le lendemain, lorsque les
cellules sont a environ 70% de confluence, le
mélange de transfection préparé dans du milieu
de culture sans SVF avec 2ul de réactif Avalanch®-
Everyday Transfection Reagent et 2ug du
plasmide pcDNASFRT TRPV1pm (ou pcDNASFRT
vide) est ajouté dans chaque puit. Les cellules
sont ensuite placées en incubation a 37°C
pendant 24h. Les plasmides sont fournis par
Florian Beignon et produit comme décrit
précédemment [10]. 24h aprés la transfection,
les cellules transfectées en plaques 6 puits sont
transférées dans une plague 96 puits a fond noir
préalablement traitée a la fibronectine a 8ug/mL
dans une solution de PBS pendant 10 minutes
puis mise a sécher sous le PSM. Les cellules sont
a nouveau placées en incubation pendant 24h,
puis analysées en imagerie calcique dans les
différentes conditions.

4- Traitement des cellules et imagerie calcique

L'imagerie calcique est réalisée avec du Fura-2
(Life Science™ Fura-2 AM 1201), une sonde
calcique ratiométrique. Sous sa forme libre, elle
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est excitée par une longueur d’onde de 380nm et
émet a 510nm. Lorsqu’elle se lie au Ca®*, la
longueur d’onde d’excitation se déplace a 340nm
[20]. En mesurant le ratio de fluorescence émise
lors de I'excitation a 340nm par rapport a celle
émise apres I'excitation a 380nm, nous pouvons
déterminer la proportion de sonde liée par
rapport a la sonde libre. Lors de la lecture a la
FlexStation 3 (Multi-Mode Microplate Reader -
Molecular Devices), les cellules sont excitées a
340nm (A1) et la fluorescence est mesurée a
510nm, puis elles sont excitées a 380nm (A2) et la
fluorescence est a nouveau mesurée. Les
résultats sont donnés en ratio de fluorescence A1
/A2. Plus ce ratio est élevé, plus la sonde est liée
a du Ca?, plus la quantité de Ca?* intracellulaire
est élevée.

Pour cela, le milieu de culture est retiré de la
plague 96 puits, et les cellules sont rincées avec
du tampon calcium, constitué de HBSS 1X, CaCl; a
2,5mM, du MgCl; a 1mM, et du HEPES a 10mM.
Les cellules sont ensuite incubées avec une
solution contenant du tampon calcium, du Fura-2
a 4uM, et de l'acide pluronique F-127 a 0,02%
pendant 1h a température ambiante dans le noir.
Aprées incubation, les cellules sont rincées a
nouveau avec du tampon calcium.

L'exposition des cellules aux différents agents se
fait directement au sein du lecteur de plaque
FlexStation 3. Les réactifs sont repris dans le
tampon calcium. Les venins lyophilisés sont
reconstitués dans ce méme tampon a des
concentrations allant de 0,1ug/mL a 10mg/mL.
Lors de l'injection, 15uL sont prélevés de la
plague d’injection et sont ajoutés a 135uL dans la
plague de cellules. Les concentrations effectives
sont donc de 0,01pg/mL et Img/mL.

5- Analyse des données

Les données d’imagerie calcique sont exportées
et triées sur Microsoft Excel, puis analysées avec
le logiciel Prism 8 GraphPad. Lors des analyses
statistiques, chaque réplica est utilisé pour
modéliser une courbe de ratio A1/A2 par rapport
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au temps qui est rapportée a la ligne de base, et
I'aire sous la courbe est calculée par rapport a
celle-ci. Cette ligne de base est estimée grace a la
moyenne de toutes les mesures avant injection.
Chaque condition est testée sur 6 a 12 réplicas.
Les différences entre les aires sous les courbes
sont analysées avec un test de Student (Two-
Tailed Unpaired t-test). Les significativités sont
symbolisées comme décrit sous les figures.

