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RESUME

Les influx de calcium ont une importance fonda-
mentale dans la biologie des cellules eucaryotes. Ces
influx calciques sont dus a différentes classes de pro-
téines membranaires qui permettent de controler les
entrées de calcium dans la cellule. Si, dans les cellules
excitables comme les neurones ou les cellules muscu-
laires, les canaux calciques activés par le potentiel
sont majoritairement responsables des influx cal-
ciques, d’autres protéines sont nécessaires pour assu-
rer une telle fonction dans les cellules non excitables.
Dans ces cellules, un influx calcique peut étre observé
par suite de I’activation de la phospholipase C, de la
synthése d’IP3 et de la libération de calcium hors du

réticulum. L’identité des protéines impliquées dans
cet influx de calcium dii aux seconds messagers ainsi
que les mécanismes permettant I’activation de ces
canaux ont été longuement débattus. Au cours de ces
derniéres années, différents génes codant pour de
nouveaux types de canaux cationiques appelés TRP
ont été identifiés. Ces outils moléculaires ont permis
d’obtenir des informations cruciales sur les méca-
nismes moléculaires impliqués dans ’entrée de
calcium au sein des cellules non excitables. Cette
revue a pour but de présenter les données les plus
récentes sur les canaux TRP et sur leurs modes d’acti-
vation.

SUMMARY The TRP channels family : a complex galery of characters

Calcium influxes are of fundamental importance in
eukaryotic cell functions. These calcium influxes are
carried by different classes of membrane proteins that
allow regulated calcium entry. If in excitable cells,
such as neurones or muscle, voltage-dependent cal-
cium channels represent the main source of calcium
influx, other proteins are needed to assume such a
function in non-excitable cells. In these, a sustained
calcium influx is observed, secondary to phospholi-
pase C activation, IP3 synthesis and internal calcium
release. The identity of proteins implicated in this

second messenger calcium-driven influx, as well as the
mechanisms of activation of these channels have long
been debated. In recent years, genes encoding a new
kind of cationic channels called TRP channels have
been identified. This molecular work has set the basis
for further functional studies and helped to gain cru-
cial information on the mechanisms by which extra-
cellular calcium can penetrate into non-excitable cells.

This review will present the most recent advances
obtained on the molecular diversity of TRP channels
and their mode of gating.

INFLUX CALCIQUES ET TRP

Un grand nombre de molécules de signalisation extra-
cellulaire telles que les hormones, les facteurs de crois-
sance ou les neurotransmetteurs induisent leurs effets
physiologiques par le biais d’une élévation de la concen-
tration de calcium intracellulaire. Cette élévation de cal-
cium, indispensable a I’activation d’innombrables fonc-
tions cellulaires, doit étre impérativement contrdlée,
d’une part pour permettre un codage spatio-temporel du

signal et, d’autre part, pour ne pas devenir délétére pour
la cellule. L’augmentation du calcium cytoplasmique est
la résultante de deux sources intimement liées : la
vidange des réserves du réticulum endoplasmique ¢t un
influx de calcium extracellulaire qui a aussi pour fonc-
tion d’assurer le réapprovisionnement des réserves cal-
ciques intracellulaires (Berridge, 1993). L’ influx calcique
transmembranaire doit donc remplir deux taches princi-
pales, assurer un codage spatio-temporel de I'information
et maintenir les réserves calciques intracellulaires a un
niveau constant.
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Pour assurer ces fonctions, les cellules expriment une
panoplie de protéines spécialisées, les canaux trans-
membranaires perméables au calcium qui ont pour rdle
de faire transiter cet ion a travers la bicouche lipidique
imperméable. Dans les cellules excitables, les canaux
calciques activés par le potentiel et les récepteurs canaux
(activés par les neurotransmetteurs) ont un role prépon-
dérant dans les influx rapides de calcium. Dans les cel-
lules non excitables ou I’expression des canaux calciques
dépendant du potentiel est le plus souvent absente, une
autre catégorie de protéines, les canaux activés par les
seconds messagers intracellulaires, ont une fonction cen-
trale dans les mouvements transmembranaires de cal-
cium (Parekh & Penner, 1997). Cette famille de canaux
appelés TRP s’avére d’une complexité croissante tant au
niveau de I'identité moléculaire de ses membres qu’au
niveau des mécanismes d’activation ou des fonctions
cellulaires et physiologiques de ces protéines.

L’ouverture des canaux TRP est strictement dépen-
dante de seconds messagers intracellulaires et de 1’acti-
vation d’une enzyme : la phospholipase C (Clapham et
al., 2001). Schématiquement, la cascade d’événements
conduisant a I’ouverture des TRP est la suivante (voir
Fig. 1) : une molécule de signalisation extracellulaire se
fixe sur son récepteur membranaire entrainant 1’activa-
tion par le biais d’une protéine G hétérotrimérique de la
phospholipase C. Cette enzyme hydrolyse un phospho-
lipide membranaire, le phosphatidyl-inositol diphosphate
(PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate

(IP3). Ces deux molécules servent de seconds messa-
gers intracellulaires, en particulier I’IP3 qui déclenche
une libération de calcium du réticulum endoplasmique.
Par un mécanisme non encore ¢lucidé, cette vidange des
stocks entraine alors I’ouverture de canaux membranaires
provoquant ainsi un influx calcique soutenu. Cet influx
permet, entre autres effets, de réapprovisionner les stocks
calciques du réticulum.

Les données issues des grands programmes de séquen-
cage des génomes indiquent qu’il existe une grande
diversité de canaux TRP aussi bien chez les invertébrés
que chez les vertébrés. De plus les données expérimen-
tales montrent clairement qu’il existe des mécanismes
d’activation des canaux TRP autres que ceux initiés par
la vidange des réserves de calcium intracellulaire (Ven-
katachalam et al., 2002). La nécessité d’un codage spa-
tio-temporel de I'information suggere ainsi que diffé-
rents TRP assurent la transduction de différents types
d’information a la cellule. Quels sont les mécanismes
d’activation des TRP, comment relier leur diversité
moléculaire a leurs fonctions physiologiques ? La
réponse a ces deux questions permettra de mieux com-
prendre les mécanismes complexes par lesquels I’influx
de calcium extracellulaire régule le métabolisme cellu-
laire.

Cette revue a pour but de donner une vision d’ensem-
ble de la famille des canaux TRP et de présenter les
hypothéses actuelles quant a leurs modes d’activation et
a leurs fonctions physiologiques.

CAS
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FiG. | — Modele du mécanisme d’activation des TRP par la déplétion des stocks intracellulaires de calcium. Les voies principales d’acti-
vation d'un influx calcique transmembranaire aprés activation d’un récepteur tyrosine kinase (RTK) ou d’un récepteur couplé aux protéines G
(RCPG) sont représentees de maniére schématique. A la suite de la fixation d’un ligand sur son récepteur s’opére un recrutement direct de
la phospolipase C y (PLCy) dans le cas des RTK, ou un recrutement indirect de la phospolipase C B (PLCP) dans le cas des RCPG. La PLC
hydrolyse le phospatidyl-inositol diphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3); ce dernier sert de second mes-
sager conduisant a la vidange des stocks calciques du réticulum endoplasmique (RE). S’enclenche alors (fléche en pointillés) un influx cal-
cique transmembranaire consécutif a ["ouverture de canaux membranaires (CAS pour canal activé par la déplétion des stocks).
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HISTORIQUE

Historiquement, ’existence des TRP a été mise en
évidence par Putney (1977) lors d’une série d’expé-
riences faites a la fin des années 70. Ces résultats ont per-
mis [’élaboration d’un modéle qui proposait que, par
suite de 1’action d’un neurotransmetteur ou d’une hor-
mone, le calcium est libéré du réticulum dans le cyto-
plasme, a la suite de quoi un influx de calcium extracel-
lulaire reconstitue les réserves intracellulaires de calcium
(Putney, 1986). Dans ce modele, I’influx de calcium rem-
plissait directement les réserves sans passer par le cyto-
plasme, d’ou le terme d’influx capacitif de calcium. Ce
modeéle a été remis en cause grice a [’utilisation de nou-
velles approches expérimentales (électrophysiologie
moléculaire et imagerie calcique fluorescente) et par
I'utilisation de nouveaux outils pharmacologiques (Put-
ney, 1990). Ainsi I'utilisation de la thapsigargine, un
inhibiteur des pompes calcium/ATPases du réticulum,
permet de vider les réserves de calcium indépendam-
ment de I’IP3 et de mimer une déplétion des stocks. Cet
outil, combiné aux techniques de microspectrofluorimé-
trie calcique, a permis de démontrer que la vidange des
stocks intracellulaires de calcium induit un influx cal-
cique qui transite par le cytoplasme. Par la suite, les
expériences faites en enregistrement sur cellules entiéres
ou en canaux uniques révélérent I’existence d’un canal
a forte perméabilité calcique activé a faible concentration
de calcium intracellulaire ou lors de la vidange des stocks
intracellulaires de calcium (Lewis & Cahalan, 1989;
Hoth & Penner, 1992). Le courant transitant a travers ce
canal est des lors appelé ICARC pour Canal Activé par
le Relargage de Calcium (ou ICRAC en anglais, pour
Calcium Release Activated Channel). Cependant le cou-
rant ICARC seul ne pouvait rendre compte de tous les
flux calciques activés par la vidange des stocks (Zitt et
al., 2002). A la suite de I’identification moléculaire du
premier canal TRP a la fin des années 80 (Montell &
Rubin, 1989) et de ses homologues chez les vertébrés
dans les années 90, le terme de Canaux Activés par les
Stocks (CAS), ou SOC pour Store-Operated Channels en
anglais, a été introduit. Une certaine confusion est née
par la suite entre le courant ICARC et le terme CAS qui
étaient utilisés indifféremment pour qualifier tous les
influx calciques activés par la déplétion des stocks. Ce
n’est que récemment qu’une distinction claire est appa-
rue : le courant ICARC posséde des caractéristiques bio-
physiques particuliéres (trés haute sélectivité pour le cal-
cium, blocage par les cations divalents, forte
rectification...) qui le distingue nettement d’autres cou-
rants activés par la déplétion des stocks (Clapham et al.,
2001).