Résultats
1. Validation du protocole expérimental

Dans un premier temps, afin de valider I'efficacité
de la transfection de TRPV1 dans les HEK293, les
cellules sont exposées a des agonistes connus de
TRPV1, la CAP et la RTX. Comme attendu, la
stimulation des cellules contréles avec ces
molécules ne provoque pas de réponse,
contrairement aux cellules surexprimant TRPV1
gui montrent une augmentation significative du
ratio Faao/F3so traduisant une augmentation de
Ca?* intracellulaire, avec une cinétique rapide
faisant suite a l'injection des agonistes (Fig. 2ab).

Le Triton X-100 et la thapsigargine ont également
été utilisées dans le but de valider I'intégration de
la sonde Fura-2 et servir de contréle positif de
réponse calcique. La thapsigargine est un
inhibiteur des pompes Ca?* ATPase du réticulum
endoplasmique (RE). Son action empéche la
réabsorption du Ca?* par le RE ce qui provoque
son accumulation dans le cytoplasme [21]. Les
cellules contréles et surexprimant TRPV1
montrent une augmentation du ratio Fsao/Fsso
avec une cinétique lente lors de l'injection de
thapsigargine (Fig. 2c), ce qui correspond a
I’accumulation de Ca?* intracellulaire attendue.
Le Triton X-100 est un détergent qui dégrade les
membranes et provoque la mise en contact de la
sonde Fura-2 présente dans le milieu
intracellulaire et le Ca%* présent dans le milieu
extracellulaire. L'injection du Triton X-100 induit
donc une forte augmentation du ratio Fzao/F3so et
permet de valider I'intégration de la sonde (Fig.
2d)
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Ces données permettent d’assurer que les
cellules surexpriment TRPV1 apres transfection,
et que la sonde Fura-2 est bien intégré dans le
cytoplasme. Ces injections « contrdles » sont
d’ailleurs réalisées pour chaque plaque pour
contrébler ces parametres a chaque fois,

2. Effets pharmacologiques du venin de Leiurus
abdullahbayrami

Pour étudier d’éventuels effets agonistes, le
venin de L. abdullahbayrami a été testé sur les
cellules controle a des concentrations de 1 et 10
ug/mL, et une gamme de concentrations allant de
0,01 a 100ug/mL a été testée sur les cellules
surexprimant TRPV1. Les résultats montrent que

I'injection de venin de L. abdullahbayrami
provoque une augmentation de Ca**
intracellulaire significative chez les cellules
contréles et surexprimant TRPV1, avec une
cinétique rapide (Fig. 3). On observe en effet une
hausse du ratio Fsao/F3so directement apres
I'injection du venin (Fig. 3ab), et il n’y a pas de
différence entre les cellules contrbles et les
cellules surexprimant TRPV1. L’augmentation de
I'aire sous la courbe n’est pas significative pour
I'injection de venin a 1ug/mL mais I'est pour la
dose de 10ug/mL. De fagon générale,
I'augmentation des concentrations testées
semble provoquer une plus forte hausse de I’AUC
(Annexe 1). Les données obtenues jusqu’a
présent ne permettent pas d’établir une relation
dose-réponse fiable, mais la modélisation laisse

a
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apparaitre une tendance d’un effet-dose (Annexe
2). La co-injection du venin avec lI'antagoniste
spécifique capsazépine (CPZ) diminue
significativement l'intensité de [I'effet, sans
modifier la cinétique des variations de Ca®*
intracellulaire (Fig. 4ef).

Nous avons ensuite testé les propriétés
antagonistes putatives du venin en exposant les
cellules surexprimant TRPV1 a une co-injection de
venin de L. abdullahbayrami et de RTX. Les
résultats montrent une légére modification de la
cinétique des variations de Ca?* intracellulaire
provoquée par la RTX, sans modification
significative de I’AUC (Fig. 4def), ce qui indique

gu’il n’y a pas de changement dans l'intensité de
la réponse.