Le modéle capacitif proposé par Putney a permis de
jeter les bases d’un modeéle complexe de signalisation
transmembranaire primordial pour les cellules. Cepen-
dant, ce modéle, méme réactualisé, se révele aujourd’hui
trop rigide pour rendre compte de la diversité molécu-
laire des canaux TRP, de leurs mécanismes d’activation
et de leurs fonctions physiologiques.

DIVERSITE MOLECULAIRE DES CANAUX TRP

Le terme TRP vient d’études faites sur les mécanismes
de phototransduction dans la rétine de Drosophile, et par
la caractérisation d’un mutant présentant une cécité par-
ticuliére. En réponse a une stimulation lumincuse pro-
longée, la rétine de Drosophile répond normalement par
une dépolarisation soutenue qui peut étre enregistrée par
le biais d’un électrorétinogramme. Chez le mutant. cette
réponse devient transitoire et se caractérise par une cécité
lors de stimulations lumineuses soutenues (Cosens &
Manning, 1969). Le mutant a donc ¢été appelé rp pour
« transient receptor potential ».

L’isolement du gene f+p a conduit a I'identification
d’une protéine présentant une faible homologie avec les
canaux calciques activés par la dépolarisation, suggérant
que cette protéine était un canal perméable au calcium
activé par une voie impliquant la PLC (Montell, 1999).
L’expression d’une protéine homologue de Drosophile,
le canal TRPL, dans les cellules Sf9 induit une poten-
tialisation des élévations de calcium due a I'activation de
récepteurs couplés a la phospholipase C. De méme, la
thapsigargine conduit a 1’activation d’un flux calcique
uniquement dans les cellules SfY transfectées par le géne
TRPL (Vaca et al., 1994). Les canaux TRP sont devenus
de ce fait les prototypes parfaits de canaux activés par la
déplétion des stocks (Xu et al., 1997).

Les grands programmes de séquengage de génomes de
vertébrés ont apporté des données qui ont permis d’iden-
tifier 21 genes codant pour des protéines homologucs
aux canaux TRP et TRPL de Drosophile. En utilisant un
critéere d’homologie de séquence, il est possible de
regrouper ces différentes protéines en trois classes appe-
lées TRP-C, TRP-V et TRP-M (voir Fig. 2A). Il existe
en outre d’autres canaux qui peuvent étre apparentés aux
TRP (PKD, AnkTM) mais dont ’homologie de séquence
est trop faible pour apparaitre dans cette analyse (Cla-
pham et al,, 2001).

Canaux TRP-C

Le clonage des genes TRP et TRPL de Drosophile a
conduit a I’identification de canaux homologues chez les
vertébrés par des approches de PCR dégénérées ou
d’analyse de séquences dans les banques de données.
Ces canaux ont été appelés TRP-C (C pour classique)
(Wes et al., 1995; Zhu er al., 1995). A I’heure actuclle,
sept génes codant pour des canaux TRP-C ont été iden-
tifiés et il est probable qu’ils représentent tous les génes
de cette classe. En raison de leur homologie avec les
canaux TRP et TRPL de Drosophile, le role des canaux
TRP-C dans I’'influx calcique dépendant des stocks a éte
recherché. Les résultats de ces travaux ont ¢été trés
contradictoires et n’ont pas permis de confirmer leur rdle
dans I’influx de calcium dépendant de la vidange des
stocks. Il semble désormais clair que ces canaux qui ont
une faible sélectivité pour les cations ne portent pas le
courant ICARC (Venkatachalam et al., 2002).
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Sur des criteres biochimiques et biophysiques les
canaux TRP-C ont été¢ récemment regroupés en deux
sous-familles. L une rassemble les canaux TRP-C1,
TRP-C4 et TRP-C5, ’autre les canaux TRP-C3, TRP-C6
et TRP-C7 (Goel et al., 2002). Les membres de chaque
sous-famille sont capables de former des canaux hétéro-
mériques et ont un mécanisme d’activation semblable
(voir ci-dessous).

Indépendamment, deux autres classes de canaux TRP
ont €té mises en évidence, les canaux vanilloides (TRP-V)
et les canaux du type mélastatine (TRP-M). Ce n’est que
secondairement que ces deux familles ont été rappro-
chées des TRP-C.

Canaux TRP-V

Le géne codant pour le canal TRP-V1 a été isolé grace
a une élégante méthode de clonage par expression dans
les cellules HEK couplée aux mesures de calcium intra-
cellulaire (Caterina et al., 1997). Le but de ce travail
était de rechercher le gene codant pour un canal per-

SOCIETE DE BIOLOGIE DE TOULOUSE

hTRPCA
hTRPCS
hTRPC1

hTRPC6
hTRPC7
hTRPC3
mTRPC2

F1G. 2 — Diversité moléculaire au sein de
la superfamille des canaux TRP. A) Arbre
phylogénétique de la famille des canaux TRP
humains construit par une analyse de Clustal
en utilisant une matrice PAM250. Le géne
humain codant pour le canal TRP-C2 étant
un pseudogene, son orthologue murin a été
utilisé. Sur un critére d’homologie les canaux
TRP ont été regroupés en trois sous-
familles : Les TRP-C pour « classique », les
TRP-V pour « vanilloide », et les TRP-M
pour « Mélastatine ». B) Topologie mem-
branaire et motifs structuraux des TRP. Les
extrémités amino (N) et carboxy (C) termi-
nales sont intracytoplasmiques. Les sites pré-
dits de régulation et d’interaction protéine-
protéine sont décrits sur la figure. La
présence de ces sites peut varier d’un canal
a ["autre au sein d’une méme sous-famille;
Abréviations : PDZ, PSD95/Disc-large/Zona
occludens-1; CaM, Calmoduline; PI3-K-
SH2, phosphatidylinositol 3 Kinase Src-
homology domaine 2.

hTRPM1
hTRPM3
hTRPM6
hTRPM7
hTRPM4
hTRPMS
hTRPM2
hTRPM8
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méable au calcium, activé par la capsaicine, le principe
actif du piment. Le canal TRP-V1 présente de fortes
homologies de séquence avec les canaux TRP-C et
adopte une topologie membranaire identique. Il est activé
par la capsaicine, les protons, les températures supé-
rieures a 42 °C et les endocannabinoides (Gunthorpe ef
al., 2002).

Les canaux TRP-V2, TRP-V3 et TRP-V4 ont été iso-
1és de par leur forte homologie de séquence par rapport
a TRP-VI. Leurs modes d’activation sont divers mais
semblent tous en relation avec les mécanismes de per-
ception sensorielle tels que la thermoception (TRP-V2,
TRP-V3) ou I'osmoception (TRP-V4).

Les canaux TRP-V5 et TRP-V6 ont été identifiés indé-
pendamment par une approche de clonage par expression
dont le but était de rechercher les génes codant pour des
transporteurs calciques épithéliaux (Hoenderop et al.,
1999 ; Peng et al., 1999). Ces canaux ont une trés forte
sélectivité pour le calcium et des propriétés biophysiques
proches de celles du courant ICARC (Yue et al., 2001).
Le courant porté par le canal TRPV-6 présente a lui seul
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pratiquement toutes les caractéristiques du courant
[CARC. Ce canal est activé par la déplétion des stocks,
possede une forte rectification, est hautement sélectif
pour le calcium. TRP-V5 et TRPV-6 sont capables de
s’associer pour former des canaux hétéromériques
(Hoenderop et al., 2003). Seuls leurs profils d’expression
assez restreints ne semblent pas correspondre a celui de
ICARC.

Canaux TRP-M

Les canaux TRP-M tiennent leur nom du canal TRP-
M1 ou mélastatine. Ce canal a été initialement isolé lors
d’un criblage différentiel de génes dont I’expression
décroit dans les mélanomes (Duncan er al., 1998). 1l
existe huit membres dans cette famille (TRP-M1 a TRP-
M8) qui peuvent étre sous divisés en quatre sous-groupes
sur des critéres d’homologie de séquence (Clapham et
al., 2001). Les TRP-M sont des protéines beaucoup plus
grosses que les autres TRP (plus de 1000 et jusqu’a
2000 acides aminés contre 400 a 700 pour les autres
familles). L expression fonctionnelle des canaux TRP-
M2, TRP-M4, TRP-M7 et TRP-MS8 a été obtenue dans
des systemes hétérologues. Leurs modes d’activation
sont tres variés. Par exemple le canal TRP-M2 est activé
par I’ADP-ribose intracellulaire (Perraud er al., 2001)
tandis que le canal TRP-M8, son plus proche homo-
logue, est activé par le froid et le menthol (McKemy et
al., 2002). Il est a noter que les canaux TRP-M2 et TRP-
M7 possédent dans leurs extrémités carboxyterminales
une région a activité enzymatique. Ainsi TRP-M7 pos-
sede aussi une activité kinase qui intervient par un méca-
nisme d’autophosphorylation dans [’activation du canal
(Runnels et al., 2001). TRPM4 quant a lui est un canal
cationique non perméable au calcium, activé par une élé-
vation du calcium intracellulaire (Launay et al., 2002).

STRUCTURE DES CANAUX TRP

Sur le plan structural, les TRP adoptent tous la méme
topologie membranaire. Il s’agit de protéines a six
domaines transmembranaires dont les extrémités amino- et
carboxy-terminales sont situées du cdté cytoplasmique.
Il existe, entre le cinquiéme et le sixiéme domaine trans-
membranaire, un petit segment hydrophobe qui participe
a la formation du pore du canal. Cette organisation mem-
branaire est retrouvée dans de nombreux canaux ioniques
tels que les canaux potassiques dépendants du potentiel.
La steechiométrie des canaux TRP n’a été démontrée
expérimentalement que trés récemment (Hoenderop et
al., 2003), et de la méme fagon que les canaux potas-
siques un canal est formé par I’association de quatre sous-
unités identiques (canal homotétramérique) ou différentes
(canal hétérotétramérique) (Hofmann et al., 2002).