3. Effets pharmacologiques du venin de

Hottentotta judaicus

Nous avons ensuite testé les effets agonistes du
venin de Hottentotta judaicus de la méme facon,
a des concentrations de 1 et 10 pg/mL sur les
cellules contrdles, et avec une gamme de
concentrations allant de 0,01 a 100ug/mL sur les
cellules surexprimant TRPV1. Ces analyses ne
montrent pas d’effet du venin a 1ug/mL sur le
ratio de fluorescence Fsao/Fss0 (Fig. 5abc).
Toutefois, l'injection de venin a 10upg/mL a
provoqué une hausse rapide du ratio Fsao/Fsso, et
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Figure 4 - Effets du venin de Leiurus abdullahbayrami sur le Ca®* intracellulaire. Niveaux de Ca®* intracellulaire indiqués par les
courbes de fluorescence Fsao/Fss0 des HEK293 contréles et surexprimant TRPV1 en réponse a linjection de venin de L.
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une augmentation significative de I'AUC par
rapport au contréle correspondant (Fig. 5bc).
L’ajout de CPZ en co-injection avec le venin inhibe
I’augmentation du Ca?* intracellulaire (Fig. 5e), et
baisse significativement I'’AUC (Fig. 5f) ce qui
indique un effet spécifique sur TRPV1.

Ensuite, comme précédemment, nous avons
étudié les propriétés antagonistes du venin en co-
injection avec la RTX sur les cellules surexprimant
TRPV1. Les résultats ne montrent aucun effet du
venin sur I'action de la RTX (Fig. 5def).

Globalement, ces données sont en faveur de la

semblent augmenter a mesure qu’on augmente
les concentration (Annexe 3), ce qui suggere une
relation dose-réponse.

4. Relation dose-réponse du venin de

Hottentotta judaicus

Par la suite nous avons donc essayé d’établir une
corrélation entre les concentrations de venin
testées et l'intensité de la réponse observée.
Pour cela nous avons d’abord testé le venin de H.
judaicus a de plus fortes concentrations. Les
cellules ont été exposées a des concentrations
allant de 0,01lmg/mL a 1mg/mL. Les résultats

présence d’une molécule activatrice de TRPV1 montrent une augmentation du ratio de
dans le venin de H. judaicus, et les effets fluorescence Fsa0/F3g0 ainsi qu’une hausse
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significative de I’AUC pour les concentrations de
0,1mg/mL et 0,25mg/mL chez les cellules
surexprimant TRPV1 par rapport au contréle (Fig.
b6abe). Toutefois, pour les concentrations
supérieures, les cellules contréles montrent
également une augmentation du ratio Fza0/F3so et
de I'AUC, se rapprochant des cellules TRPV1 (Fig.
6cde). Il est important de noter que les cellules
contrbles exposées a la RTX montrent une AUC
qui semble anormalement élevée,
significativement supérieure a [I'AUC qui
correspond aux cellules contrbles exposées au
venin de H. judaicus aux concentrations de
0,1mg/mL et 0,25mg/mL.

Comme précédemment, nous avons également
réalisé des co-injections de venin de H. judaicus
avec de la CPZ pour confirmer que I'effet observé

est associé a une interaction avec TRPV1. Bien
que le Ca?* intracellulaire semble diminuer avec
I'ajout de la CPZ (Fig. 7abc), ces variations se
jouent a une trop faible échelle pour étre
significatives. On n’observe ainsi aucune
différence significative entre les AUC lors de
I’ajout de la CPZ (Fig. 7cef).

Bien que nous ne puissions pas confirmer que
nous observons un effet sur TRPV1 pour les fortes
concentrations, les effets du venin sur le Ca%*
intracellulaire sont légérement plus importants
pour les concentrations plus élevées que pour les
plus faibles concentrations testées
précédemment. Ainsi, nous avons pu modéliser
une courbe dose-réponse avec toutes les doses
testées sur les cellules surexprimant TRPV1 (Fig.
8), et déterminer une concentration efficace 50
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(CEso) de 4,107ug/mL. Les données disponibles
présentent néanmoins une forte variabilité et des
écart-types trés grands, et le coefficient de
corrélation R? n’est que de 0,22, ce qui n’est pas
suffisant pour tirer des conclusions fiables de la
modélisation.