Différents motifs protéiques sont identifiables au sein
de la séquence primaire de ces protéines (voir Fig. 2B).
Les deux familles TRP-C et TRP-V présentent, dans
leurs extrémités amino-terminales, entre deux et quatre

répétitions ankyrines qui indiquent une interaction pos-
sible de ces canaux avec les ¢léments du cytosquelette.
D’autres motifs d’interaction protéine-protéine ont ¢été
identifiés comme des sites d’interaction avec la calmo-
duline (TRP-V6, tous les TRP-C), des motifs PDZ (TRP-
C4 et TRP-C5) ou d’interaction avec les régions SH2 de
la phosphatidyl-inositol 3 kinase (voir pour revue Li et
al, 2002). Dans la plupart des cas, aucune validation
expérimentale de I’utilisation de ces sites n’a été appor-
tée sauf en ce qui concerne I'interaction de la calmodu-
line avec le canal TRP-V6. Cette interaction qui dépend
du calcium provoque I'inactivation du canal et peut étre
antagonisée par une phosphorylation due a la protéine
kinase C (Niemeyer et al., 2001). I} ne fait guére de
doute que I'activité de ces canaux nécessite une régula-
tion stricte de fagon a limiter la charge calcique intra-
cellulaire.

MECANISMES D’ACTIVATION
DES CANAUX TRP

La caractérisation fonctionnelle des canaux TRP et en
particulier celle des TRP-C, a été considérablement frei-
née par différents facteurs parmi lesquels il est possible
de citer leurs faibles conductances, leurs effets cyto-
toxiques lorsqu’ils sont surexprimés, leur présence dans
la quasi totalité des systemes cellulaires et 1'absence
d’outils pharmacologiques spécifiques. De plus, en fonc-
tion de leurs niveaux d’expression dans des systémes
hétérologues (cellules HEK293...), les canaux TRP peu-
vent montrer différents mécanismes d’activation. Ainsi le
canal TRP-V6, lorsque son niveau d’expression est
faible, peut étre activé par la thapsigargine, cc qui n’est
plus le cas a un niveau d’expression éleve (Yue ef al.,
2001). Un phénomene similaire est observé pour le canal
TRP-C3 (Vazquez er al., 2001 ; Venkatachalam er al.,
2001). Ces observations récentes ont permis d’expliquer
une partie des disparités des modes d’activation attri-
bués a un méme canal en fonction des laboratoires.

Les études d'expression fonctionnelle ont montré que
les TRP sont des canaux cationiques dont la perméabi-
lité au calcium est variable. Elle peut étre nulle dans le
cas de TRP-M4 (Launay et al., 2002) ou tres élevée dans
le cas de TRP-V5 et TRP-V6. Dans la plupart des cas,
la perméabilité relative du calcium par rapport au sodium
est de I’ordre de deux a quatre ions calcium pour un ion
sodium, ce qui est relativement faible, ¢t ne peut rendre
compte de I’intensité de I'influx activé par la déplétion
des réserves calciques (Li er al., 2002).

Il apparait clairement que différents mécanismes
d’activation des TRP coexistent dans les cellules. On
peut distinguer ainsi les TRP activés suite a Pactivation
des phospholipases C, ceux dont I’activation provient de
stimuli d’ordre sensoriel (température, osmolarité), ceux
activés par des voies métaboliques intracellulaires ou les
seconds messagers, ¢t ceux dont on ne connait pas les
mécanismes d’activation.
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A partir des résultats expérimentaux publiés dans la
littérature, une classification des modes d’activation des
TRP a émergé (Zitt et al., 2002). Dans cette classifica-
tion les canaux TRP sont regroupés en fonction de leur
mode d’activation probable. Un tel schéma permet
d’obtenir une vue d’ensemble mais ne parvient pas a
intégrer tous les résultats, dont certains sont contradic-
toires, obtenus lors de I’étude de I’activation des TRP.
On distingue ainsi trois modes d’activation des TRP :
celui par les récepteurs (sans I’intervention de seconds
messagers), celui par les seconds messagers (indépendant
de la déplétion des stocks) et celui dépendant de la déplé-
tion des stocks (voir Fig. 3).

Canaux activés par les récepteurs (CAR)

Ces canaux sont responsables d’un influx calcique fai-
sant suite a la stimulation de récepteurs couplés a la
phospholipase C, mais indépendamment de la fonction
lipase de celle-ci (Fig. 3A). En d’autres termes, la pro-
duction d’IP3 et de DAG aprés hydrolyse du PIP2 par la
PLC n’est pas nécessaire a I’activation de ces canaux. Le
prototype de cette classe de protéine est le canal TRP de
Drosophile dont I’ouverture est entierement dépendante
de la PLC-8 sans que I'IP3 ou le DAG ne soient impli-
qués. Chez les vertébres, ’isoforme vy de la PLC semble
jouer un rdle prépondérant dans ce mécanisme d’activa-
tion. Il a ainsi été démontré que cette isoforme de la
PLC, en réponse a la stimulation d’un récepteur mem-
branaire, active I’apparition d’un influx calcique indé-
pendamment de son activité enzymatique (Patterson er
al., 2002). La PLCy joue un rdle important dans la trans-
duction des signaux provenant des récepteurs tyrosine
kinase en initiant la production d’IP3 et de libération de
calcium du réticulum. Il est donc envisageable que ces
récepteurs tyrosine kinase soient aussi capables d’induire
des influx de calcium indépendants des réserves cal-
ciques intracellulaires.

Si ’existence des CAR a été prouvée expérimentale-
ment par des approches d’invalidation des réceptzurs de
I'IP3, ’activation directe de canaux TRP par des récep-
teurs couplés aux protéines G hétérotrimériques ou par
des récepteurs tyrosine kinase reste encore a démontrer.
Un tel couplage a pu étre mis en évidence pour le canal
TRP-C3, mais ce méme canal peut étre également activé
par la déplétion des stocks. Le canal TRP-M7, par son
interaction directe avec différentes isoformes de la PLC,
pourrait également étre activé directement par les récep-
teurs membranaires via la PLCB (Runnels et al., 2001).

Canaux activés par les seconds messagers (CASM)

La PLC étant un acteur central dans ’activation des
TRP, les produits de son activité enzymatique, [P3 et
DAG, sont les seconds messagers les plus plausibles
pour activer directement un influx de calcium extracel-
lulaire (Fig. 3B). S’il existe seulement quelques
exemples de canaux directement activés par I’'1P3,
I’action du DAG sur certains TRP-C (TRP-C3, TRP-C6,
TRP-C7) a été clairement démontrée (Hoffmann et al.,
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FiG. 3 — Modes d’activation des TRP. A} Canaux activés par les
récepteurs (CAR). La PLC recrutée aprés la liaison d’un ligand sur
son récepteur active directement le canai sans I’intervention de
seconds messagers. B) Canaux activés par les seconds messagers
(CASM). Dans ce cas I’ouverture du canal nécessite |’action
directe de seconds messagers issus de ’activité lipase de la PLC
comme le DAG ou I’'IP3. C) Canaux activés par la déplétion des
stocks (CAS). L’activation du canal n’intervient que secondaire-
ment a la vidange des stocks intracytoplasmiques de calcium du
réticulum endoplasmique.

1999 ; Okada et al., 2000). Le DAG agit sur le canal sans
que la protéine kinase C soit impliquée dans le méca-
nisme ; de plus, différents analogues du DAG qui n’acti-
vent pas la translocation de la PKC a la membrane plas-
mique sont aussi capables d’activer ces canaux TRP-C.

Outre le DAG, différents acides gras sont des activa-
teurs directs de certains TRP. Ainsi le canal TRPL de
Drosophile peut s’ouvrir a la suite de I’application d’acide
gras poly-insaturés. D’autres exemples viennent du canal
TRP-V1 activé par les endocannabinoides issus de ’acti-
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vité enzymatique de la phospholipase A2 ou du canal
TRP-V4 activé par des dérivés d’acides eicosanoides.

D’autres seconds messagers sont capables d’activer
directement les TRP. L’ADP-ribose ou le calcium sont
indispensables a 1'ouverture des canaux TRPM2 et
TRPM4, respectivement.

Canaux activés par la déplétion des stocks (CAS)

L’utilisation de la thapsigargine est encore 'outil le
plus utilisé pour mettre en évidence I’activité des canaux
activés par la vidange des réserves calciques du réticu-
lum (Fig. 3C). Une autre approche consiste a maintenir
la concentration en calcium intracellulaire a un niveau
trés faible grice a des agents chélateurs du calcium
(Parekh & Penner, 1997). Ces approches expérimentales
présentent certaines limites; par exemple, dans ces para-
digmes, la voie de la phospholipase C n’est jamais prise
en considération alors que I’on connait I’importance cen-
trale de cette enzyme dans la production de seconds mes-
sagers, ’activation de la PKC et son rdle dans I’activa-

F1G. 4 — Modéles d’activation des CAS. A) Cou-
plage conformationnel. Interaction physique directe
entre les composants protéiques de la membrane plas-
mique et du réticulum endoplasmique. B) Couplage
chimique. Intervention d’un facteur soluble diffusible.
C) Couplage dynamique et transitoire. L interaction
physique directe entre les composants protéiques de la
membrane plasmique et du réticulum endoplasmique
est induite par la déplétion des stocks. D) Couplage
spatial. Présence de microdomaines de signalisation
entre membrane plasmique et réticulum endoplas- C
mique. (d’aprés Venkatachalam ez al., 2002)
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tion d’influx calciques transmembranaires. De trés nom-
breuses ¢études s’intéressant aux modes d’activation des
CAS ont été publiées, mais a I’heure actuelle encore
aucune n'a permis de réveéler le ou les mécanismes molé-
culaires mis en jeu. Quatre modeles d’activation des
CAS existent, deux sont relativement anciens et histo-
riques, les deux autres permettent d’intégrer les résultas
obtenus plus récemment (voir Fig. 4).