Discussion

Les venins animaux sont une source tres
importante de molécules pharmacologiquement
actives [22]. Les toxines qui les composent sont le
fruit de processus évolutifs longs consécutifs aux
interactions entre |'animal venimeux et les
espéces présentes dans on biotope [23]. Les
stratégies d’envenimation d’une proie ou d’un
prédateur sont principalement basées sur la

paralysie musculaire, la dysfonction de I'appareil
cardio-vasculaire, la nécrose tissulaire ou encore
la perturbation de I’'hémostase. Cependant, la
grande majorité des envenimations est a I'origine
d’une douleur plus ou moins importante, ce qui a
conduit a imaginer qu’en plus des fonctions
précédemment citées, les venins puissent
contenir des toxines spécifiqguement activatrices
des nocicepteurs pour infliger des douleurs
aigués [13]. Dans ce contexte, nous cherchons de
nouveaux ligands du canal TRPV1, qui correspond
a un canal cationique exprimé dans les fibres
nociceptives et transducteur de douleur.
Plusieurs toxines issues de venins animaux ont
été caractérisées comme agonistes spécifiques
de TRPV1, et d’autres comme antagonistes.
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Figure 7 — Effet du venin de Hottentotta judaicus sur le Ca®* intracellulaire. Niveaux de Ca®* intracellulaire indiqués par les courbes
de fluorescence Fs40/F3s0 des HEK293 surexprimant TRPV1 en réponse a la co-injection de CPZ et de venin de H.j a 0,1mg/mL(a),
0,5mg/mL (b), Img/mL (c), et AUC correspondantes (d, e, f) N = 12, test de Student, ** : p<0,01.

Qoeo

12/20

Samuel TEITGEN - Analyse des effets pharmacologiques de venins de scorpions du Moyen Orient sur le canal TRPV1 humain



60—

R?=0,22

AUC
(Normalized to baseline)

0 I I 1
2 3 4 5 6

Log [H.j venom] (ng/mL)
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Dans ce travail, nous avons cherché de tels agents
actifs sur TRPV1 dans les venins de deux
scorpions du Moyen-Orient, Leiurus
abdullahbayrami et Hottentotta judaicus. Ces
venins sont assez peu caractérisés. Cependant,
une piqure par L.a s’avére extrémement
douloureuse [24] et celle de H.j est a 'origine
d’une douleur moyenne [25].

Nous avons mis en évidence plusieurs propriétés
de ces deux venins sur TRPV1 en mesurant le Ca?*
intracellulaire dans des cellules HEK293, une
approche trés courante pour caractériser des
ligands d’intérét [26]. Premiérement, les résultats
ont montré une activité du venin de Leiurus
abdullahbayrami sur le Ca?* intracellulaire des
cellules contréles et surexprimant TRPV1. La
cinétique rapide de cette variation suggére que
ce venin contient des molécules agissant
directement ou indirectement sur d’autres
canaux ioniques présents dans les HEK293. Ces
cellules expriment en effet un certain nombre de
canaux endogenes dont ['activation pourrait
provoquer les effets observés, notamment des
canaux Ca?* voltage dépendants Ca,1.2 et Ca,1.3,
mais également des canaux piezo comme Piezol,
ou encore des canaux TRPC1, TRPC3, TRPC4,

Qoeo

TRPC6 et TRPC7 [27]. Les effets du venin de L.
abdullahbayrami sur le Ca?* semblent étre dose-
dépendants, aussi la caractérisation de la relation
dose-réponse demanderait d’étudier une gamme
de concentrations plus large avec un grand
nombre d’échantillons pour réduire I'écart-type
et obtenir une modélisation robuste. La CPZ a
provoqué une réduction de l'intensité de I'effet
du venin sur les cellules surexprimant TRPV1,
sans modifier la cinétique des variations du Ca?*
intracellulaire. Toutefois, les effets du venin ont
la méme intensité chez le contrdle et chez les
cellules surexprimant TRPV1, il ne s’agit donc pas
d’'un effet spécifique a TRPV1. Pour expliquer
'effet de la CPZ, nous pouvons émettre
I’'hypothése qu’en surexprimant TRPV1 il pourrait
étre impliqué de facon constitutive dans
I’lhoméostasie du Ca?*, et que son inhibition
perturbe les capacités des cellules a faire rentrer
du Ca?* dans le cytosol. Le venin modifie
légérement la cinétique de réponse calcique
provoquée par la RTX, mais ne provoque pas de
baisse du niveau de Ca?* intracellulaire, nous ne
pouvons ainsi pas conclure sur un effet
antagoniste.