Couplage conformationnel

Initialement, il a été considéré que la fonction princi-
pale des CAS était de remplir les réserves calciques intra-
cellulaires a la suite de leur déplétion et que seul le cal-
cium provenant du réticulum avait une fonction
biologique. Pour remplir cette fonction, un couplage
direct des CAS au réticulum sous-membranaire était dés
lors suffisant (Putney, 1986). Par analogie avec le cou-
plage direct des canaux calciques et le réticulum sarco-
plamique dans le muscle squelettique, 1l a ét¢ proposé que
les CAS interagissent directement avec le récepteur 1P3.
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Confirmant cette hypothése, il a été mis en évidence que
différents TRP-C co-immunoprécipitent avec les récep-
teurs [P3 (Kiselyov et al., 1998 ; Boulay et al., 1999). Ce
modele de couplage direct ne permet cependant pas
d’expliquer les élévations de calcium cytoplasmique sub-
séquentes a [’activation des CAS. La présence de cet
influx calcique cytoplasmique proscrit méme un couplage
direct des CAS avec le réticulum. De nombreux argu-
ments suggérent cependant qu’un couplage entre des
canaux membranaires et le réticulum s’il n’est pas direct,
peut étre dii a une organisation spatiale sub-cellulaire par-
ticuliére (voir ci-dessous).

Couplage chimique

Un modele alternatif propose non plus un couplage
conformationnel entre les canaux membranaires et le
réticulum mais un couplage chimique nécessitant la pro-
duction d’un messager intracellulaire produit lors de la
vidange des stocks (Randriamampita & Tsien, 1993).
Différentes études ont effectivement montré qu’il est
possible d’activer les CAS a partir de molécules solubles
préscntes dans le cytoplasme apres que le calcium ait été
libére du réticulum. Pour autant, il n’a pas été possible
d’identifier sans ambiguité ce facteur ni de démontrer
que les voies métaboliques conduisant a sa production
sont activées suite a la vidange des stocks. Ce modéle
permet cependant de rendre compte non seulement de
I'influx cytosolique du calcium aprés activation des CAS,
mais aussi de la cinétique lente et durable des influx cal-
ciques dépendant des CAS. En effet ce facteur aurait
une demi-vie relativement longue et pourrait donc exer-
cer ces effets pendant plusieurs minutes.

Couplage dynamique et couplage spatial

Pour autant, ces deux modéles ne permettent pas
d’apporter une explication a tous les résultats expéri-
mentaux obtenus quant aux mécanismes d’activation des
CAS. Pour cela, deux autres modéles plus élaborés ont
été proposés (Venkatachalam ef al., 2002). Dans le pre-
mier, un couplage dynamique et transitoire entre les
canaux CAS et le réticulum serait induit par la déplétion
des stocks. Les mécanismes moléculaires intervenant
dans ce couplage dynamique seraient proches de ceux
impliqués dans I’exocytose ou la sécrétion. Ainsi il a été
montré que I’activation des CAS dépend de I’activité de
petites protéines G telles que celles apparentées aux Rho
ou de la protéine SNAP-25 (Yao er al., 1999). Ces deux
types de protéines sont également impliqués dans le
transport vésiculaire conduisant & I’exocytose ou 2 la
secrétion. Si, initialement, il a été proposé que les canaux
eux-mémes pouvaient étre dynamiquement adressés a la
membrane plasmique a partir d’une réserve vésiculaire
cytoplasmique, une explication alternative est que le cou-
plage entre les CAS et le réticulum s’opére de fagon
dynamique et régulée. Ce couplage dynamique présente
I'intérét d’étre a la fois compatible avec la cinétique
lente d’activation des CAS (de I’ordre de plusieurs
minutes) et avec le modele de couplage chimique.

Un modéle de couplage spatial a aussi été élaboré
(Barritt, 1998). Dans ce modele, il existerait une proxi-
mité spatiale entre les canaux et le réticulum permettant
I’établissement d’un micro-domaine ot un mécanisme de
signalisation spatialement restreint pourrait prendre place
pour activer les canaux CAS. Différents arguments
appuient cette hypothése. Le premier est la localisation
des TRP au niveau de radeaux lipidiques (rafts) mem-
branaires (Lockwich et al., 2000). Ces radeaux sont des
domaines membranaires spécialisés dans la signalisation
cellulaire ou les différentes protéines nécessaires a la
transduction des signaux sont concentrées. Les CAS
pourraient ainsi appartenir a une entité de signalisation
complexe appelée « signaplex » dans laquelle les élé-
ments membranaires et sous-membranaires seraient asso-
ciés par le biais de protéines d’échafaudage (Montell,
2001). Un tel signaplex associant récepteurs membra-
naires, PLC, canaux TRP et protéines d’échafaudage est
indispensable a la photo-transduction dans la rétine de
Drosophile (Xu ef al., 1998). Un autre argument vient de
I’existence de micro-domaines calciques mis en évidence
par la présence de points chauds d’influx de calcium
(Cooper, 2002). Ce phénomene peut représenter un cou-
plage spatial entre les canaux CAS et le réticulum sous-
membranaire dans un domaine particulier spécialisé dans
la transduction des signaux. Ce modele de couplage spa-
tial est actuellement le plus attractif car il est le seul a
pouvoir rendre compte des différents résultats expéri-
mentaux d’activation des CAS (signal chimique, cou-
plage dynamique...).