Ensuite, nos résultats suggérent que le venin de
Hottentotta judaicus active spécifiqguement
pmTRPV1. Une augmentation significative du
Ca?* intracellulaire a été observée lors de
I'injection de venin de H. judaicus a 10ug/mL, et
a0,1mg/mL, chez les cellules surexprimant TRPV1
par rapport aux controles. Au-dela de 100ug/mL,
on observe également une réponse calcique chez
les cellules contréles — un effet non spécifique —
et il n'y a plus de différence avec les cellules
surexprimant TRPV1. Plusieurs hypothéses
pourraient expliquer cet effet. Premiérement, il
est possible que le venin contienne une molécule
agissant sur une autre cible a de fortes
concentrations. Toutefois, on se serait attendu a
ce que cet effet s’ajoute a I'effet observé sur les
cellules surexprimant TRPV1, ce qui n’est pas le
cas. Ensuite, nous pouvons également penser
gu’apres un certain seuil, le venin a une action
cytotoxique sur les cellules menant a une lyse des
membranes. Toutefois une précédente étude a

13/20

Samuel TEITGEN - Analyse des effets pharmacologiques de venins de scorpions du Moyen Orient sur le canal TRPV1 humain



montré qu’il n’avait pas d’activité cytotoxique sur
des cellules HTC-116 (Annexe 4). Il est important
de noter que le contréle exposé a la RTX durant
cette  expérience donne une réponse
anormalement élevée, et les résultats obtenus
sont susceptibles d’étre faussés. La RTX a
provoqué sur les cellules contréles un effet d’un
méme ordre de grandeur que le venin de H.
judaicus sur les cellules surexprimant TRPV1. Au
vue de la faible intensité de cette réponse, il n’est
pas exclu que I'action du venin ne soit qu’un bruit
de fond, ouliée a un artéfact d’injection. En effet,
dans un systéme de surexpression comme celui-
ci, une activation spécifique aurait provoqué une
réponse d’une intensité beaucoup plus élevée
pour les trés fortes concentrations. Ici la
différence entre les réponses aux trés faibles et
tres hautes concentrations n’est pas tres
marquée. La CPZ a permis de diminuer
significativement les effets du venin de H.
judaicus a 10ug/mL, mais n’a produit aucun
changement marquant pour les concentrations
supérieures. De plus, la CPZ avait également
baissé la réponse non spécifique produite par le
venin de L. abdullahbayrami, on ne peut donc pas
exclure que I'action de la CPZ sur I'effet du venin
de H. judaicus ne résulte du méme phénoméne.
Enfin, il est probable que le venin posséde bien
une activité agoniste de TRPV1, mais sans exclure
la possibilité qu’il contienne également des
antagonistes. La capacité d’un venin animal a
posséder des toxines exercant des effets opposés
sur un méme systéme —voire un méme récepteur
— est déja décrite dans la littérature : le venin de
I'Echide carénée (Echis carinatus, Viperidae)
incorpore I'échistatine et I’écarine, qui inhibe et
active I'agrégation plaquettaire, respectivement
[28]. Pour évaluer la pertinence de continuer a
étudier ce venin, il faudrait reproduire ces
expériences dans diverses conditions
pharmacologiques (milieu avec et sans Ca%,
modification du pH, de la température externe
etc.). Si I'activité agoniste du venin de H. judaicus
est confirmée, il sera envisageable de le
fractionner et des séparer ses différents
composants en HPLC. L’'isolement des peptides
permettra de les tester sans étre limité par la
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complexité du venin complet. La littérature
montre qu’il existe de nombreux venins
possédant des agonistes de TRPV1. Celles-ci sont
supposées jouer un rble clé dans les stratégies de
prédation, défense ou relations intraspécifiques
[29]. A l'inverse, d'autres toxines sont connues
pour leur activité spécifique de blocage du
TRPV1, mais leurs roles écologiques et évolutifs
restent a clarifier. La diversité des sites
allostériques d’action de ces toxines illustre d'une
part la fonction polyvalente et polymodale de
TRPV1, et d'autre part la diversité et la spécificité
des toxines naturelles qui se lient a des domaines
particuliers de ce récepteur (Fig. 1). Ces toxines
constituent des outils pharmacologiques
intéressants qui ouvrent des voies innovantes
pour la conception de nouveaux traitements des
douleurs aigués et inflammatoires [30].
Différentes espéces animales ont intégré dans
leur stratégie d’envenimation la douleur, en
ciblant TRPV1 araignées, scorpion, anémones de
mer, serpents, centipedes, |épidoptéres [ ].
Produite par le scorpion Mesobuthus martensii,
en Extréme-Orient, la neurotoxine BmPO01 (Fig. 1)
contient un domaine ICK (Inhibitory Cysteine
Knot). Elle active assez spécifiguement TRPV1
avec une CEsp de 132 uM. Ce peptide comprend
29 acides aminés réticulés par 3 liaisons
disulfures [16], [31]. Fonctionnellement, le venin
de ce scorpion a un pH naturel acide (6,5)
synergisant par un processus bimodal I'activation
des nocicepteurs par la protonation de TRPV1
[16] et peut augmenter I'affinité de la toxine pour
TRPV1, ce qui explique sa faible affinité a pH
physiologique. Bien qu'il ait également été
démontré que la toxine inhibe les canaux Kv,
I'acidification du pH diminue cette inhibition.
L'injection de BmPOQ1 chez la souris provoque des
réponses douloureuses aigués reflétant son effet
spécifique sur le canal TRPV1 périphérique,
puisque cette sensation de douleur est absente
chez les souris TRPV17/. Il est également
intéressant de noter que le venin de Mesobuthus
martensii contient plusieurs toxines analgésiques
capables de bloquer les canaux Na* (Navl1.7 ;
Nav1.8) impliqués dans la douleur [13]. Pour
activer TRPV1, la toxine BmPO1 interagit avec les
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résidus polaires du canal dans la boucle
précédant le domaine transmembranaire S6
(E649 : site d'activation des protons, T651, E652
— Fig. 1) pour ouvrir le pore et favoriser la douleur
consécutive a l'envenimation [16]. La
caractérisation future de la toxine du venin de H.j
permettra d’en comparer la séquence avec celle
de Mesobuthus martensii: ces scorpions
occupent des espaces géographiques totalement
différents et il est possible qu’ils aient développé
des toxines ciblant le méme récepteur mais avec
des structures divergentes.

Pour I’heure, ce projet a permis de proposer que
le venin de Hj agit comme agoniste de pmTRPV1.
C’est également le cas du venin de la vipére a
écailles de Palestine Echis coloratus (Viperidae). Il
contient des protéines pro-algésiques. Certaines
fractions extraites du venin brut induisent des
réponses cellulaires liées a I'activation du TRPV1,
notamment un influx de Ca%* dans les cellules
HEK293 exprimant le TRPV1, ce qui est aboli dans
les cellules TRPV17 [32]. Le site de liaison de
cette fraction peptidique de venin sur TRPV1
pourrait étre différent des sites d'interaction
comme la RTX ou les toxines d'araignées
VaTx/DkTx (Fig. 1), car les mutations affectant les
résidus impliqués dans leur liaison avec TRPV1 ne
modifient pas I'amplitude du courant cationique
induit par la fraction active de ce venin. On peut
ajouter que le facteur de croissance nerveuse
(NGF) présent naturellement dans le venin
d'Echis coloratus agit en synergie avec la toxine,
activant directement le TRPV1 et produisant une
douleur intense lors d’'une envenimation.