Tant que I'identité moléculaire des CAS ne sera pas
clairement établie, il sera difficile de comprendre leurs
modes d’activation, d’autant qu’il est fort probable que
différents TRP sont impliqués dans la genése des influx
calciques activés par la deplétion des stocks. Chaque
canal peut alors présenter un mode d’activation propre.
A cet égard, ce n’est que récemment qu’une distinction
claire entre les CAS et le canal ICARC a été faite aussi
bien au niveau moléculaire que biophysique (Yue et al.,
2001). Il semble donc raisonnable de penser que bientot
une image plus précise de I’identité des CAS et de leurs
modes d’activation sera obtenue.

TRP ET PHYSIOLOGIE CELLULAIRE

Pour différentes raisons (absence de pharmacologie,
profils d’expression tres large...), les rdles physiolo-
giques des TRP restent encore largement mal connus.
Dans quelques cas particuliers, comme celui du réle de
TRP-V1 dans la nociception, une fonction physiologique
précise a été attribuée a un canal (Benham et al., 2002).
Concernant les familles TRP-C et TRP-M, la fonction de
ces canaux a surtout été étudiée dans les cellules non
excitables (cellules endothéliales et immunitaires) ou les
canaux calciques activés par le potentiel sont faiblement
exprimés. La présence de différents types de canaux TRP
au sein d’un méme type cellulaire n’a cependant pas per-
mis de progresser significativement dans ce domaine.
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Par exemple, dans les thymocytes, ’entrée de calcium
induite par ’engagement du récepteur T joue un rdle
fonctionnel primordial; cet influx calcique se révéle
comme étant la somme de ’activation de plusieurs types
de canaux TRP (ICARC, TRPM2,...).

En absence d’outils pharmacologiques spécifiques,
I'utilisation des techniques de génie génétique (invalida-
tion génique) ou d’interférence d’ARN sont les
approches alternatives qui semblent les plus promet-
teuses pour appréhender la fonction de ces différents
canaux. Hormis TRPV1, seuls les génes codant pour les
canaux TRP-C4 et TRP-C2 ont été inactivés chez la Sou-
ris (Freichel et al., 2001 ; Jungnickel er al., 2001).
L’inactivation de TRP-C4 n’entraine pas de grands défi-
cits physiologiques, seule la vasorelaxation aortique est
affectée. Cet effet semble di a la perturbation d’un canal
CAS puisqu’au niveau cellulaire I’influx calcique activé
par certains agonistes est pratiquement inexistant.

Au niveau fonctionnel, on peut aussi noter le réle du
canal TRPC2 dans la réaction acrosomique et dans la
signalisation des phéromones chez la Souris, bien que
ces fonctions doivent étre assurées par un autre canal
chez I’'Homme ot TRP-C2 s’avére étre un pseudo-gene.

D’une fagon générale, les TRP, a I’opposé des canaux
calciques activés par le potentiel, sont responsables d’un
signal calcique soutenu dans le temps (jusqu’a plusieurs
minutes). Ce type de signal est a méme d’activer des fonc-
tions cellulaires particuliéres telles que la migration cel-
lulaire, I’exocytose ou I’apoptose. Dans le systéme ner-
veux, un signal calcique de faible intensité mais de longue
durée est initié par le BDNF, un facteur neurotrophique.
Cette élévation de calcium pourrait jouer un réle impor-
tant dans la régulation de I’activité transcriptionnelle
(Numakawa et al., 2002). La co-immunoprécipitation du
canal TRP-C3 et du récepteur TrkB (activé par le BDNF)
uniquement dans une fenétre développementale précise
suggere un role des TRP dans la différenciation cellulaire
(Li et al., 1999). Un couplage entre TRP et les récepteurs
tyrosine kinases peut vraisemblablement aussi intervenir
dans des événements cellulaires plus rapides tels que ceux
associés a la mobilité du cone de croissance ou a la régu-
lation de la libération de neurotransmetteurs.

CONCLUSIONS

De I’établissement du modéle du couplage capacitif
proposé par Putney a P'identification de plus de 20 génes
codant pour des TRP, vingt ans se sont écoulés sans que
I"identité moléculaire du canal portant le courant [CARC
soit encore pleinement établie. Cependant, grace a
’accumulation de nouvelles données tant moléculaires
que fonctionnelles, une vision moins dogmatique de la
nature des canaux associés aux influx calciques a vu le
jour au cours de ces derniéres années. Les canaux TRP
sont au cceur d’un complexe de signalisation dont on n’a
aujourd’hui qu’une vague idée des contours. Si les méca-
nismes moléculaires d’activation des TRP ainsi que leurs
roles cellulaires restent encore mal compris, il semble
cependant qu’un cap fondamental ait été franchi.

La diversité moléculaire de cette famille de canaux est
le signe indubitable que leurs fonctions physiologiques
et cellulaires sont primordiales. L appréhension de cette
dimension fonctionnelle est la tiche a laquelle il est
nécessaire de s’atteler maintenant.
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