Parallelement, le venin de la chenille Latoia
consocia a récemment été étudié pour son
activité activatrice de TRPV1 (Fig. 1). Chez les
Iépidopteéres, la fonction venimeuse est souvent
associée aux soies urticantes [33]. L'exposition au
venin de cette chenille par injection
intraplantaire chez des souris sauvages induit une
intense douleur aigué. Cet effet est associé a une
activation directe de TRPV1, puisque les mémes
expériences ont révélé I'abolition de la douleur
induite chez les souris TRPV17", et une diminution
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de l'intensité de la douleur chez les souris
sauvages apres un prétraitement avec la CPZ. In
vitro, une augmentation significative du Ca®*
intracellulaire  est observée dans des
nocicepteurs exposés au venin (100 pg/ml). La
molécule responsable de cette activation du
TRPV1 reste cependant a identifier [34].

Conclusions et perspectives

Les perspectives ouvertes par notre travail sont
nombreuses. En premier lieu, I'identification de la
toxine du venin d’H.j responsable de ['effet
agoniste sur pmTRPV1 est un projet en soi: elle
implique de réaliser du fractionnement bio-guidé
pour parvenir a connaitre la séquence compléte
de la toxine. L'alignement de ce peptide
permettra de le comparer aux autres toxines
animales ciblant TRPV1 et de définir son
mécanisme d’action putatif sur le récepteur. Par
la suite, nous envisageons de nous servir de ce
type de molécule comme d’un systéme pour
activer mitoTRPV1 en faisant I'hypothése que
cette isoforme mitochondriale joue un role de
« thermostat » cellulaire, dont [I'activation
favorise la limitation de I'’échauffement de la
mitochondrie. En couplant cette toxine a un
systeme de cargo mitochondrial (type MTS,
mitochondrial  targeting sequence), nous
pourrions activer spécifiguement mitoTRPV1
sans affecter pmTRPV1. Alternativement, la
pénétration a travers la membrane plasmique
d’un peptide de venin est également possible. La
toxine WaTx du scorpion australien Urodacus
manicatus active le canal TRPA1 en pénétrant a
travers la membrane plasmique et accéde a un
site intracellulaire identique de celui des
agonistes végétaux de ce canal (wasabi, allicine).
Cette toxine provoque une douleur aigué mais
pas de douleur inflammatoire [35]. Il s’agit d’un
exemple assez exceptionnel dans lequel une
toxine peptidique pénetre directement dans la
cellule et agit sur un site identique a celui qui est
ciblé par des molécules végétale.
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Annexe 1 - Niveaux de Ca’* intracellulaire des HEK293 contréle et
surexprimant TRPV1 en réponse a l'injection d'une gamme de doses de
venin de Leiurus abdullahbayrami. AUC normalisées des courbes de

fluorescence F340/F3s0.
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Annexe 2 - Régression non linéaire de la réponse calcique (Ca’*

intracellulaire indiqué par la fluorescence Fsso/F3s0) en fonction de la
concentration en venin de L. abdullahbayrami injectée. La zone grise
indique I'écart-type pour chaque point.
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Annexe 3 - Niveaux de Ca?* intracellulaire des HEK293 contréle et
surexprimant TRPV1 en réponse a linjection d’'une gamme de doses de
venin de Hottentotta judaicus. AUC normalisées des courbes de fluorescence

F340/F3s0.

Venom
concentration Absorbance

Standard % of cell Significance
deviation (SD) viability based on T-test

+0.125865
1.068 +0.014142 74% NS
1.1565 +0.130815 80% NS
0.9735 +0.143543 68% NS
0.99 +0.203647 68% NS

Annexe 4 — D’aprés NASR S., 2023. "Study of the venom of the scorpion
Hottetotta judaicus: Characterization, antibacterial effect and cytotoxic
activities on cancer cell line”. Pourcentage de viabilité de cellules HCT-116
aprés 24h d’incubation avec le venin de H. judaicus aux concentrations
indiquées. Analyses statistiques : Prism Unpaired T-test. NS = non
significatif.
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